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OZET

STREPTOZOTOSIN iLE DiYABET OLUSTURULAN RATLARDA
HANZABEL (Achillea arabica) BITKIi EKSTRAKTININ ANTiDiYABETIK VE
ANTIOKSIDAN ETKILERININ ARASTIRILMASI

HANALP, Hanife Ceren
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve GenetikvAnabilim Dal1
Tez Danismant: Dog. Dr. Abdulahad DOGAN
Ekim 2019, 69 sayfa

Achillea arabica, halk hekimliginde yaygin olarak kullanilan ¢ok yillik aromatik
bir bitkidir. Bu calismada, streptozotosin (STZ) 50 mg/kg ile diyabet olusturulan
sicanlarda A, arabica ¢igek etanolik liyofilize ekstresinin  antidiyabetik,
antihiperlipidemik ve antioksidan etkileri degerlendirildi. Toksisite testinden sonra otuz
bes disi rat bes gruba ayrildi. Kontrol, Diabetes mellitus (DM), A. arabica (400 mg/kg
ekstre), DM+A. arabica (400 mg/kg ekstre) ve DM+Glibenklamid (2 mg/kg). 21 giinliik
tedavinin sonunda, hem A. arabica ekstresi hemde glibenklamid diyabetik gruplarda
glukoz ve glikolize hemoglobin (HbA1c) seviyelerinde DM grubuna gore 6nemli diisiis
gosterdi. A. arabica ekstresi ile tedavi edilen diyabetik grupta, malondialdehit icerigi,
serum aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz, laktat dehidrojenaz, alkalan
fosfataz, kreatinin, iire, trigliserit, kolesterol, diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol
diizeylerindeki azalma ve rediikte glutatyon (GSH) artis1 anlamli bulundu. Ayrica,
karaciger ve bobrek dokulariin antioksidan enzim aktiviteleri genellikle degismezken,
bobrek dokusunun glutatyon S-transferaz aktivitesi DM grubu ile karsilastirildiginda
tedavi gruplarinda anlamli bir diisiis gosterdi. Bu bulgular A. arabica ekstresinin
karaciger ve bobrek fonksiyon bozuklugu ve diyabetin neden oldugu oksidatif stres
tizerinde, muhtemelen antioksidan ve antidiyabetik etkilerinden dolay1 terapotik bir
etkiye sahip oldugunu gostermistir. A. arabica ¢igek ekstresi, diyabet ve hiperlipidemi

ilaclart gelistirmek amaciyla dogal bir kaynak olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Achillea arabica, Antioksidan, Diabetes mellitus, Lipit

peroksidasyonu, Liyofilize ekstre, Rat.






ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF ANTIDIABETIC AND ANTIOXIDANT EFECTS
OF HANZABEL (Achillea arabica) PLANT EXTRACT AGAINST
STREPTOZOTOCIN INDUCED IN RATS

HANALP, Hanife Ceren
M. Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetic
Supervisor: Assoc. Prof. Abdulahad DOGAN
October 2019, 69 Pages

Achillea arabica is a perennial aromatic herb widely used in folk medicine. The
present study was carried out to evaluate the antidiabetic, antihyperlipidemic and
antioxidant effects of A. arabica flower ethanolic lyophilized extract against
streptozotocin (50 mg/kg)-induced in rats. After toxicity test thirty five female rats were
divided into five groups. Control, Diabetes mellitus (DM), A. arabica (400 mg/kg
extract), DM+A. arabica (400 mg/kg extract) and DM+Glibenclamide (2 mg/kg). At the
end of the 21-day treatment, both A. arabica extract and glibenclamide showed a
significant decrease in glucose and glycolised hemoglobin (HbA1c) levels in diabetic
groups compared to DM group. A. arabica extract-treated diabetic groups exhibited
significant reduction in malondialdehyde content, serum aspartate aminotransferase,
alanine aminotransferase, lactate dehydrogenase, alkalane phosphatase, creatinine, urea,
triglyceride, cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol and restoration of reduced
glutathine (GSH) level. In addition, antioxidant enzyme activities in liver and kidney
tissues generally did not change, while glutathione S-transferase activity in kidney
tissue showed a significant decrease in treatment groups compared to DM group. These
findings suggested that A. arabica extract had a therapeutic effect on liver and kidney
dysfunction and oxidative stress induced by diabetes, that may be probably due to its
antioxidant and antidiabetic effects. A. arabica flower extract could be used as a natural
source to develop diabetic and hyperlipidemic drugs.

Keywords: Achillea arabica, Antioxidant, Diabetes mellitus, Lipid

peroxidation, Lyophilized extract, Rat.
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1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus (DM)

Diabetes mellitus (DM), pankreastan salgilanan insiilinin kullanilamamasi ya da
insiilinin eksikligi nedeniyle kisinin tiikettigi besinlerdeki karbonhidrat, protein ve
yaglardan yeterince yararlanamadigi, diizenli tibbi miidahale gerektiren tiim diinyada
yaygin goriilen kronik bir endokrin bozukluktur (Yaman ve Dogan, 2016; Tiirkiye
Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2018).

DM, yiiksek morbidite ve asir1 mortalite ile karakterize edilen ve diinya ¢apinda,
400 milyondan fazla bireyi etkiledigi tahmin edilen karmasik bir hastaliktir. Ozellikle
diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasayan bireylerde, cocuk ve ergenlerde, fazla kilolu ve
obez bireylerde diyabet ile ilgili yeni vakalarin goriilme sikliginin arttig1 bilinmektedir
(WHO, 2016).

DM'in kesin nedenini agiklamak zordur, ancak sedanter yasam tarzi, kalitsal
yatkinlik, obezite, gebelik, ¢arpik kentlesme ve sagliksiz diyetler hastaligin ortaya
¢ikmasini tetiklemektedir (Marieb ve Hoehn, 2010).

DM’li kisilerde sik goriilen semptomlar; polidipsi (asir1 su igme), poliiiri (sik
idrara ¢ikma), polifaji (asir1 yemek yeme) veya istahsizlik, halsizlik veya gabuk
yorulma, agiz kurulugu gibi semptomlardir. Daha nadir goriilen semptomlar; bulanik
gorme, aciklanamayan kilo kaybi, iyilesmeyen enfeksiyonlar veya yaralar, tekrarlayan
mantar enfeksiyonlari, kasmti gibi semptomlar diyabetli hastalarda nadir goriilen
semptomlardandir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2018).

Uluslararas1 diyabet federasyonu (IDF) Diyabet Atlasimin 2015 diinya
tahminlerine gore; her 11 yetiskin kisinin 1’1 diyabetlidir (yaklasik olarak 415 milyon)
ve 2035’te bu rakamin 500 milyonun iizerine ¢ikacagi tahmin edilmektedir. Diyabetli
hastalarin yaklasik % 46.5°1 diyabet hastas1 oldugunu bilmiyor. Tiirkiye’de ise niifusun
% 7,8 inin yaklasik olarak 7.112.000 kisinin diyabet hastas1 oldugu bilinmektedir. 7
hamile kadindan 1’1 gebelik diyabetinden etkileniyor. Diyabet hastalarinin yaklasik
olarak beste dordii (% 75) diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasiyor. 542,000 ¢ocuk tipl
diyabet hastasidir. Her gegen 6 saniyede 1 kisi diyabet hastaligindan ve olusan



komplikasyonlardan hayatin1 kaybediyor. Hayatin1 kaybedenlerin sayisinin 5 milyon

oldugu tahmin ediliyor.

1.2. DM’nin Tarihgesi

Diyabet, asir1 idrara ¢ikmayr tanimlayan “akla gelmek” veya “siphon” anlamina
gelen yunanca bir kelimedir. Latince ve yunancadan gelen mellitus tamamlayicisi ise bu
bozuklugun adina sonradan eklenmis olup bal anlamina gelmektedir. Diyabetli kisilerin
idrarinin tadinin tath oldugu antik misir zamanlarindan beri bilinmektedir. Bu durum,
Hindistan'daki Misir tibb1 veya eski geleneksel tibbi yontemler tarafindan bu hastaligin
taninmasinda bir kriter olarak kullanilmistir (Scobie, 2006; Anjana ve ark., 2011).
Diabetes mellitus, eski donemlerden beri bilinen bir hastalik olmasina ragmen tedavileri
ilk kez Orta Cag'da uygulanmaya baglanmistir. Ancak hastaligin net bir sekilde
siiflandirilmasi 20. yiizyila kadar yapilamamistir. Mering ve Minkowski 1889 yilinda
kopekleri kullanarak yaptiklar calismada pankreasin diyabet ile iliskisi rapor edilmistir.
Sir Sharpey-Schafer 1910 yilinda pankreasta ftretilmesi gereken bir maddenin
tiretilememesinden Gtiirii diyabetin olustugunu saptadi. Bu maddeyi sonradan insiilin

olarak tanimladi (WHO, 1998).

1.3. DM’nin Tam Kriterleri

Giliniimilizde yapilan son g¢alismalarla beraber DM tanis1 dort farkli kriterden
herhangi birisi kullanilarak yapilmaktadir (Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma
Dernegi, 2018). Agir ve normal diyabet semptomlarinin bulunmadigt durumlarda,
kiginin diyabet olup olmadigina kullanilan kriterlerden birinin kullanilmas ile kesin bir
tan1 konmasi gerekmektedir (ADA, 2016).

Kullanilan kriterler sunlardir;

Aclik Plazma Glukozu (APG): Amerikan Diyabet Birligi (ADA) ve Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére DM, giiniin herhangi bir saatinde 126 mg / dL'den
yiiksek Olgiilen bir aclik plazma glikoz konsantrasyonu veya 200 mg / dL'den yiiksek
rastgele Olgiilen kan glikozu ile teshis edilebilir (WHO, 1999; ADA, 2005). Glikozun

Ol¢iilmesi plazma, kan ve serum ile yapilmaktadir (Sacks ve ark., 2002).



Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT): Amerikan Diyabet Birligi (ADA) ve
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, diyabette en etkili test olan OGTT' nin
degeri 2 saatte yaklasik olarak 200 mg / dL'dir. Bu test, APG degeri % 110-126 mg / dL
arasinda oldugunda yapilabilir fakat APG degeri 126 mg / dL'nin {izerinde oldugunda
herhangi bir testin yapilmasina gerek yoktur (Vassault, 2007).

Glikozillenmis Hemoglobin Testi (HbAlc): HbAlc, uzun yillardan beri
kullanilan glisemik kontrol i¢in iyi bir standart haline geldigi bilinen bir kriterdir.
2009'da % 6.5 (48 mmol/mol) diizeyinde olmasi diyabet tanisi i¢in uygun olarak
belirlenmistir (Annalise ve ark., 2011). Bir¢ok ¢alismada, kontrol edilmeyen diyabetin
hastaliktan kaynaklanan komplikasyonlara yol ac¢tigini raporlanmis olup genellikle
diyabetli kisilerde HbAlc degeri % 7'den az olmalidir. HbAlc arttik¢a, diyabetle ilgili
komplikasyonlarin gelistirme riski de artmaktadir (Zendjabil, 2015).

1.4. DM Tipleri

DM esas olarak dort ana tip grubuna ayrilmaktadir. Bunlar arasinda insiiline
bagimli DM (tip 1), insiiline bagimli olmayan DM (tip 2) en yaygin goriilen tiplerdir.
Diger iki tip ise daha nadir goriilen diyabet tipleridir (Deepika ve ark., 2013). Bu
tiplerde giiglii bir genetik etkinin yani sira yasam tarzida diyabete etki etmektedir. Bazi
diyabetli kisilerde herhangi bir belirti goriilmezken sadece laboratuvar teknikleriyle tani

konulabilmektedir (Baynes ve Dominiczak, 2009).

1.4.1. Tip 1 diyabet (T1 DM)

Tip 1 diyabet, insiiline bagimli DM olarak tanimlanmaktadir (Ullah ve ark.,
2015). T1 DM, kronik bir hastalik olup pankreasin langerhans adaciklarindaki beta
hiicrelerinin otoimmiin yikimindan kaynaklanmaktadir (Gingras ve ark., 2015). Tiim
diyabetli hastalarin yaklasik % 5-10’unu olusturur (ADA, 2015). T1 DM ¢ogunlukla
cocuklarda ve genglerde goriildiigii i¢in "geng diyabet" olarakta isimlendirilir (Petlevski
ve ark.,, 2001). T1 DM’li kisiler metabolik asidoz yiiziinden viicudunda biriken
hiperglisemiyi ve ketoasitleri kontrol edemezler. Bu durumlar da, diyabetik komaya ve

hatta 6liime neden olabilir. Insiilin, bu bireylerde ketoasidoz, 6liim ve komadan



kaginmak i¢in biiyiik bir 6neme sahiptir (Norris ve ark., 2001). Sik sik idrara ¢ikma, kilo
kaybi, bulanti ve kusma, halsizlik, yorgunluk, siirekli a¢lik ve susuzluk, sinirlilik, ruh
halindeki degisiklikler T1 DM nin belirtileri arasindadir (Maahs ve ark., 2010).

1.4.2. Tip 2 diyabet (T2 DM)

Tip 2 diyabet insiiline bagimli olmayan DM olarak tanimlanmaktadir (Ullah ve
ark., 2015). Tip 2 diyabet, genetik yatkinlik ile davranigsal ve gevresel risk faktorleri
arasindaki etkilesimin sonucudur. T2 DM cocuklar dahil gengleri de etkilemesine
ragmen ¢ogunlukla 40 yas iistii kisileri etkilediginden dolay1 yetiskin baslangi¢ diyabeti
olarakta adlandirilmaktadir (Maahs ve ark., 2010; Xavier ve ark., 2014; ADA, 2016).
Kontrol edilemeyen ve yiliksek seyreden kan glukoz degeri uzun donemde c¢esitli
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Kalp damar hastaliklari, korlige
kadar ilerleyen retinopati, bobrek yetmezligine gotiiren nefropati, sinir sistemi hastaligi
olan noéropati ve ayak ilserleri gibi uzun donemli komplikasyonlarin sonucu felg,
kangren ve koroner hastaliklarin gelisimini hizlandirmaktadir (Mc Kinlay ve Marceau,
1992; Sacks, 1994).

1.4.3. Gestasyonel diyabet (Gebelik diyabeti) (GDM)

Gestasyonel diyabet (GDM), ilk olarak hamilelik ile kendini belli eden glukoz
tolerans bozuklugu olarak tanimlanmaktadir (Blumer ve ark., 2013). Cogunlukla
hamileligin 24. haftas1 ya da daha sonrasinda insan plasental laktojen hormonunun
insiilinin etkisini inhibe etmesine bagl olarak ortaya c¢ikmaktadir (Al-Noaemi ve
Shalayel, 2011). Dogumdan sonra glukoz metabolizmasinda bir diizelme goriilebilir
ancak bu durumun sonraki gebeliklerde tekrarlama riski yiiksektir. Ayrica yas
ilerledikce tip 2 diyabete doniisme ihtimali de goz ardi edilemez derecede yiiksektir
(Kim ve ark., 2002). Bir¢ok toplumda hamile kadinlarin % 8'inden fazlasi GDM'e
yakalanmaktadir. Bu durum anne ve fetiis i¢in kisa ve uzun vadede olumsuzluklarin

meydana gelmesine yol agabilmektedir (Capobianco ve ark., 2016).



1.4.4. Sekonder diyabet (Spesifik diyabet)

Spesifik diyabet tiirleri; endokrin pankreas hastaliklari, B hiicrelerinin genetik
hastaliklari, enfeksiyonlar, endokrinopatiler, ilaglarin ve kimyasallarin etkileri,

bagisiklik mekanizmalari sekilde siralanmaktadir (Kuzuya ve ark., 2001).

1.5. DM’nin Komplikasyonlari

DM; korliik, bobrek yetmezligi, kalp krizi, felg gibi komplikasyonlarin ana
nedenlerinden biridir (WHO, 2016). DM’ nin makrovaskiiler ve mikrovaskiiler olmak
tizere iki komplikasyonu vardir. Diyabetik retinopati, diyabetik ndropati ve diyabetik
nefropati mikrovaskiiler komplikasyonlardandir. Serebrovaskiiler ve periferik vaskiiler
hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ile iligkili olup makro vaskiiler komplikasyonlar
ile baglantilidir. DM’deki bu komplikasyonlar esasen hiperglisemiye uzun siire maruz
kalmaktan kaynaklanmaktadir (Paneni ve ark., 2013). Artan oksidatif stres beraberinde
nefropati, noropati, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler gibi komplikasyonlarin
gelisimine neden olmaktadir (Dogan ve ark., 2015; Dogan ve Celik, 2016).

Diyabetik noropati, T1L DM ve T2 DM’nin mikrovaskiiler komplikasyonlarindan
biridir. Diyabetik noropati genellikle periferik ve otonomik olan vaskiiler ve ndronal
hasarlarla alakalidir. Daha ileri diizey hastalarda goriilen bu komplikasyon uzuvlarin
ampiitasyonuna ve ilserlere sebep olabilir (Ahmad ve ark., 2016; Rodriguez ve ark.,
2016). Diyabetik noropati ayaklar ve eller gibi distal bolgelerde periferik sinir hasarina
neden olabilir. (Huynh ve ark., 2014). Buna diyabetik periferik néropati denir (Dixit ve
ark., 2015). Diyabetik periferik ndropatinin baslica sebebi, sinir hiicre hasari yapan
oksidatif strestir (Yin ve ark., 2015).

Diyabetik nefropati, son donemde goriilen bobrek hasarlarinin ve hastaliklarinin
yaygin nedenlerinin basinda yer almaktadir (Nakanishi ve ark., 2016). T1 DM'de
nefropatinin gelisme riski yaklagitk % 30 iken bu oran T2 DM'de % 20lerdedir
(Domingueti ve ark., 2016).

Diyabetik retinopati, DM’li kisilerde en sik goriilen mikrovaskiiler bir
komplikasyondur (Fowler, 2008). Diyabetik retinopati géz hasarina hatta korliige sebep
olmaktadir (Huynh ve ark., 2014; Olamoyegun ve ark., 2015; Wang ve ark., 2016).



1.6. Pankreas

Hem endokrin hem de ekzokrin boliimii olan karma bir bezdir. 80 g agirliginda
ve 12-15 cm uzunlugunda olan bu bez midenin anteriorunda, mide ile ince bagirsak
arasinda konumlanmistir. Pankreasin % 1-2°lik kismimi langerhans adaciklarini
olusturmaktadir. Adacik fonksiyonel hiicreleri; alfa hiicreleri (glukagon hormonu
salgilayan), beta hiicreleri (insiilin hormonu salgilayan), delta hiicreleri (somatostatin
salgilayan) ve F hiicreleri (pankreatik polipeptid salgilayan) olmak iizere 4 farkli hiicre

tipinden meydana gelmektedir (Aktiimsek, 2010).

1.7. DM Tedavisinde Kullanilan Bitkisel Yontemler

Kaliteli bir hayat siirmede ve bir¢cok hastaligin tedavisinde milattan Onceki
(M.0.) dénemlerden beri bitkiler kullanilmaktadir ve bu bitkilerin ¢icek, meyve, yaprak,
kabuk, govde, kok ve tohum kisimlarindan yararlanilmaktadir (Nisar ve ark., 2018;
Tang ve Halliwell, 2010). DM tedavisi i¢in bitki ekstrelerinin ve bitkisel ilaglarin
kullanimi ylizyillardir bilinmektedir (Yeh ve ark., 2003). Bitki ekstrelerinin veya
bilesiklerinin anti-diyabetik aktiviteye sahip oldugu son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla
daha biiyiik bir 6nem kazanmaktadir (He ve ark., 2019). Oral yolla alinan antidiyabetik
ilaclar; kilo alimi, anemi, hipoglisemi ve kalp yetmezligi gibi hayat1 olumsuz etkileyen
yan etkilere neden olmaktadir (Zimmet ve ark., 2001; Nesto ve ark., 2003). Bu yiizden,
DM’li kisilerin yasam kalitesini diizeltmek ve ilaglarin yan etkilerinden hastalar
korumak i¢in ilag etkisi yapabilecek olasi tibbi bitkiler {izerine ¢alismalar yapilmaktadir.
Bu c¢alismada Achillea arabica bitkisinin antidiyabetik ve antioksidan etkisi

arastirilmistir.

1.7.1. Achillea arabica (sinonimi Achillea biebersteinii)

Achillea cinsi, ¢ogunlukla Asya, Avrupa, Kuzey Amerika ve Orta Dogu'da
yaygin olan yaklasik 115 tiirden olusan Asteraceae familyasinin en 6nemli cinslerinden
biridir (Candan ve ark., 2003). Achillea tiirleri beyaz, beyaz-sari, beyaz-mor renkli

ciceklere sahip ¢ok yillik ve 80 cm’ye kadar uzayabilen yiiksek rakimli yerlerde mayis-



ekim aylar1 arasinda dogal olarak yetisen bitkilerdir (Kiumarsi ve ark., 2009; Karadag,
2007). Achillea cinsinin farkli tiirlerinin geleneksel kullanimlarinin  yani sira
antioksidan, antimikrobiyal, anti-enflamatuar ve analjezik aktiviteleri bulunmaktadir ve
ayrica bitki ekstraktlarinin ve ucucu yaglarinin farmakolojik aktivitelere sahip oldugu

onaylanmistir (Candan ve ark., 2003; Nenaah, 2014).

Achillea L. cinsinin sistematik siniflandirmasi (Davis, 1975)
Alem : Plantae

Alt Alem : Tracheobionta
Boliim : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Alt Siif : Asteridae

Ust Takim : Asteranae
Takim : Asterales
Familya : Asteraceae

Alt Familya : Asteroideae
Cins : Achillea L.

Tur : Achillea arabica

Sekil 1.1. Achillea arabica gorseli.



1.8. DM’nin 6nlenmesi ve tedavisi

DM' nin 6nlenmesi ve kontrolii; egzersiz, diisiik kalorili besinlerle beslenme,
obez kisilerde kilo kayb1 ve hareketsizlikten uzak bir yasamdan ge¢gmektedir (Sangi ve
ark., 2015; Nakanishi ve ark., 2016). Antioksidan fitokimyasallar ile diyet takviyesi ve
antioksidan savunma mekanizmasi serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasara
karst savunma olustururken diyabetik komplikasyonlarin gelismesini de Onleyebilir

(Bahadoran ve ark., 2011; Sangi ve ark., 2015).

1.9. Biyokimyasal Parametreler

1.9.1. Aspartat aminotransferaz (AST)

Serum glutamat oksalaasetat transaminaz (SGOT) olarakta isimlendirilir.
Aminoasit metabolizmasinin en 6nemli enzimlerinden birisidir (Mert, 1996). Birgok
hastalikta, ¢esitli organlardaki zehirlenme ve rejerenasyon durumlarinda serumda AST
seviyesinde artis olusur. AST yogun olarak karaciger, beyin, kalp kasi, iskelet kas1 ve
bobrekte bulunmaktadir (Goziikara, 1989; Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

1.9.2. Alanin aminotransferaz (ALT)

ALT, piriivik asit ile glutamik asit arasindaki reaksiyonu katalizleyen bir
enzimdir. Serum glutamik-piruvik transaminaz (SGPT) olarakta isimlendirilir
(Goziikara, 1989; Mert, 1996; Keha ve Kiifrevioglu, 2005). ALT ¢ogunlukla kanda
diisiik yogunlukta olmasina ragmen dokularda 6zellikle eritrosit, karaciger ve akcigerde
yiiksek yogunluktadir. ALT miktarinin karacigerde diger dokulara gore daha yiiksek
olmasi karaciger hastaliklarinda 6nemli bir belirtegtir. Karaciger hasar1 sirasinda olusan
enzim kacagi serumda ALT aktivitesinin yiikselmesine neden olmaktadir (Goldie ve

McConnell, 1990; Bizzaro ve ark., 1992).



1.9.3. Laktat dehidrogenaz (LDH)

L-laktatin piriivata oksidasyonunu reversibl olarak katalizleyen sitozolik bir
enzimdir. Nefronun biitiin kisimlarina yayilmis olarak bulunan bu enzim deneysel
nefropati i¢in en dnemli enzimdir (Bomhard ve ark., 1990). Bu enzim ve aktivitesi idrar
yolu enfeksiyonlar, kistik bobrek, akut piyelonefrit, akut glomeriilonefrit, renal infarkt,
tiibiiler nekroz, hipertonik renal hasar, renal lupus eritematozis gibi birgok iirogenital ve
renal hastalikta, salisilat zehirlenmesinde, miyokard infaktiisiinde, mesane, iirogenital

sistem kanserinde, diabetik nefropatide uzun yillar boyunca incelenmistir (Rabb, 1972).

1.9.4. Alkalen fosfataz (ALP)

ALP, membranm i¢ kisminda bulunan proksimal tiibiiliis enzimidir. Idrardaki
ALP bobrekler ve ince bargirsak kaynakli olabilmektedir ve optimum aktivitesi pH 10
civarindadir. Normal kisilerin idrarinda diizenli bir ALP aktivitesi bulunmaktadir.
Idrardaki ALP aktivitesi aksamlar1 en yiiksek ve sabahlar1 en diisiik seviyededir. ALP
aktivitesinin = Ol¢liilmeden oOnce diliie edilmesi ve diyaliz ile inhibitorlerinin
uzaklastirilmas: gerekmektedir (Turecky ve Uhlikova, 2003; Handerson ve Moss,
2005).

1.9.5. Glikozillenmis hemoglobin (HbAlc)

Glikozillenmis hemoglobin olarak isimlendirilen HbAlc glikozun hem grubu
bulunduran hemoglobin proteinine baglanmis seklidir. HbAlc, plazmadaki glukoz
diizeyleri i¢in kullanilan bir gosterge olup yaklasik 2-3 ay oncesine ait glisemik kontrol
durumu hakkinda bilgi veren bir proteindir (Koenig ve ark., 1976; Bunn ve ark., 1978).
DM’li kisilerde glikolize protein diizeyi DM’siz kisilere gore artis gdstermekte ve
glikozillenmis proteinlerin DM’deki komplikasyonlarin olugmast ve devaminda
diyabette etkili olduklar1 bilinmektedir (Cohen, 1998). 2006’da WHO/IDF
yayinladiklar1 makalelerinde tani kriterlerinde HbAlc degerinin diyabet tanisinda

kullanilabilecegini rapor ettiler. % 6.5 smir degeri olarak belirlenirken % 6.5’tan diisiik
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Olciildiigiinde diyabet olmadigi anlamima gelmemektedir. ADA % 5.7-6.4 arasinda
Olciilen degerlerin yiiksek risk grubunda oldugu bilinmektedir (Hergeng, 2012).

1.9.6. Kreatinin

Kreatin, viicudun tiim hiicrelerinin 6zellikle beyin ve kas hiicrelerinin enerji
ihtiyacin1 karsilamak igin bobrek, karaciger ve pankreasta glisin, L-metiyonin, ve L-
arjinin tarafindan sentezlenen organik bir asittir. Kreatin beyin ve kasta fosforillenerek
yiiksek enerjili fosfokreatin olusturmaktadir ve daha sonra kreatinin meydana
gelmektedir. Kas kasilmasi sirasinda fosfokreatin olarak biiyiik bir énemli yer tutan
kreatinin bobrek hastaliklarinin ve yetmezliklerinin tan1 ve teshisinde Onemli bir

parametredir(Mehmetoglu ve ark., 2004).

1.9.7. Ure

Ure, aminoasitlerin amino gruplarmin atilma bigimidir. Urenin molekiiler
yapisinda C, H, O ve N vardir. Molekiilde bulunan azotlar aspartattan ve serbest
amonyaktan gelmektedir (Goziikara, 1989; Champe ve Harvey, 1997). Protein,
aminoasit ve aminlerin ¢ok olmasi {ire olusumunu arttirmaktadir. Olusan iirenin bir
kismi1 idrarla viicuttan uzaklastirilirken kalanit amonyak ve karbondioksite
doniistiiriilmek icin sindirim kanalina geger. Idrarla iirenin viicuttan uzaklastirilmas:
plazma iire konsantrasyonu, glomeriiler filtrasyon miktar1 ve renal tiibiiler geri emilim
ile iligkilidir. Sindirim kanalina gegen {iirenin yaklasik % 20’si liimende, geri kalan
kismu sindirim kanalinin diger béliimlerinde pargalanir. Bagirsaga gecen iirenin % 23’1
amonyaga doniistiiriiliip digki olarak viicuttan atilmaktadir. Urenin pargalanmasi
genellikle sekum ve kolonda gergeklesir. Serbest haldeki amonyagin disar1 atilamayan
kalan kismi tekrar emilip iire sentezine dahil olmaktadir (Ersoy ve Baysu, 1986;
Ozgiinen ve Ustdal, 1997). Plazmadaki iire miktar1 bobrek hastalarinda yiiksek oldugu
icin kandan bagirsaklara fazla miktarda iire geger (Champe ve Harvey, 2004).
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1.9.8. Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)

Kan kolesteroliiniin yaklasik % 35’1t HDL ile tasmir. Bilim insanlariin bir
kesimi HDL nin kolesterolii arterlerden uzaklastirarak karacigere tasidigini, bir kismi da
HDL’nin fazla kolesterolii aterosklerotik plaklardan uzaklastirip sonrasinda plak
olusumunu engelledigini raporlamiglardir. Bu yilizden HDL “iyi kolesterol” olarakta

adlandirilmaktadir (Mert, 1996).

1.9.9. Diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)

LDL plazma total kolesteroliiniin yaklasik % 70’ini bulunduran ve tiim organlara
kolesterolii ileten bir lipoproteindir. Yapisinda % 5 protein ve % 75 lipid bulunur. En
onemli gorevi kolesterolii karacigerden periferik dokulara iletmektir. Plazmadaki
LDL’in biiyilk c¢ogunlugunun VLDL’in bir katabolizma iiriinii oldugu tahmin
edilmektedir (Yalgin ve Cetin, 2001).

1.9.10. Cok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL)

Cok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) biiyilk miktarda karacigerde diger
kism1 bagirsaklarda {iretilir. VLDL’nin ¢ogunlugu trigliseritten olusmaktadir.
Yaglanmis karaciger, karacigerin trigliserit sentezlemesi sonucu VLDL salgis1 arasinda

bir diizensizlik oldugu durumlarda olusur (Tokullugil ve ark., 1997).

1.9.11. Total protein ve biyokimyasal 6nemi

Biitiin hiicrelerde yer alan proteinlerin molekiiler yapisinda C, H, O ve N vardir.
Bitki ve hayvanlarin neredeyse biitiin hiicrelerin yasamsal reaksiyonlarinda yer alan
proteinler, canlida en ¢ok bulunan yapi tasidir (Ersoy ve Baysu, 1986). Aminoasit
bilesimlerinin peptit baglariyla baglanmasi olusan proteinler uzun zincirli ve yiiksek
molekiil agirlikli biyomolekiillerdir (Ersoy ve Baysu, 1981; Coles, 1986). Farkli tuz
¢oktiirme yontemleriyle kanda globulin, albumin, fibrinojen vb. proteinler

gozlemlenirken, elektroforetik yontemlerin kullanilmasiyla 20°den fazla protein
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kesfedilmistir (Mert ve ark., 1997). Proteinin azligi en ¢ok albumin ve globiilini
etkilerken ¢ok asir1 azaldigi zamanlarda 6dem ve enfeksiyon etkenlerine direng

diismektedir (Aras ve Ersen, 1975; Murray ve ark., 1990).

1.10. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya birden fazla ortaklagsmamis elektron bulunduran atom
veya molekiillerdir. Omiirleri ¢ok kisadir. Fakat radikal olmayan maddeler ile
reaksiyona girip onlar1 da radikal yapmalar1 ve bir¢ok radikal olusturmalarindan dolay1
oldukga tehlikelidirler. Bagka molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine giren bu
molekiiller "oksidan molekiiller" veya '"reaktif oksijen tiirleri (ROS)" olarakta
isimlendirilirler (Halliwell ve Gutteridge, 1992; Akkus, 1995). Serbest radikaller
kararsiz molekiiller olup bu kararsiz halleri, yer aldiklar1 tepkimeler ve etkileri ile gesitli
hastaliklarin olusumunda etkilidirler (Dogan ve Celik, 2012). Oksijen, en son suya
indirgenirken, kismi olarak indirgenmesi ile de ¢ok sayida ROS olusmaktadir.
Oksidasyona neden olan serbest radikaller arasinda siiperoksit anyonlar (‘Oz"), hidrojen
peroksit (H20,), hidroksil radikali (‘OH), hipoklorik asit, kloroaminler, azot dioksit,
ozon ve lipit peroksitler sayilabilir (Akkus, 1995). Oksidatif stres; endojen ve eksojen
kaynakli serbest radikallerin olusturulmasindan sonra meydana gelebilecek, yaslanma
doneminde onemli rolii bulunan, kronik hastalik riskini artiran ve 6liimciil sonuglar1 da

beraberinde getiren karmagik olaylar dizisidir (Dogan ve ark., 2018).

1.11. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROS olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek i¢in viicutta
savunma sistemleri gelismistir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” veya
"antioksidanlar” olarak adlandirilirlar. Antioksidan etki tipleri; toplayict etki, zincir
kiricr etki, baskilayici etki ve onarici etki olarak dort etki tipinde incelenmektedir
(Akkus, 1995; S6zmen, 1997). Hiicre veya dokular fonksiyonlarint saglikli bir sekilde
devam ettirebilmek i¢in asir1 liretilen ROS ve RNS’lerin siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), rediikte glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon s-

transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) ve vitaminler savunma sistemlerince zararl
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etkileri yok edilir (Urso ve Clarkson, 2003; Dogan ve ark., 2018). Viicuttaki antioksidan

savunma enzimatik veya nonenzimatik olarak gergeklesmektedir.

1.11.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD aslinda tek bir enzim degil, bir enzim grubudur. Siiperoksit radikallerinin
hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizler (Akkus, 1995). Antioksidanlarin ilk
basamagini SOD olusturur. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan oksijenin
tiiketilmesi sonucu biiylik miktarda siiperoksit tiretilmesine ragmen SOD intraselliiler
stiperoksit radikal diizeylerinin belirli bir seviyenin altinda tutulmasini saglar. Bu
sayede O," radikalleri hiicreye zarar veremezler. Oksijen tiiketiminin ¢ok oldugu
organlarda SOD aktivitesi, oksijen tiiketiminin az oldugu organlardaki SOD aktivitesine
gore daha c¢oktur. Ekstraselliiler SOD aktivitesi ¢ok diisiik seviyededir (Cakir, 1997,
Kaminaka ve ark., 1999).

20, +2H —23D__ 110, +0,

1.11.2. Glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx, ilk kez 1957°de Mills tarafindan hayvan eritrositlerinden izole edilmis bir
enzimdir (Arteel ve Sies, 2001). Bu enzim; 84 KDa molekiil agirliginda olup tetramerik
bir yapiya sahip ve 4 selenyum atomu igermektedir (Kiling, 1986). Molekiiler yapisinda
selenyum bulundurdugu i¢in metalloenzim grubundadir. Sitozol ve mitokondride
bulunan bu enzimin aktivitesi NADPH’a bagimlidir. Diisiik konsantrasyonlardaki H,0O,
oncelikle glutatyon peroksidaz tarafindan temizlenir. Bu enzim, rediikte glutatyonu
okside glutatyona ¢eviren reaksiyonda, hidrojen peroksidi detoksifiye eden enzimdir
(Akkus, 1995).

GSH-Px
H,0, + 2GSH =———> GSSG + 2H,0

(GSH=Rediikte glutatyon, GSSG=0kside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon peroksidaz)
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1.11.3. Katalaz (CAT)

Tim hiicre tiplerinde farkli konsantrasyonlarda bulunan, dort hem grubu igeren
bir hemoproteindir. Eritrositler yiiksek oranda katalaz igermekte olup, katalaz

aktivitesinin % 98’inden fazlasini saglarlar (Akkus, 1995).

21,0, —AL— H 0+ 0,

1.11.4. Glutatyon S-transferaz (GST)

GST’ler, glutatyonun (GSH) konjugasyonundan sorumlu fonksiyonel enzim
grubudur. Bu enzim elektrofilik substratlarla GSH’in konjugasyonunu katalizleyen
detoksifiye bir izoenzim gesididir (Hayes ve Pulford, 1995). GST’ler, GSH igerisindeki
bazi gruplarin yer degistirmesi, yeni gruplarin ¢ikarilmasi veya eklenmesi gibi bircok

olaym ytiriitiilmesinden sorumludurlar (Hollingworth ve Dong, 2008).

1.11.5. Glutatyon rediiktaz (GSSG-R)

Bu enzim okside glutatyonun, indirgenmis glutatyona doniisiimiinii katalizler.

Rediikte glutatyon, antioksidan enzimler tarafindan kullanilir (Akkus, 1995).

GSSG +NADPH + H —GSSG-R_, 5>55H + NADP

1.11.6. Rediikte glutatyon (GSH)

GSH; hiicre i¢i en 6nemli antioksidan molekiillerinden birisi olup glisin, L-
glutamat, L-sistein aminoasitlerinden olugan neredeyse tiim canli hiicrelerde bulunan bir
tripeptidtir. Bagka bir tabirle GSH, proteinlerle disiilfit degis-tokusuna girerek tiyol
gruplariin indirgenmis halde tutulmasini saglamaktadir (Giirdél, 2016). Canlh
hiicrelerde biiyiik bir peptid olarak bulunan GSH karacigerde 5 mmol/L ve eritrositte 2
mmol/L konsantrasyonlarinda bulunmaktadir. GSH antioksidan savunma sistemine
katilirken 6nemli bir siilfidril tampon olarak gorev yapar (Baynes ve Dominiczak,

2009).
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Bunlara ek olarak; sistein, hemoglobin, tirat, miyoglobin, ferritin, transferrin,
laktoferrin, bilirubin, metiyonin, seruloplazmin, melatonin ve albiimin ve vitaminler
(vitamin E, vitamin A ve vitamin C), folik asit, bakir, selenyum, ¢inko, flavonoidler ve

polifenoller de antioksidan etkili birlesiklerdir (Misso ve ark., 2005).

1.12. Lipid peroksidasyonu

Hiicrenin reaktif oksijen tiirevlerine kars1 en hassas yapist membran lipitleridir.
Zarm yapisinda bulunan doymamis yag asitleri serbest radikallerle kolayca tepkimeye
girerek doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimina neden olur. Bu olaya lipit
peroksidasyonu (LP) denilmektedir. LP organizma igin ¢ok zararlidir. Ciinki
kendiliginden devam eden bir zincir reaksiyondur ve geri doniisiimsiizdiir. LP {iriinii
olan malondialdehit (MDA) olgiimii yapilarak lipit peroksidasyonunun derecesi
Ol¢iilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1986; Akkus, 1995). LP, bir metilen grubunun
bir H atomunu baglandig1 noktadan ¢ikartan herhangi bir serbest radikal tiri ile
baglayabilir. Oksijen, peroksil radikalini olusturmak i¢in karbon radikaline baglanir ve
sonugta diger yag molekiiliinden bir H atomu ¢ikararak lipit hidroperoksil meydana
gelir. Daha sonrasinda zincirleme reaksiyon baslar. Siklik peroksitler yeniden
diizenlenme sonucunda endoperoksitlere, reaksiyon ilerledikten sonra malondialdehite
(MDA) doniisebilirler (Sinclair ve ark., 1990; Erenel ve ark., 1992). LP’ler yikim
tirtinleri olan MDA ve 4-hidroksi nonenale doéniisiirler. Olusan bu yikim iriinleri DNA
veya proteinler ile reaksiyona girerek ve kanserojen etki yapabilirler. Ayrica bazi
vitaminlerin ve esansiyel aminoasitlerin kaybina da sebep olmaktadirlar (Bondet ve ark.,

1997).

1.13. Deney Hayvanlarinda Diyabet Olusturulmasi

Diyabetin neden oldugu komplikasyonlarmin aragtirilmasi ve tedavi
yontemlerinin belirlenmesi amaciyla deneysel diyabet ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir.
Deneysel diyabet yaygin olarak alloksan ve STZ ile olusturulmaktadir. Yapilan bu
calismada si¢anlarda deneysel diyabet olusturmak i¢in STZ kullanilmistir.
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1.13.1. STZ (Streptozotosin) ve etki mekanizmasi

Streptozotosin, Streptomycetes bakterisinden veya sentetik olarak elde edilen
acik saridan beyaza dogru rengi degisiklik gosteren toz halinde ayrica kimyasal formiilii
CgH15N307 ve molekiil agirligi 265,2 g/mol olan bir antibiyotiktir (White, 1963). STZ
20 °C de havadan, nemden ve 1siktan korunacak sekilde saklanmalidir. STZ suda, sitrat
tamponu kullanilarak alkoller ve ketonlar yardimiyla c¢oziindiiriilmelidir. Deney
hayvanlarinda STZ deneysel diyabet olusturulmas: i¢in kimyasal ajan olarak
kullanilmaktadir (Bell ve Hye, 1983; Ontiirk ve Ozbek, 2007). Uygulama yapilmadan
hemen Once optimum pH’nin 4-4.5 oldugu sitrat tamponu i¢inde ¢ozdiiriiliip 4 °C’de
isiktan korumak sartiyla uygulanmalidir (Bell ve Hye, 1983). Deneysel diyabet
olusturmak i¢in en ¢ok kullanilan doz intraperitonal (i.p.) olarak si¢anlarda 60-80 mg/kg
iken fareler i¢in bu doz 150 mg/kg’dir. Disi fareler erkek farelere gore STZ’ye daha az
duyarhdir. STZ verildikten iki giin sonra hayvanin kuyrugundan alinan kan ile dlgiilen
kan glukoz seviyesi 200-300 mg/dL’den biiyiikse canli diyabet olmus olarak kabul
edilir. STZ adacik hasarinin yan1 sira bobrek hasari ve endotel hasarina ve alkilleyici
Ozelliginden 6tiirii DNA hasarina neden olmaktadir (Pascoe ve Storlien., 1990; Patel ve
ark., 2006; Valentovic ve ark., 2006; Erbas, 2015).

Etki mekanizmasi; STZ’nin ilk 6nce beta hiicrelerinin glukoza yanitini ortadan
kaldirmak i¢in etki gosterdigi tahmin edilmektedir (Rakieten ve ark., 1963; Irer ve
Alper, 2004). Daha sonra kalici beta hiicre hasarina ve hiicre kaybina neden olmaktadir.
Ag birakilan siganlara STZ uygulandigindan 2 saat sonra kan glukoz diizeyinde artma
ve 6 saat sonra ise kandaki insiilin diizeyindeki artmaya bagli olarak hipoglisemi
olugsmaktadir. Son olarak insiilin diizeyindeki azalmaya bagli olarak gelisen

hiperglisemi ile STZ’nin diyabetojenik etkileri ortaya ¢ikmaktadir (West ve ark., 1996).
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Sekil 1.2. STZ molekiiliiniin agik formiilii (Schafer ve ark., 2001).

1.14. DM Tedavisi ve Glibenklamid (Gliburid)

DM’li kisilerin diizenli bir diyet veya ilag ile tedavi edilmesi 6liimciil sonuglar
olusturabilecek akut ve kronik komplikasyonlarin 6nlenmesinde ¢ok énemlidir (Dogan,
2015). Kanda bulunan glukoz degerinin diismesine yarayan insiilin, ticari olarak iiretilen
ilk rekombinant proteindir ayrica insiiline bagimli hastalarin genelinde kullanilmaktadir.
Oral hipoglisemik bir ajan olan glibenklamid, beta hiicrelerindeki pankreatik insiilin
sekresyonunu uyardig1 icin insiilin sekretagoglar1 olarak bilinen siilfoniliire sinifindan
ikinci nesil bir ilagtir. Klinik kullanimi, 1960’lara kadar gitmektedir (Marbl, 1971;
Bergel ve ark., 2016). Baska bir glikoz yiikiinden veya bir 6glinden 6nce verildiginde
pankreasin glibenklamide cevabi artmaktadir (Sartor ve ark., 1982). DM tedavisinde
glibenkamid kullanilmasi, pankreatik B hiicrelerinde ATP'ye duyarli potasyum kanalinin
inhibe edilmesinden dolayidir ve bu da B hiicre plazma zarinin depolarizasyonuna ve
voltaj kapili kalsiyum kanallarinin aktivasyonuna neden olmaktadir. Kalsiyum akisi, B

hiicrelerinden insiilin salinimina yol agmaktadir (Ashcroft, 2006; Nichols, 2006).


https://scholar.google.com.tr/citations?user=YJVAXCwAAAAJ&hl=tr&oi=sra




2. KAYNAK BILDIiRISLERI

Baharara ve ark. (2015)’te meme kanseri hiicre hattinda aktif antitimor
bilesenleri bakimindan zengin Asteraceae familyasi liyesi olan Achillea biebersteinii
bitkisinin ¢icek ekstresi kullanilarak 40 °C'de yaklasik 180 dakikalik reaksiyondan
sonra sentezledikleri giimiis nonopartikiillerin (Ag-NP) sitotoksik o6zelliklerini
arastirmay1 amagladiklar1 caligmalarinda Ag-NP'ler hiicre yasaminda doza baglh bir
azalma, niikleik asitte parcalanma gozlemlemis ve ayrica programlanmis hiicre 6lii
genlerini inhibe etmislerdir. Sonug olarak; kanser tedavisinde bu bitki ekstresinin yeni
ve umut verici bir yaklasimin olusturulmasi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi
gerektigini ortaya koymuslardir.

Akkol ve ark. (2011)’de yaygin olarak ishal, karin agris1 ve halk hekimliginde
yaralarin iyilesmesinde kullanildigi bilinmekte olan Achillea tiirlerinin yara iyilestirme
aktivitesini degerlendirmek i¢in farkli ¢oziiciiler (hekzan, kloroform, etil asetat ve
metanol) ile bitki ekstraktlar1 hazirlamislardir. Fare ve sicanlarda tansiyometre ve
dairesel eksizyon yara modelleri ile dogrusal kesi yaparak yara iyilestirme etkisini
standart cilt merhemi madecassol ile karsilastirmislardir. Deneysel verilerin sonucunda
A. biebersteinii bitkisinin olaganiistii yara iyilestirme aktivitesi gosterdigini rapor
etmislerdir.

Jaffal ve Abbas (2018), ¢ok yillik aromatik bir bitki olan Achillea biebersteinii
Akdeniz bolgesinde yetisen yapraklart aci ve istah acici olan halk hekimliginde karin
agrist tedavisinde kullanilmaktadir. Bu c¢alismada, A. biebersteinii metanolik ¢igek
ekstraktinin analjezik etkisini ti¢ agrt modelinde test etmislerdir. A. biebersteinii
ekstresinin asetik asit tarafindan tiretilen karin kramplarini inhibe ettigini ve etkisinin 70
mg / kg indometasininkinden daha iyi oldugunu raporlamislar. GC-MS analizi ile
ascaridol ve izo-askaridoliin, A. biebersteinii ¢i¢ek ekstraktinin ana bilesenleri oldugunu
kaydetmislerdir. Sonu¢ olarak, bu calismada ilk kez A. Biebersteinii bitkisinin
antinosiseptif etkisine kolinerjik reseptoriin aracilik ettigini kanitlamiglardir.

Abd-Alla ve ark. (2014)’te Achillea biebersteinii Afan'in anten kisimlarinin etil
asetat ekstresinden li¢ seskiterpen lakton ve dort tiir 3-metoksi flavonu izole ettikleri
calismada etil asetat ekstresinin siganlarda etanoliin neden oldugu mide iilserine karsi

koruyucu ve terapdtik etkilerini arastirmayr amaclamiglardir. Anti ilser aktivite
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degerlendirmesini iilser indeksleri, mide asidite, mide hacmi ve lezyon sayilarini dlgerek
yapmiglardir. Oksidatif stres belirtegleri; malondialdehit, glutatyon ve siiperoksit
dismutaz diizeyleri bakilmistir. Mide iilseri, ilser indeksi ve oksidatif stres
belirteglerinde 6nemli bir yiikselme gosterirken bitki ekstreleri, bu artislar1 hafifletmis
ve mide Tlserine karsi koruyucu ve terapotik etkiler gostermistir. Calismanin
sonucunda, A. biebersteinii'nin, prandial hiperglisemi azaltic1 etkisi olan degerli bir
antililser ajan kaynagi oldugunu gérmiislerdir.

Sokmen ve ark. (2004) Achillea biebersteinii Afan'nin esansiyel yag ve metanol
ekstrelerini antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri agisindan in vitro olarak yaptiklar
calismalarinda; bitki yagmin ekstrelerine gore daha giiclii antimikrobiyal aktivite
gosterdigini raporlamislardir. Antioksidan 6zelliklerini ayrica, difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), siiperoksit ve hidroksil radikallerinin inhibisyonunu ve lipit peroksidasyon
analizlerinin inhibisyonunu kullanarak degerlendirmislerdir. Sonug¢ olarak; yagin GC-
MS analizinde; piperiton, Okaliptol, kafur, krizantenon ve borneol ana bilesenler olmak
tizere 23 bilesen tanimlamislardir.

Varasteh-kojourian ve ark. (2015) Achillea eriophoraa (A. eriophora) DC'den
elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin yani sira fenol ve flavonoid igerigini
belirlemeyi ve Achillea biebersteinii (A. biebersteinii) Afan bitkisinin insan hiicreleri
tizerindeki etkilerini aragtirmayr amaclamislardir. Achillea ekstrelerini, ¢6ziicii olarak
metanol ve etanol kullanilarak iki tiirtin farkli boliimlerinden (toprakiistii kisimlari,
govde, yapraklar ve c¢iceklenme) maserasyon ve ¢alkalama yontemleriyle
hazirlamislardir. Toplam fenol ve flavonoid igeriklerini spektrofotometre ile dlgerek bu
ekstraktlarin antioksidan aktivitelerini DPPH radikal temizleyici, BCB ve TBARS
analizleriyle belirlemiglerdir. A. biebersteinii'nin yaprak ekstresinin, incelenen en
yiiksek dozda bile (512 pg/ml) sitotoksik olmadig1 ve H,O; tarafindan indiiklenen hiicre
toksisitesini inhibe ettigi sonucuna varmiglardir.

Baharara ve ark. (2014), 6nemli tibbi uygulamalari nedeniyle aragtirmacilarin
ilgisini ¢eken benzersiz fiziksel ve biyolojik 6zellikler gdsteren giimils nanopartikiiller
(Ag-NPs) bu calismada Achillea biebersteinii (Ab) c¢igcek ekstresi ile tamamen
biyosentetik yontem kullanilarak biyomedikal uygulamalar i¢in sentezlenmistir. AbAg-
NP'lerin yapisi ve Ozellikleri UV goriiniir spektroskopik teknikler, transmisyon elektron
mikroskobu (TEM), zeta potansiyeli ve enerji dagitict X-1sin1 spektrometreleri (EDS)

kullanilarak incelenmistir. AbAg-NP'lerin anti-anjiyojenik 6zellikleri sican aort halka
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modeli kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglar AbAg-NP'lerin (200 pg/mL), damar
benzeri yapilarin uzunlugu ve sayisinda % 50'lik bir azalma sagladigin1 ayrica zararli
kimyasal madde igermeyen Achillea biebersteinii ¢icek ekstraktlarindan sentezlenen
glimiis nanoparcaciklarin, bu yontemle iyi dagilmis ve stabilize edilmis ayn1 zamanda
anjiyogeneze kars1 potansiyel terapotik faydalar gosterdigini kanitlamiglardir.

Al-Said ve ark. (2016) Bu caligmada karaciger hastaliklart dahil cesitli
hastaliklar i¢in bitkisel ilag olarak kullanilan Achillea biebersteinii bitkisinin esansiyel
yaginin (0.2 mL/kg), kemirgen modelinde CCl, ile indiiklenen hepatotoksisitenin
tyilestirici etkisini aragtirmayi amaglamislardir. Ayrica, yagin kimyasal icerigini GC ve
GC-MS yontemleri kullanarak incelenmislerdir. Calismalarinda serum glutamik
oksaloasetik transaminaz (GOT), glutamik-piruvik transaminaz (GPT), gama-glutamil-
transpeptidaz (y-GGT), alkalen fosfataz (ALP) ve toplam bilirubin parametrelerini
degerlendirmislerdir. Ayrica, karaciger dokusunda lipit profili, malondialdehit (MDA),
protein olmayan siilthidril (NP-SH) ve toplam protein (TP) igerigini hesaplamislardir.
Sonug olarak karaciger dokularindaki yiiksek serum enzimatik konsantrasyonlar1 (GOT,
GPT, GGT ve ALP) ve bilirubin konsantrasyonlarinin yani sira MDA, NP-SH ve TP
iceriginin de karaciger dokularinda normallesmeye dogru onemli olgiide eski haline
geldigini kaydetmislerdir.

Bashi ve ark. (2012) bu calismada antioksidan ozellikler dahil olmak iizere
birgok biyolojik aktiviteye sahip Achillea tiirlerinin (Achillea biebersteinii Afan ve
Achillea wilhelmsii C. Koch) toprak {stii kisimlarindan metanol ekstraktlarinin
antioksidan ve antimikrobiyal etkilerini ve ayrica ekstraksiyon ydnteminin ve pH'n bu
biyolojik aktiviteler tizerindeki etkisini arastirmay1 amaglamiglardir. A. biebersteinii ve
A. wilhelmsii' nin metanol ekstrelerini klasik maserasyon ve yiiksek yogunluklu ultrason
yontemleri kullanilarak hazirlamiglardir. A. biebersteinii ekstrelerinin test edilen tiim
mikroorganizmalara karst A. wilhelmsii'den daha aktif oldugunu, gram pozitif
bakterilerin duyarliliklarinin her ikisi ekstre i¢in gram negatif bakterilere gore daha
yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Demirel ve ark. (2014) Achillea biebersteinii Afan bitkisinin endometriozis
tedavisindeki yararli etkilerini degerlendirmek amaciyla yaptiklart ¢alismada deneysel
endometriozisi, alt1 haftalik gebe olmayan Sprague Dawley siganlarinda, 15 mm'lik bir

endometriyum pargasini karin duvarina dikerek olusturmuslar. Calismanin sonucunda A.
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biebersteinii'nin etil asetat ekstresinin endometriozis tedavisi igin umut verici bir bitki
oldugunu rapor etmisler.

Abu-Romman (2016), yapilan bu c¢alismada A. biebersteinii'nin farkli
organlarindan hazirlanan su ekstraktlarimin ¢imlenme ve yabani arpa biliylimesine
etkisini arastirmistir. Yabani arpa ¢imlenmesi ve bliylimesinde maksimum inhibitor
etkiler yapraklariyla minimum etkiler ise kokleri ile sergilendigi ve mevcut bilgiler
1s18inda, A. biebersteinii'nin yabani arpa kontrolii igin dogal bir herbisit olarak
kullanilabilecegini ve sentetik herbisite bagimlilig1 azaltabilecegini bildirmistir.

Zengin ve ark. (2017)’ de yaygin sekilde gida veya besleyici madde olarak
kullanilan Achillea cinsinin iiyelerinin biyolojik ve kimyasal profillerini belirlemek
amaciyla ti¢ Achillea tiirtinden (A. biebersteinii, A. millefolium ve A. teretifolia) elde
edilen farkli ekstraktlar (etil asetat, metanol ve su) hazirlamiglardir. Yaptiklar
calismada fenolik ve flavonoid igeriklerini belirlemislerdir ve hazirlanan ekstrelerde
kimyasal profilini belirlemek i¢in LC-MS analizini yapmislardir. Yapilan analizlerde
metanol ve su ekstraktlarinin, etil asetat ekstraktlarina kiyasla gii¢lii bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu ve etil asetat ekstresinin dikkate deger enzim inhibe edici
potansiyele sahip oldugunu rapor etmislerdir. Sonuglara gore, Achillea tiirleri timit
verici dogal ajan kaynagi olarak tanitilabilir ve nutrasétikler veya fonksiyonel gida
bilesenlerinin gelistirilmesinde kullanilabilir oldugu kanisina varmislardir.

Hormozi ve Baharvand (2019)’ da Achillea biebersteinii Afan hidroetanolik
ekstraktinin fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde yara iyilesmesinin etkin biiyiime
faktorleri olarak TGFB1 ve bFGF ekspresyonu {izerindeki etkisini arastirmayi
amaclamislardir. Bu calismalarinda fare embriyonik fibroblast hiicrelerini iki farkl
zamanda (12 ve 24 saat) farkli konsantrasyonlarda Achillea ekstresine (5 ve 10 pg / ml)
maruz birakarak; TGFB1 ve bFGF ekspresyonu, gen ve protein seviyelerini es zamanl
olarak PCR ve ELISA ile 6l¢miislerdir. Achillea biebersteinni Afan. ekstresinin yara
olusumunu inhibe edebilecegi sonucuna varmiglardir.

Tabanca ve ark. (2011)’ de Konya, Isparta ve Ankara'dan bes adet Achillea
biebersteinii Afan 6rnegini toprak iistii kisimlarini hydrodistille edilmis ugucu yaglarin
bilesimini hem gaz kromatografisi (GC-FID) hem de gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) ile analiz etmek amaciyla toplamislardir. Toplam yag
bilesiminin % 87-99'unu temsil eden seksen dort bilesen tanimlamiglardir. Tanimlanan

ana bilesenlerin 1.8-cineole (% 9-37), kafur (% 16-30) ve p-cymene (% 1-27) oldugunu
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ve ayrica iki 6rnekte piperiton (% 11) ve askaridol (% 4) igeriginde farklilik oldugunu
gormiiglerdir.

Sabanoglu ve ark (2019), Achillea biebersteinii Afan., A. setacea Waldst. Et Kit.
ve A. wilhelmsii C. Koch bitkilerinin toplam fenolik igerikleri ve antioksidan
aktivitelerini aragtirmak amaciyla yapilan ¢aligmada toplam fenolik igerigini, Folin
Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlemisler. Ayrica DPPH ve ABTS antioksidan
aktivite testleri tiirlerin antioksidan aktivitesini degerlendirmek ve karsilastirmak igin
kullanilmistir.  Yapilan ¢alisma hem DPPH hem de ABTS tahlil sonuglari, A.
biebersteinii yaprak ekstraktinin kdk temizleme aktivitesinin oldukc¢a yiiksek oldugunu
ortaya koymus. Ayrica bunun yani sira gallik asit, klorojenik asit, kafeik asit, ferulik
asit, p-kumarik asit, rutin, kersetin, luteolin, apigenin ve kaempferol gibi fenolik
bilesenleri HPLC-DAD ile analiz etmislerdir.

Kizil ve ark. (2010), calismalarinda Achillea aleppica D.C. subsp. aleppica (Aa),
Achillea aleppica D.C. subsp. zederbaueri (Hayek) Hub.-Mor (Az) ve Achillea
biebersteinii Afan. (Ab) bitkilerinin etanol ekstrelerinin olusan lipid peroksidasyonu,
protein oksidasyonu ve DNA hasarina karsi korucuyu etkilerini fenton sistemi ile
aragtirmay1 amaglamiglardir. Bu ekstrelerin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden
oldugu DNA hasarimi 6nemli 6lgiide inhibe ettigini kaydetmislerdir. Bu nedenle; Aa, Az
ve Ab ekstrelerinin, gida endiistrisinde etkili sentetik antioksidanlar olarak faydali
olabilecegi sonucuna varmislardir.

Taskin ve ark. (2019), calismalarinda bes farkli ¢oziicii kullanarak {i¢
ekstraksiyon yonteminden elde ettikleri 15 farkli Achillea vermicularis ekstraktinin
antienflamatuar, antioksidan ve antiureazite aktivitelerini ilk kez karsilastirmayi
amaciylamislardir. Kloroform ekstrelerindeki aktif fenolik bilesikler, klorojenik asit,
kafeik asit, rutin, dikaffeoilkinik asit, naringenin, quercetagetin 3,6-dimetil eter ve 8-
hidroksisalvigenin olarak tanimlanirken fenolik igerikleride giiglii antienflamatuar ve
antioksidan aktivite gOstermistir. Ayrica kafeik asit hari¢ tim bu bilesikler ilk kez
Achillea vermicularis'te tespit edilmistir. Bu sonuglar, bitkinin kloroform ekstraktinin,
gida ve ilag endiistrisinde dogal bir kaynak olarak kullanilmak icin yiiksek bir
potansiyele sahip oldugunu géstermistir.

Gunes ve ark. (2019), calismalarin ilag, gida takviyesi ve kozmetik sektorii i¢in
Asteraceae familyasinin bazi tiirlerinin (Achillea biebersteinii  Afan., Achillea

millefolium L., Achillea nobilis L., Artemisia absinthium L., Artemisia alba Turra.,
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Artemisia dracunculus L., Artemisia santanicum L., Artemisia vulgaris L., Carthamus
tinctorius L., Centaurea cyanus L., Echinacea pallida Nutt., Echinacea purpurea L.
Moench., Grindelia robusta Nutt., Helianthus annuus L., Helichrysum plicatum L.,
Inula helenium L. and Santolina chamaecyparissus L.) antioksidan enzim aktivitesini ve
fenolik icerigini belirlemek amaciyla yapmislardir. E. purpurea, A. nobilis, G. robusta
ve S. chamaecyparissus tiirlerinin, Asteracae'deki diger tiirlerden daha fazla
antioksidan, enzim aktivitelerine, vitamin igeigine gibi fenolik maddelere sahip
oldugunu gordiiler. Elde edilen sonuclara gore, bolgeye ve iklim sartlarina bagli olarak
sifal1 ve aromatik bitkilerin iceriginde onemli degisiklikler oldugu tespit edilmistir.

Al-Awthan ve ark. (2017), ¢alismalarini analjezik, antipiretik, ishal ve sigkinlige
kars1 ve karaciger hastaliklarinda, dinetoate pestisit (DP) ile akut olarak zehirlenmis
karaciger antioksidan potansiyeli ilizerindeki etkisini gifali bir bitki olan Achillea
biebersteinii (Ab)’ni ile arastirmak icin yapilmistir. Hayvanlara (domuz) 2 hafta
boyunca Ab sulu ekstresi veya silimarin ile tatbik edilerek, ardindan tek bir akut DP
uygulamasi yapmislardir verileri de SPSS kullanilarak tek yonli ANOVA ile analiz
etmislerdir. Ab ekstresi ile yapilan tedavinin, hepatik marker enzimlerinin (AST, ALT
ve ALP) DP ile indiiklenen serum seviyelerini oOnemli Olgiide distlirdiigiini
gormiiglerdir. Yapilan bu g¢alismada Ab sulu ekstraktinin karacigeri DP kaynakli
oksidatif hasara kars1 koruyabilecegi sonucuna varmiglardir.

Barig ve ark. (2006), Achillea biebersteinii Afan'dan (Asteraceae) elde edilen
esansiyel yag ve metanol ekstraktinin in vitro kosullarda antimikrobiyal ve antioksidan
aktivitelerini incelemek amaciyla ¢alismislardir. Numunelerin antioksidan kapasitesi,
yapilan DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve B-karoten / linoleik asit deneylerinde
ekstraktinin yagdan daha iyi antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gérmiislerdir.

Akbaba ve ark. (2018), 3 aylik disi wistar siganlarda Achillea biebersteinii
esansiyel yagmin solunum yoluyla hafiza, kaygi ve depresyon iizerindeki etkilerini
arastirmay1 amaglamiglardir. Calismalarinda kontrol grubu, Scopolamine - alonet tedavi
grubu, tek basina diazepam tedavi grubu, tek basina tramadol tedavi grubu, Sco+A.
biebersteinii esansiyel yagi % 1 uygulanan grup ve Sco+A. biebersteinii esansiyel yagi
% 3 uygulanan grup olmak iizere gruplar olusturmuslar. Achillea biebersteinii esansiyel
yagi, hafiza olusumunu 6nemli Olgiide iyilestirmistir. Bu bitkinin ugucu yaginin
Alzheimer hastalig1 gibi norolojik hastaliklara karsi tamamlayici tedavi igin iyi bir aday

olabilecegi sonucuna varmislar.
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Cakir ve ark. (2016), Achillea tiirlerinin (Achillea biserrata Bieb., Achillea
wilhelmsii C. Koch ve Achillea biebersteinii Afan) ugucu yaglarini ve heksan
ekstrelerini GC / MS ile analiz etmislerdir. Bu Achillea tiirlerinin yaglarinin ve heksan,
aseton ve metanol ekstrelerinin bitki 6ldiiriicii aktiviteleri alt1 yabanci ot tiiriine karsi
degerlendirilmis ve ¢imlenme, yabanci ot tiirlerinin kdk ve siirgiin biiyiimeleri, hem
yaglar hem de ekstreler tarafindan 6nemli Ol¢lide inhibe edilmis ve zararli toksisite
analizinde yaglar zararlilara kars1 koruyucu etki gostermistir. Mevcut sonuglara gore,
Achillea tiirleri alternatif biyo-insektisitler ve biyo-herbisitler olarak kullanilabilecegi
sonucuna varmiglardir.

Ahmadi ve ark. (2017), A. biebersteinii Afan bitkisinin hipoglisemik etkisini
arastirmay1 amacladiklar1 ¢alismalarinda STZ ile diyabet olusturulan sicanlara, bitkinin
toprak istii kisimlarinin etanolik ektraktini 16 glin boyunca oral gavaj olarak
vermislerdir. Referans standardi olarak 3 mg/kg dozunda glibenklamid ve 300 mg/kg
dozunda metformin kullanmislardir. A. biebersteinii Afan, ac¢lik kan sekeri diizeyini
onemli Olciide diisiiriirken, oral glukoz toleransini arttirmistir ve ayrica serum insiilin
seviyelerini ylkseltip, B hiicrelerinin yenilenmesini saglamistir. Sonug olarak, A.
biebersteinii Afan. bitkisinin gili¢lii antihiperglisemik aktiviteye sahip oldugu ve her iki
diyabet tipinin tedavisinde etkili oldugu kanisina varmisglardir.

Gharibi ve ark. (2015)’ te yaptiklar1 ¢alismada sekiz Achillea cinsi bitkisinin (A.
vermicularis, A. nobilis, A. wilhelmsii, A. millefolium, A. filipendulina, A. tenuifolia, A.
biebersteinii ve A. eriophora) esansiyel yag verimini ve bilesimini, toplam fenolik,
flavonioid igerigini karsilastirmiglardir. Bitki yapraklarinin ugucu yag verimi A.
wilhelmsii'de % 0.35 ile A. biebersteinii‘de % 1.5 arasinda degistigini gostermislerdir.
GC-MS analizlerinde, sekiz Achillea tiiriiniin yapraklarinda baslica bilesenler 1.8-
cineole, germacrene-D, kafur, borneol ve spathulenol olmak iizere 40 bilesik oldugunu
rapor etmislerdir. Sonug olarak, ¢alisilan tiirlerin karsilastirilmasinda A. biebresteinii
bitkisinin iyi bir esansiyel yag, flavonoid igerigi ve yiiksek antioksidan aktivite kaynagi

oldugunu kanitlamislardir.






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Calismada Hanzabel (Achillea arabica) bitkisinin ¢igek kisimlari ¢aligildi. Bitki
Van Edremit ilcesi eski toki yolu mezarlik cevresinden (GPS koordinatlar: 38" 25' 09"
K; 43" 15' 54" D) yaklasik 1743 m yiikseklikte Mayis 2018’de toplandi. Giinesten
korunarak golgede kurutulan bitki, teshis i¢in bir érnek almarak Botanik¢i Dr. Ogr.
Uyesi Siileyman Mesut PINAR tarafindan teshis edildi. Teshis sonrasi bitkinin
Hanzabel (Achillea arabica Kotsch, 1866) oldugu ve sinonimi ise Achillea biebersteinii
Afanasiev (1975) oldugu rapor edilerek 164098 nolu kayit numarasiyla Van Fen
Fakiiltesi Herbaryumu (VANF)’nda kayit altina alindi.

3.2. Deney Hayvam (Sican)

Calismada Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin
edilen 2-3 aylik, 100-350 g agirligindaki 40 adet disi sican (Wistar albino) kullanildi.
Sicanlar 25+2 °C oda sicakliginda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik 151k periyodunda
standart plastik kaplarda ad libitum (istenildigi kadar) olarak beslenmeleri saglandi.
Yapilan ¢alismada parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza indirilmesi igin

gerekli biitlin 6nlemler alindi.
3.3. Analizlerde Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

WiseMix VM-10 vorteks, 1ISOLab LS-EJ-320AB hassas terazi, NUVE NF
1200R sogutmali santrifiij, JSWB-22T sicak su banyosu, WTW Inolab pH 7110 Ph
metre, Blender, Eppendorf plus mikro pipet, Vestel derin dondurucu, Wisecryo difiriz (-
80 °C), AE-S90-MD UVIVIS spektrofotometre, Ultrasonik homojenizator
(SONOPULS HD 2200, Bandelin, Berlin, Germany), Kross saf su cihazi, Accu-Chek
Go (Roche) glukometer, Falkon 50 mL plastik tiip, enjektér, EDTA’l1 ve Biyokimya

tiipleri, makas, plastik siizgec, nester, jilet, kurutma kagidu.
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3.4. Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Streptozotosin (STZ) (Sigma), Bovin serum albumin (Sigma, A2153-10G), Etil
alkol (Sigma, Cas no:64-17-5), Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim Kkiti (Ransod,
SD125), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim Kkiti (Ransel, RS504), Rediikte
glutatyon (GSH), Okside glutatyon (GSSG), Biitillenmis hidroksitolien (BHT),
Thiyobarbitiirik asit (TBA), 1.1.3.3.tetraethoksipropan (MDA), 5-5’-Ditiobis 2-
nitrobenzoik asit (DTNB), Hidroksi metil amino metan (Tris), Hidroklorik asit (HCI),
Sodyum siilfat (Na,SO,), Beta Nikotinamid Adenindiniikleotit fosfat (NADPH),
Metafosforik asit (HPO3), Triklor asetik asit (TCA), Sodyum kloriir (NaCl), Sodyum
hidroksit (NaOH), Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,), Sodyum dihidrojen fosfat
(NaH,PQ,), Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), Sodyum sitrat (NazCsHs07),
Siilfosalisilik asit (SSA), disodyum karbonat (Na,CO3), Potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PQO,), Etanol, Ketamin (% 10’luk).

3.5. Etanol Bazh Liyofilize Ekstrakt Hazirlanmasi

Liyofilize ekstre Dogan ve ark. (2018)’a gore hazirlandi. Ozetle; toprak, toz ve
haserelerden temizlenmis bitki numuneleri golgelik laboratuar ortaminda 1iyice
kurutulmalari saglandi. Kuruyan ¢icek kisimlart blender yardimi ile toz haline
getirildikten sonra 50 g cicek toz 6rnegi 1 L % 80’lik etanol (EtOH) ile galkalayicida 2
saat siireyle karistirildi. Daha sonra tiilbent ve siizgegten gegirildi. Sivi kistm 20 dk.
boyunca, 10 000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen supernatant enjektor yardimi ile
0.45 pm’lik hidrofilik filtreden gegirilerek evaporatdr yardimiyla +37 °C’de ¢oziiciiden
arindirildi. Elde edilen yogunlastirilmis fraksiyonlar, -85 °C sicaklik ve 50 millitor
basing altindaki liyofilizator cihazinda kuruyana kadar bekletildi. Daha sonra EtOH
bazli liyofilize ekstreler ortak bir kaba alindi, iyice karigsmasi saglandi ve analiz
islemlerine baslanana kadar, -20 °C’de saklandi. Deney asamasinda belirlenen dozlar
canli hayvan agirligina gére mg/kg cinsinden toz ekstre miktari tartilip belirlenen
miktardaki saf suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra ¢alisma sirasinda siganlara gavaj seti

kullanilarak ekstreler verildi.
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3.6. Toksisite Testi ve Dozlarin Belirlenmesi

Toksisite testi i¢in kullanilan 5 adet Wistar albino irki disi sicana (0, 4, 8, 12, 24,
48 ve 72. saatlerde sirayla 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 2000 mg/kg ekstreler diislik
dozdan yiiksek doza dogru gavaj yolla verilerek olasi toksik etkiler belirlenmeye
calisildi. Test sonucunda herhangi bir 6lim veya toksik bulguya rastlanilmadi. Daha

sonra ¢alismada kullanilacak ¢alisma dozu (400 mg/kg ekstre) belirlendi.

3.7. Streptozotosinle (STZ) Sicanlarda Diyabet Olusturulmasi

Otuz bes (35) adet sican her grupta 7 tane olacak sekilde 5 gruba rastgele ayrildi.
Daha sonra toksisite testiyle es zamanli yiiriitiilen hayvanlarin diyabet olusturulma
islemi diyabet olusturulacak gruplara 0.1 M sitrat tamponu (pH:4.5) iginde STZ’nin
cozlinmesiyle canl agirliklarina gore tek doz (50 mg/kg) enjeksiyonla intraperitonal
(i.p) yolla (Dogan ve ark., 2015) verilerek diyabet olmalari saglandi. Diyabet
olusturulmus olan gruplarda STZ verilmesinden 3 giin sonra si¢anlarin aglik kan glukoz
degerleri Accu-Chek Go (Roche) glukometre ile olgiilerek 200 mg/dL iizerindeki
siganlar diyabet olarak kabul edildi.

3.8. Deneysel Muamele ve Gruplarin Olusturulmasi

Otuz bes (35) adet sican her grupta 7 tane olacak sekilde 5 gruba rastgele ayrildi.
() Kontrol grubu: Ek uygulama yapilmadi.

(11) Diabetes mellitus (DM) grubu: 50 mg/kg STZ diyabet olusturulan si¢anlara

ek uygulama yapilmadi.

(1) Achillea arabica grubu: Sicanlar ek olarak giinde tek doz (400 mg/kg

ekstre, gavaj) verildi.

(IV) DM+Achillea arabica grubu: Diyabetik siganlara ek olarak giinde tek doz

(400 mg/kg ekstre, gavaj) verildi.
(V) DM+Glibenklamid (Gly) grubu: Diyabetik siganlara ek olarak giinde tek doz

(2 mg/kg Gly, gavaj) verildi.
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Ek uygulamalar disinda tiim hayvanlar ayni1 kosullarda tutuldu ve beslenmeleri
ad libitum saglandi. Ayrica deney boyunca siganlarin haftalik canli agirlik ve kan

glukoz degerleri hesaplandi.

3.9. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Yirmi bir giinliik deneme sonunda siganlar % 10’luk ketamin ile anesteziye tabi
tutularak enjektorler yardimiyla kalplerinden kan alindi. Kanlar EDTA’l1 ve biyokimya
cam tiiplere alindi. EDTA’l1 kan HbA1c ve eritrosit paketi i¢in kullanilirken, biyokimya
tiiplerindeki kanda ise serumda bakilmasi gereken parametreler icin kullanild.
Karaciger ve bobrek dokulari serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) su ile yikandiktan sonra

s1v1 azot igine alinan dokular -80 °C’de difrizde saklanmalar1 saglandh.

3.10. Doku Homojenizasyonu

Dokularda antioksidan enzim, malondialdehit ve protein tayinleri igin karaciger
ve bobrek doku ekstraksiyon islemi asagidaki sekilde gergeklestirildi. Difrizde
bekletilen karaciger ve bobrek dokulari oda sicakligina gelinceye kadar buz iizerinde
kademeli olarak ¢oziinmeleri saglandi. Ekstraksiyon i¢in 1mmol/L EDTA ve 50 mM
KH,PO,4 (pH 7.4) igeren tampon kullanildi (Dogan ve ark., 2018). 500 mg doku iizerine
5 mL soguk tampon eklendi. Dokular cam bagetle iyice ezilerek Ultrasonic Processor
homojenizatérde (SONOPULS HD 2200, Bandelin, Berlin, Germany) 3 dakika
homojenize edildi. Ekstrakt hemen +4 °C’de 30 dakika 9500 rpm’de santrifiij edildi.
Karaciger ve bobrek dokusundan elde edilen berrak siipernatantlar da hedeflenen

parametrelerde kullanildi.

3.11. Serum Biyokimyasal Parametre Tayini

Serumda aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat
dehidrogenaz (LDH), alkalen fosfataz (ALP), kreatinin, iire ve lipit profili [trigliserit,
kolesterol, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL_C) ve diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL_C)] parametreleri (ARCHITECT 16200, Abbott park, IL 60064 USA)
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otoanalizator cihazinda Abbott biyokimya kitlerinde fotometrik olarak bakildi. Ayrica
total kanda glikozillenmis hemoglobin (HbA1c) diizeyleri (Cobas 6000 c501, Almanya)
cithazinda Roche Cobas kitlerinde bakildi.

3.12. Total Protein Tayini

Total protein konsantrasyonu igin sigir serum albiimini (BSA) standart olarak
kullanilarak belirlendi (Bradford, 1976). Prensip, proteine baglanan Coomasie Blue G
boya reaktifinin, 595 nm dalga boyundaki ~maksimum absorpsiyonunun,
spektrofotometrik olarak oOlgiilmesine dayanir. Doku siipernatantlarinda bakilan
antioksidan enzimler, glutatyon ve MDA parametreleri mg protein cinsinden ifade
edilebilmesi i¢in total protein tayini yapildi.

1. Konsantre Bradford soliisyonu (5%): 100 mg Coomasie Blue G, 50 mL absoliit
etanol ve 100 mL ortofosforik asit (% 85) igerisinde ¢oziiliir. Soliisyon distile su ile 200
mL’ye tamamalanir ve filtre edilir.

2. Bradford soliisyonu (1x): Yukarida hazirlanan soliisyonun, distile su ile 1:5
oraninda sulandirilmasi ile hazirlanir.

Yontem: Standartlar hazirlanmadan once 10 mg/mL stok BSA hazirlandi.
Stoktan seri sulandirmalar yapilarak 0.4 ile 0.0125 mg/mL araliginda 6 adet standart
olusturuldu. Ornek, kér ve standartlar Bradford soliisyonu ile muamele edildikten sonra,
20 dk boyunca karanlik ortamda inkiibe edildi. Spektrofotometre kore karsi
sifirlandiktan sonra, 6rnek ve standartlarin absorbansit 595 nm dalga boyunda ol¢iildi.
Standartlara karsilik gelen absorbans degerlerine dayali olarak standart egri (Sekil 3.1.)
olusturuldu. Orneklerdeki total protein konsantrasyonu egriye ait fonksiyon kullanilarak

belirlendi. Sonuglar mg/mL protein olarak ifade edildi.
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Sekil 3.1. Protein standart egrisi.

3.13. indirgenmis Glutatyon (GSH) Tayini

Prensip: Indirgenmis glutatyon (GSH), fosfat tamponu kullanilarak
slipernatanttaki siilfidril gruplarmin, 5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile
reaksiyonu sonucu olusan sari rengin absorbansinin 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak dl¢timiine dayanmaktadir (Beutler ve ark., 1963).

Ayiraglar:

1. Fosfat Cozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat, distile su ile hazirland1 (pH:6.8).

2. DTNB (Ellman’s Ayiraci): 40 mg DTNB, % 1 sodyum sitrat, 100 mL’ye
distile su ile tamamlandi.

Deneyin yapilisi: Doku siipernatantindan 200 pL alindi iizerine 1 mL fosfat
cozeltisi eklenerek vortekslendikten sonra sicak su banyosunda 60 °C’de 10 dakika
bekletildikten sonra ¢ikarildi, oda 1sisina geldikten sonra 200 uL. DTNB ayiraci tiipe
konularak AE-S90-MD UV/VIS spektrofotometrede 412 nm’de kore karsi optik
dansiteleri okundu. Standartlar i¢in 100 uM GSH stok c¢ozeltisi fosfat tamponu
icerisinde taze olarak hazirlandi. Daha sonra stok ¢ozeltisi seyreltilerek 10 uM ile
0.03125 uM konsantrasyon araliginda 6 adet standart hazirlandi. GSH standartlarina
karsilik gelen absorbans degerlerinden olusturulan standart egri (Sekil 3.2.)’ye gore
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orneklerdeki GSH konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar pumol GSH/mg protein olarak
ifade edildi.

GSH Standart Egrisi
160 -
y = 74,545x - 0,8458
140 - R2=0,9976
_ |
E 120
é 100 -
= 80 -
e
S 60 -
—
S 40 -
20 -
0 T T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5
Absorbans 412 nm

Sekil 3.2. GSH standart egrisi.

3.14. Malondialdehit (MDA) Tayini

Prensip: Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olugan
peroksidasyon iiriinlerinden malondialdehid, tiyobarbitiirik asit ile renkli forma girmesi
ile olgtildi (Jain ve ark, 1989).

Ayiraglar

1.EDTA Cozeltisi (0.1 M) : 37.224 g EDTA-NayH,0 1 litre distile suda eritilir.

2.BHT Cozeltisi (% 88) :0.220 g BHT 25 mL mutlak alkolde ¢ozdiirtiliir.

3.NaOH Cozeltisi (0.05 N) : 2 g NaOH 1 litre distile suda eritilir.

4. TBA Cozeltisi (% 1) :1g TBA 100 mL’ye 0.05 N NaOH ile tamamlanir.
5.TCA (% 30) : 30 g TCA 100 mL distile suda eritilir.
6.Fosfat Tamponu : 8.1 g NaCl, 2.302 g Na;HPOy, 0.194 g NaH,PO4

distile suda eritilerek 1 litreye tamamlanir (pH 7.4).
Deneyin yapilisi: Lipid peroksidasyon iriinii MDA seviyesi, TBA reaktifi ile
renk reaksiyonu sonucu AE-S90-MD UV/VIS spektrofotometrede 532 nm’de
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absorbansta o6l¢iildii. Bir tiipe doku siipernatantlarindan 200 pL alinarak iizerine 800 puL
fosfat tamponu ve 25 uLL BHT ile siispanse edildi. Sonra 500 uL. % 30’luk TCA eklendi.
Tiipler vortekslenerek 2 saat -20 °C’de buzdolabinda tutuldular. Sonra 15 dakika 2000
rpm’de santrifiij edildiler. Siipernatantlarin 1 mL’si alinarak bagka tiipe aktarildiktan
sonra tiiplerin iizerine 75 pnLL EDTA ve 250 uL TBA eklendi. Tiipler vortekslendikten
sonra 15 dakika sicak su banyosunda (90 °C) tutuldu. Sonra oda 1sisina getirilerek 532
nm’de optik dansiteleri okundu (Jain ve ark., 1989).

A=axbxc

A = Absorbans a = Ekstinksiyon katsayis1

b = Isik yolu ¢ = Konsantrasyon

1.Sulandirma : 0.2 + 0.8 + 0.025 + 0.5 =1.525/0.2 = 7.625

2.Sulandirma : 1 +0.075+0.25=1.325/1=1.325

Sonug = 7.625 x 1.325 =10.103 125=F

c=Alaxb= (A/mol x cm)/1.56 x 10°x It) x (1/ecm) x (10° nM/mol) x (I/10%x mL)
c=Ax1xFx10/1.56 =nmol/g protein doku olarak hesaplandi.

3.15. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Tayini

Prensip: SOD, oksidatif enerji basamaginda iiretilen toksik siiperoksit radikalinin
(O27), hidrojen peroksite (H,O;) ve molekiiler oksijene (O,) dismutasyonunu
hizlandiran antioksidan bir enzimdir. SOD ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak
stiperoksit radikali, 2-(-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum kloriir (INT) ile
kirmizi boya formuna doniismesi reaksiyonun inhibisyon derecesi ile Olgiilmesi

prensibine dayanir (McCord ve Fridovich, 1969).

Ksantin -Ksantin Oksidaz ey 4y o cit + (07

I.N.T. O, » Formazan D (Renkli Bilesik)

0, +0, +2H'—S0D 0,4 H,0,

Deneyin yapilisi: SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim kiti ile AE-S90-
MD UV/VIS spektrofotometrede 505 nm’de 37 °C’de 6l¢iildii (Randox Lab., Ingiltere).

Kit icerigi ve soliisyonlarin baslangi¢ konsantrasyonlar1 agsagida verilmistir.



35

Ayiraglar Konsantrasyonlari

1.Karisik Substrat

Ksantin 0.05 mmol/L
I.LN.T. 0.025 mmol/L
2.Tampon

CAPS 40 mmol/L pH 10.2
EDTA 0.94 mmol/L
3.Ksantin Oksidaz (XO) 80 U/L

4.Standart 5.70/mL

Kor (S1) olarak, 0.01 mol fosfat tamponu (pH: 7.0) kullanildi. Kalibrasyon stok
sollisyonu 10 mL distile su icerisinde hazirlandi (4.6 U/mL). Standartlar (S2—S6), kitte
belirtildigi sekilde, 0.01 mol fosfat tamponu ile kalibrasyon stok soliisyonundan
seyreltilerek olusturuldu. Ol¢iim yapilirken, siipernatantin 25 pL’si kiivet igerisine
pipetlendikten sonra {iizerine 850 pL substrat karigimi eklendi. Kiivet iyice
calkalandiktan sonra, bu karisimin {izerine 125 pL ksantin oksidaz ilave edildi (Tablo
3.1.). Kiivetteki karisimm baslangic absobansi (A;505 nm'de 37 °C’de 30 s sonra dlgiidii
ve kaydedildi. Olgiime 3 dk boyunca devam edildi ve son absorbans degeri (A;), 3.
dk’nin sonunda kaydedildi. Kor ve standartlarin absorbans degerlerinin dlglimleri de

yukarida belirtildigi gibi gergeklestirildi.

Cizelge 3.1. Kiivete SOD ayiraglarin pipetlenmesi

Kiivet ici S1 (nL) S2-S6 (uL) Ornek
Ornek. XV —
Standart e 25uL -
Ormnek Sulandirict e e 25 uL
Substrat Karigimi (R1) 850 uL 850 uL 850 uL
Ksantin Oksidaz (R2) 125 uL 125 uL 125 uL

Hesaplama: Standart ve Orneklere ait dakika basina diisen absorbans degeri
(AA= (A2—A1)/3) hesaplandiktan sonra biitiin standartlar ve drnekler i¢in % inhibisyon

degerleri asagidaki formiillerden yararlanilarak hesaplanda.
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, AA. x100
100- (M4, X100) %Inhibisyon — 100— (A0 X100)
(AABIanka ) (AABIanka)

Standartlarin U/mL cinsinden bilinen konsantrasyonlarina karsilik gelen %

= %Inhibisyon

inhibisyon degerleri kullanilarak bir standart egri olusturuldu (Sekil 3.3.). Orneklerdeki
SOD aktivitesi, bu egriden elde edilen denkleme gére U/mL olarak belirlendi. Bulunan
deger, 6rnegin mL’sindeki total protein miktarna boliinerek SOD’un spesifik aktivite

degeri hesaplandi. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

SOD Standart Egrisi
5
1 y=0,0821x-4,5724
. R2=0,7113
0
a2
2
£ 1
c
e 0
10 20 40 60 80 100
2 Konsantrasyon

Sekil 3.3. SOD standart egrisi.
3.16. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Tayini

Prensip: Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksitin GSH varhiginda
indirgenmesini katalizler. Kiimen hidroperoksidin indirgenmesiyle olusan glutatyonun
formu GSSG, GR ve NADPH varliginda NADPH’in NADP ye yiikseltgenmesiyle
indirgenir. Enzim aktivitesi, 340 nm’de absorbanstaki degisim izlenerek tayin edilir

(Paglia ve Valentine, 1967).

2GSH + ROOH —GSHPX_ | pOH + GSSG + H,0

GSSG +NADPH + H* — GRS NADP + 2GSH

Ayrraclar Konsantrasyonlar1
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1.Ayirag (R1a)

Glutatyon 4.0 mmol/L

G. Rediiktaz >0.5U/L
NADPH 0.34 mmol/L
2.Tampon (R1b)

Fosfat 0.05 mol/L pH 7.2
EDTA 4.3 mmol/L
3.Kiimen Hidroperoksit (R2) 0.18 mmol/L

4.Sulandirma Ayiraci (R3)

Deneyin yapilisi: Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Ransel kit (Randox
Lab., ingiltere) ile Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede 340 nm’de ultraviyole
metotla 37 °C’de olgiildii. Analiz materyali olarak daha once hazirlanan ve analiz
zamanma kadar derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen doku siipernatantlari

kullanildi. Kiivet igine pipetlemeler (Tablo 3.2.)’te verilmistir.

Cizelge 3.2. GPx ayiraclarin kiivete pipetlenmesi

Sulandirilmis Ornek Ayirag Korii
Ornek veya dH,0 10 uL 10 pL
Ayirag (R1) 500 puL 500 puL
Kiimen (R2) 20 uL 20 uL

Kiivet igerisine siipernatanttan 10 pL birakildi ve tlizerine 500 pL Ayirag (R1)
eklendi. Daha sonra bu karisima 20 pL kiimen (R2) hidroperoksit eklendi. Kiivet iyice
calkalandiktan sonra, 6rnegin ve koriin baslangi¢ absorbansi, 340 nm dalga boyunda 37
°C 'de 2 dk. boyunca spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Hesaplama: GPx konsantrasyonu, kitte Onerilen formiilden (U/L= 8412 x
AA340/dk) yararlanilarak hesaplandi. Bulunan deger, U/mL’ye doniistiiriildiikten sonra,
ornegin mL’sindeki total protein miktarina boliinerek GPx’in spesifik aktivite degeri

belirlendi. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.



38

3.17. Glutatyon S-transferaz (GST) enzim tayini

Prensip: Glutatyon S-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile
glutatyonun —SH grubu arasindaki tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37
°C’de CDNB ile glutatyon konjugasyon siddetini 6lgerek tespit edilir (Mannervik ve
Guthenberg, 1981).

ROOH + 26SH —SST 555G + ROH + H,0

Dokuda GST enzim tayini: Analiz materyali olarak daha Once hazirlanan ve
analiz zamanma kadar derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen doku
stipernatantlar1 kullanildi. Karisimlar Tablo 3.3.¢ gore 3.5 mL’lik kiivete pipetlendi ve

340 nm’de absorbans dl¢iimii gerceklestirildi.

Cizelge 3.3. Karigimlarin kiivete alinmasi ile GST 6l¢limiin yapilmasi

Kor Numune Son konsantrasyon
PBS 2.7 mL 2.7 mL 0.1M
Distile Su 0.1 mL - -
CDNB 0.1 mL 0.1mL 1mM
GSH 0.1 mL 0.1mL 1mM
Stipernatant - 0.1 mL -

Absorbanslar, 3 dakika boyunca 30 saniyede bir kaydedildi. Her 6rnegin
absorbansindaki dk basina degisim (AA) belirlendikten sonra asagida verilen formiile
gore, GST’ nin molar ekstinksiyon katsayisi (9.6 mmol/L/cm ) ve kiivetteki sulandirma
orani hesaba katilarak, enzimin mL’deki aktivitesi belirlendi. Bulunan deger, 6rnegin
mL’sindeki total protein miktarina bdlinerek GST’nin spesifik aktivite degeri
hesaplandi. Sonuglar, nmol CDNB-glutatyon konjugati/dk/mg protein olarak ifade
edildi.
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3.18. Katalaz (CAT) Enzim Tayini

Prensip: Katalaz, asagidaki reaksiyona gore H,0O,’in suya ve oksijene
ayrilmasin katalizler. Katalaz enziminin aktivite tayini, 37 °C 240 nm’de H,0’in

tiiketilme esasina dayanan spektrofotometrik metoda gore tespit edildi (Aebi, 1974).

Katalaz
2H202 —_— 2H20 + O2

Enzim aktiviteleri doku siipernatantlarinda olgtildii. Katalaz tarafindan H,O;’in
dekompoze olma orani, spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda Olgiildi. Ciinkii
H,0., 15181 bu dalga boyunda absorbe etmektedir.

Kullanilan soliisyonlar asagida ¢izelgedeki (Cizelge 3.4.) gibi hazirlandilar.

Cizelge 3.4. CAT fosfat tamponun hazirlanisi (pH:7.5)

Kimyasal MA 50 mM i¢in ~ Son Hacim (distile su)  Sol. Adi
KH,PO, 136,09 g/mol 6.805¢ 1000mL A
Na,HPO,.12H,0 358,14 g/mol  17.907 g 1000 mL B,
Na,HPO,4.2H,0 178,14 g/mol  8.907 g 1000 mL B,
Na,HPO, (saf) 141,96 g/mol  7.098 g 1000 mL B;
CAT fosfat tampon soliisyonlarin karistirilarak hazirlanmasi
50 mM Fosfat tamponu (1 L) A Soliisyonu (mL) B Soliisyonu (mL)
pH 7.5 i¢in 160 840

H,0; cozeltisi ise; absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,0’li
fosfat tamponudur. Yaklasik 300 mL, pH 7.50 mM olan fosfat tamponu renkli kaba
aktarilir. Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna gore sifirlanip renkli kaptaki
tampona 10-20 uL hacimlerle H,O, ilave edilir. Optik Dansite (OD) 0.500 nm oluncaya
kadar devam edilir ve aralarda karistirilir.

Deneyin yapilisi: Ornek ve tampon kuvartz kiivet igerisine Cizelge 3.5.’da
belirtilen miktarlarda birakildiktan sonra kiivetin agz1 bekletilmeden kapatilir ve kiivet
hizlica alt-iist edilerek absorbansi okunur. Absorbans azalmasi, her 15 sn’de bir defa
olmak tizere 5 dakika siire ile kaydedilir ve hesaplamada hesaplamada 2 dakikalik lineer

absorbans azalmasinin en yiiksek (A;) ve en diisiik (Az) degerleri esas alinir.
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Cizelge 3.5. CAT tampon ve drneklerin kiivete pipetlenmesi

Tampon Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -

H,0, ¢ozeltisi 0.01 -
H,0,’li fosfat tamponu - 2.99
Stipernatant - 0.01

Enzim aktivitesi hesabi: A=e x ¢ x L,

A: abs/dk, e: eks kat, c: konsantrasyon, L: 151k yolu (1 cm).

H,O2’nin 240 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayisi: 0.0436 mM™cm™
(0.0436 mM= 0.0436 mmol/L= 0.0000436 mmol/mL=0.436 umol/mL=43.6 nmol/mL)

CAT aktivitesi (nmol/dk/mL)=AA43.6xKiivet i¢i sulandirma (Vt/V5)xSO

CAT aktivitesi (nmol/dk/mL)
CAT spesifik aktivitesi (nmol/dk/mg protein) = Toa] protein miktart (mg/mL)

AA: Absorbansin 240 nm dalga boyunda dk basina degisimi
Vt: Toplam hacim
Vé: Ornek hacmi

SO: Siipernatant sulandirma orani

3.19. istatistiksel analizler

Calismada elde edilen verilerin istatistik analizinde Minitab 14 paket programi
kullanildi. Gruplar aras1 farkliliklarin belirlenmesinde tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak, ikiden fazla olan gruplar arasindaki farkliliklarin
belirlenmesinde Tukey Coklu karsilastirma testinden yararlanildi. Onem derecesi biitiin

testler i¢in (p< 0.05) olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Yirmi bir giin boyunca devam eden uygulamalarda 1, 7, 14 ve 21°nci giinlerde
Ol¢iilen canli hayvan agirliklar1 (CHA) ve kan glukoz degerleri sirasiyla Cizelge 4.1. ve
Cizelge 4.2.”de verilmistir.

Cizelge 4.1. STZ ile diyabet olusturulan si¢anlarda A. arabica ve Glibenklamid’in
21giinliik uygulamanin canli hayvan agirlik diizeylerine etkisi

Giin Kontrol DM A. arabica DM + A. arabica DM + Glibenklamid
(400 mg/kg) ekstre (400 mg/kg) ekstre (2 mg/kg)

- 1. 150.33+9.58 143.33+7.76 144.33+8.33 141.67+16.27 148.00+£9.21

=

50

= 7. 157.67+8.89  120.00+7.59** 151.00+12.38° 133.60+24.59* 146.33+9.16®

s 3

z 2

f 14. 165.33£17.05  112.00+8.67* 158.67+11.15%" 138.00+30.98 153.00+13.73°
21. 167.1749.13*  118.67+7.45%*  173.33+10.41%# y° 150.00+27.48° 165.67+15.46*#°

*: Aym siitundaki 1.giin ile diger giinler arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

#: Ayni siitundaki 7. giin ile diger giinler arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

y: Ayni siitundaki 14. giin ile 21. giin arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

a: Ayni satirdaki Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

b: Ayni satirdaki DM grubu ile diger gruplar arasindaki fark dnemlidir (P < 0.05).

c: Ayni satirdaki A. arabica grubu ile diger gruplar arasindaki fark énemlidir (P < 0.05).

d: Aymi satirdaki DM+A. arabica grubu ile DM+Glibenklamid grubu arasindaki fark énemlidir (P <

0.05).

Cizelge 4.1°deki sonuglara gore Kontrol grubunda 21°nci giin, A. arabica’da 14
ve 21’nci gilinler ve DM+Glibenklamid’te 21°nci giin CHA degereleri 1’nci giline gore
anlamli bir artis belirlendi (P < 0.05). DM grubunda ise 7, 14 ve 21’nci giin CHA
degerleri ise 1’nci gline gore anlaml sekilde diistiigii tespit edildi (P < 0.05). Diger
yandan, A. arabica grubunun 21°nci giin CHA degerleri 7 ve 14’ncu giinlere gore ve
DM+Glibenklamid’in 21°nci giin CHA degeri 7’nci giline gore anlamli artis gosterdi (P
< 0.05).

Gruplar aras1 farkliliga bakildiginda DM grubu 7, 14 ve 21’nci gin CHA

degerleri DM+A. arabica grubunun 7 ve 14’nci giinler disindaki tiim gruplara gore



42

anlaml diisiis gosterdigi belirlendi (P < 0.05). Kontrol grubu 7°’nci CHA degerleri
DM+A. arabica ve DM+Glibenklamid 7.giin CHA degerlerine gore Onemli artis
gosterdi (P < 0.05).

Cizelge 4.2. STZ ile diyabet olusturulan si¢anlarda A. arabica ve Glibenklamid’in 21

giinliik uygulamanin kan glukoz diizeylerine etkisi

Giin Kontrol DM A. arabica DM + A. arabica DM + Glibenklamid
(400 mg/kg) ekstre (400 mg/kg) ekstre (2 mg/kg)

_ 1. 89.33+6.62 462.67+63.11% 93.83+6.79° 480.60+46.83* 281.40+ 32.85%¢
3
[=2]
E 7. 92.67+4.32 441.50+68.49° 91.33+17.61° 354,75+ 25.08"> 127.50+28.68"%¢
=4 14, 83.83+11.43  423.83+37.40° 82.00+10.24™ 358.00+80.61" 167.67+41.52"
$

21. 85.33+6.38 508.50+57.27°V 84.17+7.07™ 244.00+83.48" 141.83+33.15"

*: Ayni siitundaki 1.giin ile diger giinler arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

#: Ayni siitundaki 7. giin ile diger giinler arasindaki fark dnemlidir (P < 0.05).

y: Ayni siitundaki 14. giin ile 21. giin arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

a: Ayni satirdaki Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

b: Ayni satirdaki DM grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

c¢: Ayni satirdaki A. arabica grubu ile diger gruplar arasindaki fark onemlidir (P < 0.05).

d: Ayni satirdaki DM+A. arabica grubu ile DM+Glibenklamid grubu arasindaki fark dnemlidir (P <

0.05).

Cizelge 4.2.°de gosterildigi gibi DM grubu 21°nci giin glukoz degeri 14’ncu
gline gore onemli artig gosterdi (P < 0.05). Diger yandan, A. arabica grubu 14 ve 21°nci
giin glukoz degerleri ile DM+A. arabica ve DM+Glibenklamid gruplarinin 7, 14 ve
21’°nci giin glukoz degerleri 1’nci giine gore anlamli diisiis gosterdi (P < 0.05). Dahasi
DM-+A. arabica grubu 21°nci giin glukoz degeri 7’nci giine gore anlamli diislis gosterdi
(P <0.05).

Ayni satirdaki gruplarin kan glukoz degerleri karsilastirildiginda DM grubu 1, 7,
14 ve 21°nci giinlerindeki kan glukoz degerleri tim gruplara gore Onemli artis
gosterirken; DM+A. arabica (1°nci giin hari¢) ve DM+Glibenklamid gruplarin 1, 7, 14
ve 21°nci giinlerinde Olgiilen glukoz degerleri Kontrol ve A. arabica gruplarina gore
artis ve DM grubuna gore azaliglar anlamli bulundu (P < 0.05). Ayrica,
DM+Glibenklamid grubunda glukoz degerlerinin ol¢iildiigi tim giinlerde DM+A.
arabica grubuna gore anlamli diisiis belirlendi (P < 0.05).
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Cizelge 4.3. STZ ile diyabet olusturulan si¢anlarda A. arabica ve Glibenklamid’in 21

giinliik uygulamanin biyokimyasal parametrelere etkisi

Parametre Kontrol DM A. arabica DM + A. arabica DM + Glibenklamid
(400 mg/kg) ekstre (400 mg/kg) ekstre (2 mg/kg)
AST (U/L) 167.33£17.92  1093.80+255.28°  101.17+15.17* 205.67+70.69™ 100.00::22.99%¢
ALT (U/L) 67.17+11.29 887.00+83.93° 44.50+8.62% 77.17+18.80™ 61.20+13.03™
LDH (U/L) 912.50+202.96  1277.00£126.13*  851.17+163.29° 901.17+157.08> 928.60+133.22°
ALP (U/L) 313.67+65.29  1222.20+230.74° 221.67+51.68% 775.60+153.34%* 577.00+139.68%*
HbAlc (%) 3.79+0.16 7.61+0.48° 3.51£0.11%® 5.38+1.03% 5.16+1.44%
Kreatinin (mg/dL) 0.32+0.03 0.44+0.03° 0.33+0.03° 0.37+0.09 0.37+0.05%®
Ure (mg/dL) 50.00+4.34 81.80+4.15% 42.83+6.37% 52.00£10.26° 43.80+7.66°
Glukoz (mg/dL) 123.00£20.83  554.20+39.12° 133.83422.34" 331.17482.22%° 246.40+110.79%
Trigliserit (mg/dL) ~ 111.50+18.06  120.80+9.23 91.50+11.50%® 72.33+17.50%° 74.40+17.87%
Kolesterol (mg/dL)  67.00+11.24 75.80+15.35 67.50+15.40 66.67+12.32 61.00+8.75
HDL_C (mg/dL) 31.92+6.67 33.44+4.30 38.70+5.86 42.57+6.12% 35.10+3.49¢
LDL_C (mg/dL) 40.25+7.75 47.44+6.45 30.37+2.93% 25.90+4.69%° 29.1045.63%

a: Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki fark énemlidir (P < 0.05).

b: DM grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

c: A. arabica grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

d: DM+A. arabica ile DM+Glibenklamid grubu arasindaki fark énemlidir (P < 0.05).

Cizelge 4.3’te gosterildigi gibi DM grubu AST, ALT, LDH, ALP, HbAlc,
Kreatinin, Ure ve Glukoz degerleri tiim gruplara (DM+A. arabica grubunun Kreatinin

degeri harig) gore 6nemli artis gosterdi (P < 0.05).

A. arabica grubu AST, ALT, ALP, HbAlc, Ure, Trigliserit ve LDL_C diizeyleri
Kontrol grubuna gore diiserken Glukoz diizeyi ise 6nemli artig gosterdi (P < 0.05).

DM+A. arabica grubu Kreatinin, Ure, Kolesterol, HDL C ve LDL C
parametreleri disindaki diger parametre diizeyleri A. arabica grubuna gore 6nemli artis
gosterirken DM grubuna gore 6nemli azalma gosterdi (P < 0.05).

DM-+Glibenklamid grubu AST ve HDL_C degerleri DM+A. arabica grubuna
gore 6nemli diisiis gosterirken; ALT, ALP ve Glukoz diizeyleri ise A. arabica grubuna
gore onemli artig gosterdi (P < 0.05).

Diger yandan LDL C diizeyi A. arabica, DM+A. arabica ve DM+Glibenklamid
gruplarinda Kontrol ve DM gruplarina gore anlamli diisiis gosterirken; DM+A. arabica

grubu HDL_C diizeyi ise Kontrol ve DM grubuna gore énemli artis gosterdi (P < 0.05).
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Sekil 4.1. STZ ile diyabet olusturulan si¢anlarda A. arabica ve Glibenklamid’in 21
giinliik uygulamanin MDA seviyesine etkisi.

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi karaciger dokusunda MDA igerigi DM grubunda
diger tiim gruplara gore onemli diizeyde arttigi goriildii (P < 0.05). A. arabica ve diger
tedavi gruplar1 karaciger MDA igerigi ise DM grubuna gore énemli diisiis gosterdi ve
bu diizeyler Kontrol grubuna yakin bulundu.

Bobrek dokusu MDA igerigi DM grubunda, A. arabica grubu hari¢ diger tim
gruplara gore onemli artig gosterirken; DM+A. arabica ve DM+Glibenklamid gruplari
MDA igerikleri ise DM grubuna gore 6nemli diisiis gosterdi (P < 0.05).

Sekil 4.2°de goriildiigii gibi karaciger GSH diizeyi DM grubunda diger gruplara
gore onemli azalma gosterirken tedavi gruplarin ise Kontrol degerlerine yakin oldugu
tespit edildi.

Bobrek dokusu GSH diizeylerinde ise gruplar arasi kiyaslamada istatsitiksel

acgidan fark bulunmadi.
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Sekil 4.2. STZ ile diyabet olusturulan si¢anlarda A. arabica ve Glibenklamid’in 21
giinliik uygulamanin GSH seviyesine etkisi

Cizelge 4.4. STZ ile diyabet olusturulan si¢anlarda A. arabica ve Glibenklamid’in 21
giinliik uygulamanin antioksidan enzim aktivitelerine etkisi

Doku  Enzim Kontrol DM A. arabica DM + A. arabica DM + Glibenklamid
(400 mg/kg) ekstre (400 mg/kg) ekstre (2 mg/kg)
SOD U/g Protein 56.92+11.84  4347+1247 60.38+14.76 55.59+13.50 46.14+12.58
3 GPx U/g Protein 18.34+1.35  158044.43  22.53+4.03" 21.68+4.40 17.00+3.91
g CAT nmol/g Protein  8.15+2.33 10.48+2.24  17.02+521® 10.63+4.70° 14.2042.06%
< GST nmol/g Protein  18.29+3.99 18054272  22.8546.57 17.28+2.38 16.34+1.76°
SOD U/g Protein 92.89£15.57  83.9849.89 87.84+10.53 80.8249.08 76.68+16.59
< GPx Ulg Protein 32.33+8.68 27334692 34.40+6.51 26.98+5.46 28.1843.10
§ CAT nmol/g Protein  13.2943.32 14274370  15.07+3.91 12.1343.27 16.24:2.88"
GST nmol/g Protein ~ 1.70+0.66  33140.96°  1.85+0.61° 1.96+0.56 2.29+0.46

a: Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki fark énemlidir (P < 0.05).

b: DM grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

c: A. arabica grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P < 0.05).

d: DM+A. arabica ile DM+Glibenklamid grubu arasindaki fark énemlidir (P < 0.05).

Cizelge 4.4’te goriildiigii gibi A .arabica grubu karaciger GPx aktivitesi DM
grubuna gore anlamli artig gosterdi (P < 0.05).

Karaciger dokusu CAT aktivitesi A. arabica ve DM+Glibenklamid gruplarinda
Kontrol ve DM gruplarina gore 6nemli artis bulunurken; DM+A. arabica grubu CAT
aktivitesi A. arabica grubuna gore 6nemli diisiis bulundu (P < 0.05).
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Karaciger dokusu GST aktivitesi DM+Glibenklamid grubunda A. arabica
grubuna gore 6nemli diisiis gosterdi (P < 0.05).

Cizelge 4.4’te goriildiigii gibi bobrek dokusu CAT aktivitesi DM+Glibenklamid
grubunda DM+A. arabica grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterdi
(P<0.05).

Bobrek dokusu GST aktivitesi DM grubunda diger tiim gruplara gore
istatistiksel agidan 6nemli artig gosterdi (P<0.05).



5. TARTISMA VE SONUC

Diabetes mellitus (DM) diger adiyla scker hastaligi, pankreas bezinin
langerhangs adaciklarindaki B-hiicrelerinden insiilin salimmin azhigi ve/veya
yoklugunun yani sira glukozun hiicre igine tasinmasinda gorevli glukoz tasiyicilarin
(GLUT) glukoza olan ilgisinin azlig1 gibi 6zelliklerle kendini gosteren ve dolasimda
aclik kan glukoz diizeyinin >126 mg/dL iistiinde olmasi ile karakterize endokrinolojik
bir bozukluktur. Son zamanlarda prevalanst giderek artan ve insanlarda ciddi
komplikasyonlara sebep olan DM hastaligi1 2040 yilina gelindiginde, eriskinlerde DM
prevalansinin kiiresel popiilasyonun % 10.4'line yiikselmesi beklenirken gelismekte olan
tilkelerde bu oranin % 13" bulacagi tahmin edilmektedir (Chinsembu, 2019). Tiirkiye
de diyabetli hasta sayis1 giiniimiizde yaklasik 6.5 milyon iken bu sayinin 2045 yilinda
11.2 milyon diyabetli hasta ile diinya ¢apinda en yiiksek prevalansa sahip onuncu iilke
olacag tahmin edilmektedir (IDF, 2017). Diyabet hastalig1 kisinin yasam standartlarini
etkiledigi kadar iilkelerin ekonomisine de ciddi yiikler getirmektedir. Diinya ¢apinda
diyabet nedeniyle 2013 yili sonu itibariyle yillik 548 milyar ABD Dolar1 harcama
yapildigi ve bu tutarin toplam saglik harcamalarinin % 11’ine denk geldigi belirtilmistir
(IDF, 2013). Tirkiye de ise diyabetli bir birey i¢in yillik ortalama tedavi maliyetinin
866 ABD dolar1 oldugu belirtilmektedir (IDF, 2013). Diyabetin komlikasyonlarla
sonuglanmast durumunda tedavi ve saglik hizmeti maliyetleri tek basina diyabet
tedavisinin bes katindan fazla olabilecegi rapor edilmistir (Akalin ve ark., 2012).

Diinya Saghk Orgiitii (WHO) kayitlarma gore diinya niifusunun biiyiik bir
boliimii tedavi veya ¢esitli hastaliklardan korunmak icin geleneksel ve tamamlayict tip
uygulamalarindan yararlanmaktadir (WHO, 2008). Bu kapsamda tahmini 250.000
bitkiden yaklasik 2500 tanesinin anti diyabetik etkisi belirlenmistir (Arumugam ve ark.,
2013). Modern tibbin mevcut oldugu gelismis iilkelerde bile, bitkisel ilaglara ve diger
dogal tibbi tiriinlere olan ilgi ve kullanimlar1 son yillarda hizla artmaktadir. Giiniimiizde
piyasada endojen insiilin mevcudiyetini arttiran ilaglar; glibenklamid, glinidler, insiilin
analoglari, glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) agonistleri ve dipeptidil peptidaz IV
inhibitorleri gibi, siilfoniliireler (Eriksson ve ark., 2016), insiilin duyarliligini arttiran

peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor-gammanin (PPAR-y) ve biguanid
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metforminin agonistleri olan tiyazolidindiyon (glitazonlar) ilaglar1 (Mardinoglu ve ark.,
2016) ve 3.grup ilag diyebilecegimiz a-glukosidaz inhibitérlerinden akarboz gibi
polisakkaritlerin sindirimini ve biyoyararlanimlarini azaltma yoniinde etki gosteren
ilaglar bulunmaktadir (Sun ve ark., 2016). Modern tiptaki gelismelere ve piyasadaki
ilaglara ragmen insanlarin dogal iiriinlere olan ilgisi artarak devam etmektedir. Nitekim
baz1 ilaglar bitki ve gesitli bakterilerden elde edilmektedir. Ornegin: hipoglisemik bir
biguanidin olan metformin Galega officinalis L. bitkisinden, 4-hidroksiizoliikin ilac1
ise Trigonella foenum-graecum L. bitkisinden elde eldilirken; Actinoplanes cinsine ait
bakterilerden ise bir akarboz onciisii izole edilmistir (Yin ve ark., 2014).

Tiirkiye yaklasik 11.000 bitki tiirii ile zengin bir floraya sahiptir. Bu bitkilerin
yaklagik % 30’u endemiktir (Guner ve ark., 2000). Yerel halk bu bitkilerden ¢esitli
amagclarla yararlanmaktadir. Tiirkiyede yaklasik 500 bitki tibbi amagla kullanilmaktadir
(Giines ve Ozhatay, 2011). Ancak son zamanlarda bitkilerin dogal iiriinler olmalar1 ve
yan etkilerinin sentetik ilaglara gore az oldugu diisiincesi, bitkileri diinyada oldugu gibi
iilkemizde de artan arastirma konusu haline getirmistir.

Bu c¢alismada Hanzabel (Achillea arabica) bitki cigeklerinden elde edilen
etanolik (EtOH)-liyofilize ekstresinin STZ ile diyabet olusturulan siganlardaki
antidiyabetik, antihiperlipidemik, antioksidan ve lipid peroksidasyonu engelleyici etkisi
cesitli dokularda caligildi. Calismada ayrica antidiyabetik bir ila¢ olan glibenklamid
pozitif kontrol grubu olarak kullanildi. Siilfoniliireler sinifinda yer alan glibenklamid
insiilin salimimin1 pankreasin B hiicrelerine baglanarak etkisini gosterir ve karacigerde
glukoz iiretimini azaltip periferde glukoz kullanimini artirir (Lewis ve ark., 2011).

Hayvanlarda deneysel diyabet olusturmak amaciyla beta hiicrelerine spesifik
toksik glukoz analoglar1 olan alloksan ve streptozotosin (STZ) siklikla kullanilan
toksinlerdir (Kurger ve Karaoglu, 2012). STZ Streptomycetes achromogenes tarafindan
sentezlenen neoplastik, antineoplastik ve diyabetojenik 6zellikleri olan genis spektrumlu
bir antibiyotiktik olup; yapisinda glukoz molekiilii ihtiva eder ve pankreatik beta
hiicreleri i¢gine GLUT 2 aracilig1 rahatlikla alinir (Lenzen, 2008). STZ’in hiicre i¢inde
nitroziire gruplarmin dekompozisyonu ile olusan reaktif karbonyum iyonlar1 DNA
bazlarinda alkilasyona neden olur. Hiicresel enerji depolarinin tiikketimine bagli (hiicre
icindeki NAD" depolarini bosaltarak ATP icerigini azaltmasi) B-hiicresinde nekroza yol

acar. STZ oksidan ozelligi ile ksantin oksidaz sistemini aktive ettigi ve buna bagh
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olarak hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin {iretildigi bildirilmektedir (Kurger ve
Karaoglu, 2012). K* kanallarmm kapanmamasi ve Ca*? kanallarin agilmamasi yani
depolarizasyon olaymin gerceklesmemesi ile insiilin salinimi ger¢eklesmez ve
boylelikle dolasimda glukoz diizeyi yiikselir.

Calismada sican kullanim nedeni ise son zamanlarda arastirmalarda en ¢ok
kullanilan omurgali hayvan olmasi, fizyolojik yap itibariyle insan biyokimyasina yakin
olusu, maliyetlerinin diger canlilara gore az olusu, gelisimlerinin hizli olusu, istenilen
parametrelere bakmak i¢in kan ve doku miktarinin ihtiyaglar1 karsilamasi ve toksisite
calismalarindaki sik kullanilmalarindandir (Van Zutphen ve ark., 2003; Dogan, 2015).

DM yasam kalitesini olumsuz etkiledigi gibi yiiksek morbidite ve mortaliteye
sahip bir hastaliktir. DM hastalig1 tanisinda kabul goren ¢esitli belirtiler; kilo kayb1 ve
3P kurali dedigimiz poliiiri, polidipsi ve polifaji ile biyokimyasal tani kriterlerinden
glukoz, %  glikolize hemoglobin (HbAlc), insiilin ve c-peptid diizeylerinden
yararlanilmaktadir. Bu parametrelerle beraber DM ile oksidatif stres arasinda bir
korelasyon oldugu kabul edilmektedir. Bu sebeple DM hastaliginda genel olarak
antioksidan savunma sistem enzimlerinde diislis goriiliirken lipid peroksidasyonu,
karaciger ve bobrek hasar1 biyomarkirlarinda ise artis oldugu rapor edilmistir (Dogan ve
ark., 2015; Dogan ve Celik, 2016; Dalar ve ark., 2018).

Diyabette en 6nemli gostergelerden biri ani ve kolay kilo kaybidir. Bunun sebebi
ise muhtemelen diyabetik hastalarin dolasimdaki glukozu hiicre igerisine alamamasi
(veya yetersiz alim1) sonucu glikojen ve lipid sentezinin yetersizligi gibi basta karaciger
ve kaslardaki mevcut enerji depolarin tiikketiminin bir sonucu olabilir. Cizelge 4.1°deki
sonuglarimizda gorildiigii gibi DM grubunda siganlarin kilo kayb1 7, 14 ve 21. giinlerde
l.giine gore Onemli artig goriilirken; diger gruplarda ise genel olarak kilo kaybinin
olmadig1 veya zamana bagl kilo artiglarin oldugu sonucuna varildi. Ayrica gruplar arasi
kiyaslamada 21. giindeki DM grubundaki kilo kaybi diger tiim gruplara goére onemli
bulundu. Elde ettigimiz sonuglar daha 6nce STZ ile diyabet olusturulan siganlardaki
canli hayvan agirliklariyla benzerlik gostermektedir (Eddouks ve ark., 2019; Fernandez
Vazquez ve ark., 2018).

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi 21 giin siiren ¢aligmanin kan glukoz degerleri DM
grubunda diismezken tedavi gruplarinda (DM+A. arabica ve DM+Glibenklamid) ise

deney sonuna dogru 6lciilen kan glukoz diizeylerinde 6nemli azalmalar bulundu. Diger
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yandan gruplar arasi kiyaslamada kan glukoz diizeyleri DM grubunda diger tiim
gruplara gore Onemli artis gosterirken tedavi gruplarinda ise deney sonuna dogru kan
glukoz diizeyleri DM grubuna gére 6nemli diisiis gosterdi. DM+A. arabica tedavi grubu
kan glukoz diizeyleri genel olarak DM+Glibenklamid grubuna gore artist anlamli
bulundu. Elde edilen bulgulara gore A. arabica ¢igek etanolik liyofilize ekstresinin
antihiperglisemik etkisinin oldugu goriilmistiir. Bulgularimizi destekleyen bir
calismada, STZ (30 mg/kg) ile diyabet olusturulan siganlarda 14 giin boyunca giinde tek
doz 400 mg/kg Achillea biebersteinii Afan ekstresi ile beslenilen siganlarin kan glukoz
diizeylerinde diisiis ve serum insiilin diizeylerinde 6nemli artis oldugu rapor edilmistir
(Ahmadi ve ark., 2017). Achillea bitki cinslerinin farmakolojik etkileri temel olarak
esansiyel yag, proaziilenler ve diger seskiterpen laktonlar, dikaffeoilkinik asitler ve
flavonoidlerden kaynaklandigi rapor edilmistir (Nemeth ve Bernath, 2008). Achillea
biebersteinii etanolik ekstrenin quercetin, rutin ve myricetin icermektedir (Hammad ve
ark., 2013). Myricetin diyabet ile iliskili Nrf2 ekspresyonunun azalttigi ve IKB/NF-xB
(P65) sinyal yolunu inhibe ederek DM ile iliskili bobrek yaralanmalarinin ve
disfonksiyonunun gelismesini ve ilerlemesini Onleyici potansiyeli oldugu rapor
edilmistir (Yang ve ark., 2019).

Cizelge 4.3’te gortldiigii gibi DM grubunda HbAlc, glukoz, trigliserit,
kolesterol ve LDL_c degerleri ile karaciger ve bobrek hasart biyomarkirlart 6nemli
oranda artarken tedavi gruplarin bu olumsuz tabloyu genel olarak kontrol degerlerine
cektigi goriilmistir. Bunlarla beraber DM+A. arabica grubunda LDL ¢ degeri en
diisik HDL c¢ degeri ise en yiiksek bulundu. Diyabet {iizerine yapilan g¢esitli
caligmalarda diyabetik sicanlarin glukoz, HbAlc, AST, ALT, LDH, ALP, kreatinin, iire
ve lipid profili parametrelerinden trigliserit, kolesterol ve LDL c¢ diizeylerinde artislar
goriilirken HDL c, insilin ve c-peptid diizeylerinde ise diislisler oldugunu
belirlemislerdir (Dogan ve ark., 2015; Dogan ve Celik, 2016). Achillea arabica veya
diger ismiyle Achillea biebersteinii bitkisinin antidiyabetik, antioksidan ve
antihiperlipidemik etkilerinin beraber degerlendirildigi ¢alisma bulunmamaktadir.
Ancak daha onceden Achillea arabica bitkisiyle ilgili yapilan bir c¢alismada; A.
biebersteinii Afan. bitkisinde hipoglisemik etki degerlendirilmis ve STZ ile diyabet
olusturulan ratlara A. biebersteinii Afan. bitki ekstresi uygulanmistir. A. biebersteinii

Afan. ekstre grubunun referans gruplara gore aglik kan seker seviyelerini diistirdiig,
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oral glukoz toleransimi iyilestirdigi, serum insiilin seviyelerini yiikselttigi ve
hiicrelerinin yenilenmesini arttirdigi rapor edilmistir (Ahmadi ve ark., 2017). Bir diger
caligmada; dimetoat (80 mg/kg) ile oksidatif stres olusturulan Gine domuzlarinda
Achillea biebersteinii bitki ekstresinin 50 ve 100 mg/kg dozlarda kullanim1 karaciger
hasar gostergelerinden AST, ALT ve ALP’yi 6nemli oranda diistirdiigii rapor edilmistir
(Al-Awthan ve ark., 2017). Bir baska ¢alismada CCl4 (1.25 mg/kg intraperitonal,ip) ile
oksidatif stres olusturulan siganlarda Achillea biebersteinii esansiyel bitki yagi (0.2
ml/kg ip) dozunun AST, ALT, GGT, ALP ve bilirubin ile lipid profili
parametrelerinden trigliserit, kolesterol ve LDL_C diizeylerini CCIl; grubuna gore
onemli oranda disiirdiigli;, HDL C’de ise artisa neden oldugu goriilmiistiir (Al-Said ve
ark., 2016).

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi karaciger ve bobrek MDA diizeyleri DM grubunda
diger gruplara gore Onemli diizeyde atis gosterirtken DM-+A. arabica ve
DM+Glibenklamid tedavi gruplarin lipid peroksidasyonunu onemli oranda diigiirdiigi
goriildii. Sekil 4.2°de ise GSH diizeyi karaciger dokusunda tedavi gruplarinda DM
grubuna gore Onemli diisiis gosterdi. Tedavi gruplarindaki MDA ve GSH diizeyi
arasinda zit korelasyon olmasi bitki ekstre igeriginin icermis oldugu maddelerin
antioksidan potansiyelinin olabilecegini gostermektedir. Oksidatif stres diyabet
komplikasyonlarmin ilerlemesinde dnemli rol oynadigi bilinmektedir. Hipergliseminin,
oksidatif stres kaynakli olusan hidroksil radikallerin (OH') hiicre ve organel zarlarindaki
fosfolipidlerdeki ¢ift baglara saldirarak lipid peroksidasyonuna neden olur (Saravanan
ve Pari, 2005; Dogan ve ark., 2015). STZ diyabet olusturulan siganlarin 21 giin sonunda
anestezi sonrasi alinan karaciger ve bobrek doku supernatantlarin MDA diizeyleri
kontrol grubuna gore onemli artig gosterdigi rapor edilmistir (Dogan ve Celik, 2016).
CCly ile oksidatif stres olusturulan siganlarda A. arabica esansiyel yagmin 0.2 ml/kg
dozlarda kullaniminin CCIl kaynakli karaciger hasarini 6nemli oranda disiirdiigii
goriilmistir (Al-Said ve ark., 2016). A. arabica bitkisinin lipid peroksiadsyonunu
engelleyici 0Ozelligi kesin olmamakla beraber igerdigi fitokimyasal bilesiklerin
antioksidan 6zelliginin bir sonucu oldugunu diisiiniiyoruz. Yapilan pek cok calismada
bitkilerin igermis oldugu fenolik bilesikler, yag asitleri, vitamin ve minerallerin

antioksidan etkisi sonucu serbest radikal olusumu baskilanarak diyabetin de i¢inde yer
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aldig1 pek cok hastaligin ilerlemesini geciktirildigi rapor edilmistir (Blaner, 2019;
Chukwuma ve ark., 2019; Surya ve ark., 2014).

Oksidatif stres diyabete bagli komplikasyonlarinin olusmasinda énemli rolii olan
ve hiperglisemide serbest radikal olusumunu artirarak endojen ve eksojen
antioksidanlarin etkisini azalttigi bilinmektedir (Dogan ve Celik, 2016). Viicudumuzda
Onemli in Vivo antioksidan enzimler bulunmaktadir. SOD, GPx, CAT, GST ve GR
enzimleri bunlardan birkagidir. SOD molekiiler oksijenin (O>) bir elektron alarak olusan
stiperoksid radikalinin (O2") hidrojen perokside (H,O,) katalizini spontan olarak
saglayan bir antioksidan enzimdir. H,O, diisiik konsantrasyonlarda glutatyon varliginda
GPx enzimi ile HO’ya ve GSSG doniisiirken; yiiksek konsantrasyonlarda ise CAT
enzimi ile H,O ve O;’ye dontismektedir. GST hiicre i¢i baglayict ve tasiyict rolii olan
detoksifikasyon etkili bir enzimdir. Katalitik olarak yabancit maddeleri GSH sisteine ait
-SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini nétralize eder ve {irliniin daha
fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini saglar (Dogan, 2015).

Calismamizdaki SOD, GPx, CAT ve GST enzim diizeyleri Cizelge 4.4’teki
gibidir. Elde edilen sonuglara gore; 21 giin boyunca A. arabica c¢igek liyofilize ekstre
verilen siganlarin hem karaciger hem de bobrek dokusu antioksidan enzim aktiviteleri
anlamli olmamakla beraber DM grubunda hafif diisiis (GST artis gosterdi) gosterirken
diger gruplarda hafif artiglara neden oldugu goriildii. A. arabica grubu karaciger GPx ve
CAT diizeyleri DM grubuna gore onemli artig gosterdi. Diger yandan bobrek GST
aktivitesi DM grubunda diger gruplara gore 6nemli artis gosterdi. Antioksidan enzim
aktivitelerindeki artis ve dislisler maruz birakilan stres sartlarinin dozuna ve siiresine
bagl olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Mukherjee ve arkadaslari (1998) STZ ile
diyabet olusturulan sicanlarin karaciger dokusu GST aktivitesinin kontrol grubuna gore
Oonemli artis gosterdigi rapor edilmistir. Benzer sekilde Sharma ve arkadaslar1 (2016)
tarafindan yapilan c¢aligmada, Tip2 DM hasta grubunun boébrek dokusunda GST
aktivitesinin kontrol grubuna gore ¢ok yiiksek oldugu ve bu durumun oksidatif strese
cevap olarak telafi edici bir mekanizmanin sonucu olabilecegi vurgulanmistir. STZ ile
diyabet olusturulan sigan pankreasinda SOD, CAT, GPx ve GST aktivitesi bakilmistir.
Elde ettikleri sonuca gore DM grubunun SOD enzim aktivitesi kontrol grubuna gore
degisim gostermemis; CAT, GPx ve GST ise kontrol grubuna goére onemli diisiis

gosterdigi rapor edilmistir (Adedara ve ark.,, 2019). STZ ile diyabet olusturulan
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sicanlarda DM grubu karaciger ve bobrek dokusu MDA ve GST diizeyleri kontrol
grubuna gore onemli artig gosterirken; CAT, GPx, SOD ve GR enzim aktiviteleri ise
kontrole gore oOnemli diislis gosterdi (Dogan ve ark., 2015). Yukarida verilen
caligmalarda da goriildigii gibi bakilan antioksidan enzim diizeylerinin kimi
calismalarda arttig1, kimisinde azaldigi veya degismedigi goriilmektedir. Calisma
bulgularimiz bu baglamda verilen literatiirlere benzerlik gdstermektedir.

A. arabica bitkisi monoterpen, seskiterpen, diterpen, triterpen, flavonoid,
lignanlar ve caffeolquinic asit tiirevleri (Marchart ve Kopp, 2003; Demirel ve ark.,
2014) ugucu yaglardan kafur, borneol ve 1,8-cineol ile ugucu olmayan b-sitosterol,
stigmasterol, seskiterpen laktonlar ve kersetin gibi flavonoid tipi bilesiklerden apigenin,
patulitrin, axillarin, kaempferol-3-O-galaktosit, luteolin-7-O-galaktosit ve 4,6-
dihidroksi-3-metoksiflavon-7-O-glukosidler icermektedir (Kupeli Akkol ve ark., 2011;
Susuz, 2010; Demirel ve ark., 2014). Bir diger c¢alismada A. arabica bitkisinin
hipoglisemik aktiviteye katkida bulunan fenolik bilesikler, flavonoidler, terpenoidler,
kumarinler, glikopeptid, alkaloitler, steroidleri i¢erdigi rapor edilmistir (Crozier ve ark.,
2009). Molekiiler docking ve in vitro yontemlerle Achillea biebersteinii Afan'dan ilag
adayr antikolinesteraz ve antioksidan etkili molekiillerinin arastirildign bir diger
caligmada bitkinin toprakiistii kisimlarindan quercetin-7-O-b-D-glukozit ve patuletin-7-
O-b-D-glukozit izole etmislerdir (Sevindik ve ark., 2015). Sekiz Achillea tiiriinde
esansiyel yag icerigi, flavonoid igerigi ve antioksidan aktivitenin karsilagtirildigi baska
bir caligmada A. biebersteinii en yiiksek esansiyel yag igerigine ve toplam fenolik
icerige sahip oldugu rapor edilmistir (Gharibi ve ark., 2014). Bitkinin icermis oldugu
maddelerin genel olarak antioksidan, anti-kanser, anti-bakteriyel, anti-gut, anti-
epimastigot, anti-kolinesteraz, anti-trombosit, anti-enflamatuar, anti-hiperglisemik ve
yara iyilestirici gibi pek ¢ok etkisinin oldugu rapor edilmistir (Ahmadi ve ark., 2017).

Bu ¢alismada ile defa STZ ile diyabet olusturulan siganlarda A. arabica bitki
cicegi liyofilize ekstresinin etkileri karaciger ve bobrek dokularinda; SOD, GPx, CAT
ve GST antioksidan enzimleri, GSH diizeyi ile lipid peroksidasyonu major iiriinii olan
MDA igerigi, pek c¢ok karaciger ve bdobrek hasar1 biyobelirte¢ parametreleri,
antihiperlipidemik ve diyabetle iliskili glukoz ve HbAlc parametreleri beraber
degerlendirildi. Elde ettigimiz sonuglara gére; A. arabica bitki ekstresi ile giinde tek
doz (400 mg/kg) ile 21 giin boyunca tedavi edilen diyabetik siganlarin kan glukoz ve
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HbAlc diizeyleri, MDA ve karaciger harabiyet parametre diizeylerini énemli oranda
diistirdiigii ve antioksidan enzim aktivitelerinin genel olarak kontrol degerlere ¢ekildigi
goriilmiistiir. A. arabica bitkisinin bu olumlu etkileri daha Onceki g¢alismalarda da
deginildigi gibi bitkinin igermis oldugu ugucu ve ugucu olmayan yag asitleri, fenolik
bilesikler ve ¢esitli vitamin/vitamin benzeri molekiillerin serbest radikalleri siipiiriicii,
lipid peroksidasyonunu engelleyici ve antioksidan etiklerinin bir sonucu olabilecegi
gibi; A. arabica bitkisinde bulunan kuersetin, rutin ve mirisetin gibi maddelerin
GLUT2’nin inhibe edilmesiyle ince bagirsagin glukozu hiicre icerisine almada azalma
ve GLUT4 gibi tasiyicilarin glukozu kas dokusunda depo edilme yoluna gidilmesi
dolasimdaki kan glukoz ve HbA ¢ diizeyinin diismesinin sebepleri olabilir.

Sonug itibariyle; A. arabica ¢igeginin etanol bazli liyofilize ekstrenin in vivo
calismayla antioksidan etkisinin yaninda antihiperglisemik ve antihiperlipidemik
etkisinin olabilecegi sonucuna varildi.

Bu calismadan elde edilen verilerden yola c¢ikilarak antidiyabetik,
antihiperlipidemik ve antioksidan etkileri belirlenen Hanzabel bitki cicegi lizerinde
yapilacak kanser, imminotoksik, norotoksik ve hiicre kiiltiirii diizeyindeki ¢aligmalara

onemli bir kaynak olusturabilir.
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