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OZET

Beyazpolat A, Deneysel Diyabet Olusturulan Ratlarda Ferula Rigidula Bitki Ekstraktinin
Hiperglisemi, Hiperlipidemi ve Pankreas Dokusu Oksidatif Sters Uzerine Etkiler, Van Yiiziincii
Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Ana Bilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2021. Bu ¢alismada Ferula rigidula’nin total fenolik ve flavonoid igerigi,
antioksidan aktivitesi ve letal doz belirlemesi yapildi. Diyabetik ratlarda, Ferula rigidula 'nin serum lipit
profili, pankreas dokusunun lipit peroksidasyonu, antioksidanlar ve histopatolojisi tizerine etkisi
aragtirild1. Bitkinin fenolik ve flavonoid madde miktar1 sirasiyla 22.37+0,60 ngGA/mg ve 16.87+2.60
ugKE/mg olarak belirlendi. DPPH serbest radikal stiptirme aktivitesi, standart olarak kullanilan BHT
ve a-TOC’dan yiiksek, BHA’ya yakin oldugu tespit edildi. CUPRAC yontemine goére antioksidan
aktivite, a-TOC’dan yiiksek, BHT ve BHA’dan diisiik oldugu belirlendi. Ferula rigidula ekstraktinin
LDsg degerinin 2000 mg/kg’dan yiiksek oldugu bulundu. Diyabet ¢alismasi i¢in 49 adet erkek Wistar
albino rat, kontrol, diyabet, diyabet+Ferula rigidula (250 ve 500 mg/kg), diyabet+glibenklamid (5
mg/kg), Ferula rigidula (250 ve 500 mg/kg) grubu olmak iizer yedi gruba (n=7) ayrildi. Diyabet
gruplarina STZ 45 mg/kg tek doz intraperitoneal ve Ferula rigidula ekstrakti ile glibenklamid 28 giin
gastrik gavaj ile uygulandi. Kontrol grubuna gére, diyabet grubunda, serum aglik kan sekeri, kolesterol,
trigliserid, HDL ve LDL seviyelerinin arttig1, insiilin seviyesinin azaldig tespit edildi (p<0.05). Diyabet
grubuna gore, aclik kan sekeri seviyesinin diyabet+Ferula rigidula 500 mg/kg grubunda, kolesterol ve
HDL seviyelerinin diyabet+Ferula rigidula 250-500 mg/kg ve diyabet+glibenklamid gruplarinda
azaldigi, insiilin seviyesinin ise diyabet+Ferula rigidula 500 mg/kg ve diyabet+glibenklamid
gruplarinda arttig1 saptandi (p<0.05). Kontrol grubuna gore, diyabet grubunda, pankreas dokusu MDA
seviyesinin arttigi, GSH seviyesinin ve CAT, GSH-PX, SOD enzim aktivitelerinin azaldig1 belirlendi
(p<0.05). Diyabet grubuna gore, diyabett+Ferula rigidula 250-500 mg/kg (500 mg/kg igcin GSH-PX
hari¢) ve diyabet+glibenklamid gruplarinda MDA seviyesinin azaldigi, GSH seviyesi ve CAT, GSH-
Px, SOD enzim aktivitelerinin arttig1 belirlendi (p<0.05). Histopatolojik analizde, diyabet grubunda
pankreas Langerhans adaciklarinda atrofik goriiniim ve nekrotik hiicreler oldugu belirlendi.
Diyabet+Ferula rigidula 500 mg/kg grubunda diyabetin pankreasin Langerhans adaciklari tizerindeki
histopatolojik etkiyi azaltmada etkili oldugu goriildii. Bu bulgular 1s18inda, Ferula rigidula ekstraktinin
klinik olarak kullanim olanaklarinin arastirilmasinin yararli olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, Diyabetes mellitus, Ferula rigudula, Oksidatif stres, Rat



ABSTRACT

Beyazpolat A, Effects of Ferula Rigidula Plant Extract on Hyperglycemia, Hyperlipidemia and
Pancreatic Tissue Oxidative Stress in Rats with Experimental Diabetes, Van Yiiziincii Yil
University, Institute of Health Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Department of
Biochemistry, Master's Thesis, Van, 2021. In this study, total phenolic and flavonoid content,
antioxidant activity and lethal dose of Ferula rigidula were determined. The effects of Ferula rigidula
on serum lipid profile, lipid peroxidation, antioxidants and histopathology of pancreatic tissue in
diabetic rats were investigated. The phenolic and flavonoid content of the plant was determined as
22.37+0.60 pgGA/mg and 16.87+2.60 pgKE/mg, respectively. It was determined that DPPH free
radical scavenging activity was higher than standard BHT and a-TOC and close to BHA. According to
the CUPRAC method, antioxidant activity was determined to be higher than a-TOC and lower than
BHT and BHA. The LDsp value of Ferula rigidula extract was found to be higher than 2000 mg/kg. In
this study, 49 male Wistar albino rats were divided into seven groups (n=7). These gruops are control,
diabetes, diabetes+Ferula rigidula (250 and 500 mg/kg), diabetes+ glibenclamide (5 mg/kg), Ferula
rigidula (250 and 500 mg/kg) groups. STZ 45 mg/kg was administered intraperitoneally to the diabetic
groups. Ferula rigidula extract and glibenclamide were administered to diabetic groups by gastric
gavage for 28 days. It was found that serum fasting blood glucose, cholesterol, triglyceride, HDL and
LDL levels increased and insulin levels decreased in the diabetic group compared to the control group
(p<0.05). Compared to the diabetic group, it was determined that fasting blood glucose levels decreased
in the adiabetic+Ferula rigidula 500 mg/kg group, and cholesterol and HDL levels in the
diabetes+Ferula rigidula 250-500 mg/kg and diabetes+glibenclamide groups. Insulin levels were found
to be increased in diabetes+Ferula rigidula 500 mg/kg and diabetes+glibenclamide groups (p<0.05). It
was determined that pancreatic tissue MDA level increased, GSH level and CAT, GSH-Px, SOD
enzyme activities decreased in the diabetic group compared to the control group (p<0.05). Compared
with the diabetes group, it was determined that MDA level decreased, GSH level and CAT, GSH-Px,
SOD enzyme activities increased in diabetes+Ferula rigidula 250-500 mg/kg (excluding GSH-Px for
500 mg/kg) and diabetes+glibenclamide groups (p<0.05). Histopathological analysis revealed atrophic
appearance and necrotic cells in pancreatic Langerhans islets in the diabetes group. It was observed that
the negative histopathological effects of diabetes on the Langerhans islets of the pancreas were reduced
in the Diabetes+Ferula rigidula 500 mg/kg group. According to these findings, it was concluded that it
may be beneficial to investigate the clinical usage possibilities of Ferula rigidula extract.

Keywords: Antioxidant activity, Diabetes mellitus, Ferula rigudula, Oxidative stress, Rat
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM) karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki
diizensizlikler nedeniyle meydana gelen metabolik bir hastaliktir. Insiilin hormonunun
salgilanmasinda, etkisinde ya da ikisinde beraber goriildiigii bozukluklardir. Halsizlik,
poliiiri, kilo kayb1, polidipsi, iyilesmeyen yaralar DM’un klinik bulgulari arasnda yer alir.
DM tokluk kan sekerinin 200 mg/dL veya aglik kan sekerinin 126 mg/dL iizerinde
olmasiyla olusur. DM Tip I ve Tip II diye 2’ ye ayrilir. Tip | diyabet, insiilin hormonun
olmadig1 durumlarda goriiliirken, Tip II diyabet insiilin hormonunun yetersizligi, insiilin

direnci veya insiilin reseptorlerinin az oldugu durumlarda meydana gelir.

Diyabet esnasinda meydana gelen hiperglisemi, nonenzimatik protein
glukozillenmesi ve glukozun otooksidasyonu sonucu serbest radikal miktar1 artmaktadir.
Normal sartlarda organizmada, serbest radikaller ve bu radikaller sonucu olusan oksidatif
yikima kars1 koruyucu ve onarici enzimatik olan katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz (GSH-R), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
enzimatik olmayan vitaminler, folik asit gibi antioksidan savunma sistemleri

bulunmaktadir.

Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde serbest radikallere karsi siipiiriicii 6zellige
sahip antioksidanlar ile oksidanlar arasindaki dengenin bozulmasidir. Diyabetin
etiyolojisinde ve ilerlemesinde oksidatif stres 6nemli rol oynar. Diyabetteki oksidatif
stresten, nitrik oksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, siiperoksit radikali ve gegis

metalleri sorumlu tutulmaktadir.

Diinyada bir¢ok yerde farkli tiirden bitkiler, diyabetin tedavisinde geleneksel
metodlarla kullanilmaktadir. Bu metodlarin bir kismi bilimsel ¢evrelerce gbz Oniinde
bulundurulmakta ve Diinya Saglhk Orgiiti (WHO) bu metodlar1 desteklemektedir.
Diyabet hastalarinin % 30 kadarmin tibbi bitkiler ve bunlarin friinleri (gida ve

takviyeleri) ile tamamlayici ve alternatif tip ile tedavi edildigi bilinmektedir.

Ulkemizde, antioksidan ve antihiperglisemik o6zelliklere sahip Apiacea
(Umbelliferae) ailesinden olan bitkiler, diyabete kars1 yaygin sekilde kullanilmaktadir.



Ferula L. Apiaceae familyasinin {igiincili en genis cinsidir ve 180-185 tiirli vardir. Dogu
ve Orta Anadolu daglarinda yetisen F. rigidula tiirii halk arasinda siyabo adiyla bilinir.
Cigekleri sar1 olup, boyu 70-100 cm civarindadir. Yapraklart Van’da hazirlanan otlu
peynire konulmaktadir. Halk arasinda F. rigidula bitkisi diyabet tedavisinde

kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada F. rigidula bitkisinin kok tistii etanol ektratinin antioksidan aktivite,
toplam fenolik ve flavonoid miktar tayinleri ile akut toksisite ¢alismasi yapildi. Daha
sonra STZ kullanilarak olusturulan deneysel diyabette F. rigidula ekstraktinin serum
aclik kan sekeri (AKS), insiilin, kolesterol, trigliserit, HDL, LDL, pankreas dokusu lipit
peroksidasyonu, antioksidanlar ve histopatolojisi lizerine etkinligi ¢calisilarak, geleneksel

tedavinin bilimsel gegerliligi ortaya konuldu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreasin Yapisi

Pankreas, sindirimde gorev alan hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyona sahip
dokudur. Protein, karbonhidrat ve lipit metabolizmalarinin diizenlenmesinde gorev alan
glukagon ve insiilin hormonlarini salgilar. Ekzokrin doku duodenuma sindirim sivilarini
ve Langerhans adaciklari ise insiilin ve glukagon hormonlarini kana salgilar. Endokrin
doku ise bunlardan meydana gelir (Guyton ve Hall, 2007; Baysu Sozbilir ve Baysu,
2008).

Pankreatik polipeptit
Pankreatik kanal hiicrest

Somatostatin lireten

Insilin tireten Beta hucresi Delta hiicresi

Glukagon tireten
Alfa hitcrest

Sekil 1: Pankreas (Guyton ve Hall, 2007).

Langerhans adacigi, morfolojik ve boyanma 6zellikleri birbirinden farkl: alfa, beta
ve delta hiicre tiplerini barindirir. Adaciklarin ortasinda yer alan beta hiicreleri tiim
hiicrelerin % 60’1n1 olusturur. Beta hiicreleri insiilinin yaninda, gérevi tam bilinmeyen
amilin _hormonunu, tim hiicrelerin % 25’ini olusturan alfa hiicreleri glukagon
hormonunu, tim hiicrelerin % 10’unu olusturan delta hiicreleri ise somatostatin
hormonunu salgilarlar. Son olarak, az sayida bulunan pankreatik polipeptit hiicreleri,
gorevi tam olarak tespit edilmeyen pankreatik polipeptit isimli homonu iiretir (Guyton ve
Hall, 2007).



2.2. insiilin

Enerji metabolizmasi, substrat seviyelerine cevaben salgilanan insiilin ve
glukagon hormonlarinin eylemleri ile diizenlenir. Dokularin enerji miktarini gerekli
seviyede tutan en 6nemli hormon olan insiilin, latincede ‘ada’ anlamina gelir ve beta
hiicreleri tarafindan iiretilir. Insiilin A ve B zinciri diye bilinen iki polipeptid zincirden
olusur. A zinciri birbirine iki disiilfit bagi ile baglanan 21 aminoasitten meydana gelirken

B zinciri 30 amino asitten ibarettir (Ferrier, 2015).

A zinciri

GLY L ILE RVAL AGLUAGLNACYSACYSATHRASERAILE ECYSASERALEUATYRAGLNALEUAGLURASNATYRACYSAASN

B zinciri

PHE. VAL | ASN! GLN' HIS ' LEU CYS/ GLY  SER HIS | LEU" VAL | GLU! ALA| LEU TYR' LEU VAL ' CYS' GLY GLU! ARG GLY PHE!PHE' TYR' THR PRO LYS ' THR

Sekil 2: Insiilin hormonunun yapis1 (Giirdél ve Ademoglu, 2014).

Biyosentezi

Ribozomda preprohormon olarak sentezlenen insiilin, 23 amino asitlik hidrofobik
pre boliimii molekiiliin endoplazmik retikulum sisternasina yonlendirerek ayrilir. A ve B
zincirlerini birbirine baglayan disiilfit baginin olusumu 31 amino asitlik C zinciri yapar.
Sekretuvar graniillerde depolanir, proinsiilin golgiye taginir. Proinsiilinlerin % 95’1 tekrar
insiiline doniisiir. Graniilde ¢inko minerali ile birlesen aktif insiilin ve proinsiilinler
hekzamer yap1 meydana getirir. Insiilin gdrevi goren proinsiilin, aktivite olarak insiilinden

% 5 daha az aktiftir (Giirdol ve Ademoglu, 2014).
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Sekil 3: Insiilinin biyosentezi (Giirddl ve Ademoglu, 2014).

Insiilinin karbonhidrat metabolizmas iizerine etkisi

Depolanma olaymi baslatma 6zelligine sahip insiilin, bu 6zelligini ilk basta
karaciger, kas ve yag dokularinda kullanir. insiilin salinimiyla, hiicre membran iistiindeki
glukoz tastyicilarinin (GLUT-4) miktarinda artma goriliir. Kan glukozunun karaciger ve
kas hiicrelerine gegmesini bu artan glukoz tastyicilari saglar. Bu nedenle glikojen sentezi
artmis olur. Diger yandan karacigerde glikojenoliz ve glukoneogenezi inhibe eden insiilin

glukoz tliretimini azaltir (Ferrier, 2015).
2.3. Diyabetes Mellitus (DM)

Diyabetes mellitus’un tanimi ve epidemiyolojisi

Diyabetes mellitus (DM), salgilanan insiilin miktarinin yoklugu veya insiilin
direnci sebebiyle protein, yag ve karbonhidrat metabolizmalarinin bozulmasina neden

olan bir sendromdur (Guyton ve Hall, 2007).

Her gecen giin DM hasta sayisinda artig goriilmektedir. Diinya genelinde DM
hasta sayis1 1985 yilinda 30 milyon iken bu sayr 2015 yilinda 415 milyona kadar
ulagsmistir. Bu saymin 2040 yilinda 642 milyona ulagsmasi 6n goriilmektedir. Tiirkiye’de
ise bu saymin gliniimiiz itibari ile 7 milyona ulastig1 belirtilmektedir. Bunun yaninda 2035

yilinda bu saymin 12 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Bu artigin bir¢ok nedeni



vardir. Bunlara beslenme sekillerindeki degismeler, fiziksel aktivite yetersizligi, gesitli
ekonomik, sosyal ve kiiresel egilimler, gelisimsel ve genetik yatkinlik gibi nedenler 6rnek
gosterilebilir (Muslu ve ark., 2017).

Diyabetes mellitus’un tam Kkriterleri

Kabul edilen 3 tan1 kriteri vardir (Kuzuya ve ark., 2002; Server, 2006).
1. Kilo kaybi, polidipsi ve poliiiri benzeri klinik bulgular oldugunda, planlanmamis bir
zaman diliminde alinan kanda, plazma glukoz miktar1 200 mg/dl (11,1 mmol/l) ya da
daha fazla olmas.
2. 8 saat aglik sonrasi plazmada 126 mg/dl ve tstii ¢cikan deger.
3. Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) dl¢limiiniin 2. saatinde plazma glukoz miktarinin

200 mg/dl’den fazla olmasi.

Bu kriterlerden sadece bir tanesinin olmast DM tanis1 koymak icin yeterlidir.
Aclik plazma glukoz miktar1 (APG) 100 mg/dl’nin daha asagisinda bir degerde olursa
normal kabul edilir. APG seviyeleri 100-126 mg/dl arasinda olursa bozulmus aglik
glukozu diye isimlendirilir. Teshisinde OGTT yontemi uygulanir. 75 g glukoz ile yapilan
OGTT uygulamasinda 2. saat glukoz miktar1 140 mg/dl’den daha kiigiik degerlerde olursa
diyabet olarak kabul edilmez. Eger bu deger 140—200 mg/dl araliginda olursa bozulmus
glukoz toleransi (Impaired Glucose Tolarence, IGT) olarak kabul edilir (Ural, 2016).

Glikozillenmis hemoglobin olarak bilinen glukozile hemoglobin (HbA1c),
hemoglobinin glikozla olusturdugu ve glikoz konsantrasyonuna bagli olarak miktar
degisen bir bilesiktir. HbAlc diyabetli hastalarda retrospektif olarak uzun vadeli glikoz
kontrolii i¢in gereklidir. Bu nedenle yaygin kullanimi vardir. Diyabetli hastalarda uzun
vadeli glikoz diizeyinin gosterilmesinde temel indeks HbA 1c diizeyidir (Cift¢i Yegin ve
Mert, 2013)

2.3.1. Diyabetin tedavisi

Oral antibiyotikler ve disaridan alinan insiilin disinda, egzersiz, beslenme sekilleri
ve diyabetli yasam egitimi diyabetin tedavisinde o6nemli yere sahiptir. Diyabet

tedavisindeki amag, viicuttaki metabolik dengeyi saglamaktir. Boylece kisa donem



goriilen diyabetik ketoasidoz ve hipoglisemi ile uzun donemde goriilen nefropati,
noropati, retinopati gibi komplikasyonlar1 azaltilir veya tamamen ortadan kaldirilir.

(Colak, 2012).
Glibenklamid ve etki mekanizmasi

Diyabet tedavisinde aktif olarak kullanilan glibenklamid gibi oral antidiyabetik
ilaglar, tip II diyabette ilk donemlerde kan sekerini diisiirmek igin kullanilmaktadir. Bu
ilaglarin yetersiz oldugu durumlarda tedaviye ek olarak ya insiilin eklenir ya da oral

antidiyebetik ilaclarin kullanimlar1 sonlandirilarak insiilin tedavisine devam edilir (Erol,

2003).

Glibenklamid siilfoniliire ila¢ grubunda yer alir. Kimyasal ajanlar ile indiiklenerek
meydana getirilen deneysel diyabette kullanilan bir ilagtir (Attanayake ve ark., 2015).
Beta hiicrelerden insiilin sekresyonunun uyarilmasi siilfoniliirelerin birinci etkisidir.
Siilfoniliireler, beta hiicre zarinda spesifik hiicre reseptorlerine baglanir. Bu reseptorlerin
var oldugu alan, hiicre plazma zarinda ATP’ye bagimhi K* oldugu bélgedir. Siilfoniliire
spesifik reseptoriine baglaninca ATP’ ye bagimli K kanallar1 kapali hale gelir. Beta
hiicresinin K* gegirgenliginde bir miktar azalma, zar1 depolarize hale getirir ve boylece
voltaja bagimli Ca™ kanallar1 agik duruma gelerek hiicre igine daha fazla Ca™ girmesini
saglar. Boylelikle hiicre i¢i Ca™ miktarinda artma goriiliir. Hiicre i¢inde artan Ca™
kalmoduline baglanarak sekretuar graniillerdeki insiilinin eksozitoz yoluyla sekresyonuna

yol agar (Bayraktar, 2001).

2.4. Streptozotosin (STZ)

Streptozotosin (STZ), Streptomyces achromagenes isimli bir mantar tiiriinden
elde edilir. Yap1 olarak glukoza benzeyen alkilleyici bir kemoterapotiktir. Ayrica
nitroziire grubuna sahiptir (Mythili ve ark., 2004). Neoplastik, antineoplastik ve
diyabetojenik 6zelliklere sahip bir antibiyotiktir. STZ nin pH’s1 4-4.5 arasinda stabildir.
Bundan dolay1 STZ soliisyonu uygulama yapilmadan 6nce pH’s1 4 olan sitrat tampon
yardimiyla hazirlanir. Isiktan etkilenen STZ, kullanilincaya kadar -20 °C’de karanlik

ortamda saklanmalidir ya da hemen uygulanmalidir (Pari ve ark., 2017).



Sekil 4: STZ’ nin kimyasal formiilii (Colak, 2012).
2.4.1. STZ’nin etki mekanizmasi

Yapisinda glukoz olmasi dolayisiyla pankreas beta hiicrelerine GLUT-2 yoluyla
alman STZ, hiicre i¢ine alindiktan sonraki ilk etkisi beta hiicrelerinin glukoza cevaben
insiilin  salimmim1  engelledigi  diisiiniilmektedir (irer ve Alper, 2004). STZ
uygulamasindan 2 saat gegtikten sonra insiilin seviyesi azalir dolayisiyla kandaki glukoz
seviyesi artar. Bu etki ise ikinci etki olarak diisiiniilmektedir. Bu siiregten sonra beta
hiicreleri kalici hasara ugrar ve bu nedenle var olan insiilin kana karisir. Boylece
hipoglisemi ile deneysel DM olusur. Bu iiclincli asama olarak diisliniilmektedir. STZ,
insiilin sekresyonu ve ile sentezi beraber, glukozun oksidasyonunu da bir miktar diisiiriir

(Kurcer ve Karaoglu, 2012).

STZ pankreas beta hiicrelerinin DNA’sina etki eder. STZ’nin hiicre i¢inde
nitroziire gruplarinin degisim sonrasi reaktif karbon iyonlari olusur. Bu iyonlar DNA
bazlarina etki ederek alkilasyona sebep olur. Alkilasyon olustuktan sonra meydana gelen
DNA tamirinde goérev alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), nikotinamid adenin
diniikleotidi (NAD) kullanarak NAD’1 tiiketir ve ATP miktarin1 diisiiriir. Beta
hiicrelerindeki enerji depolarinin kullanilmas1 nekroz olugmasma sebebiyet verir.
Hiicrede nitrik oksitin (NO) serbest kalmasina sebep olabilen STZ, bundan dolayt DNA
ayrilmasina da neden olabilir. STZ, oksidan 6zellige sahip olmasi dolayisiyla, ksantin
oksidaz sistemini aktif hale getirerek, hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikallerinin
(OH®) olusmasin1 bir miktar arttirir (Pabbidi ve ark., 2008).



2.5. Serbest Radikaller

Dis orbitallerinde ortaklasmamis elektronu olan bilesiklere serbest radikaller
denir. Zararli kimyasallar, ilaglar, radyasyon gibi ¢esitli etmenler sonucu olusabilecegi
gibi metabolik olaylar sonrasi da ortaya ¢ikabilir. Son yo6riingelerinde tekli elektron vardir
ve bu sebeple bir elektron alma egilimindedirler. Dolayistyla kisa dmiirlii ve kararsizdirlar
(Giirdol ve Ademoglu, 2014).

Aerob organizmalarda oksijen ¢ok onemlidir. Atmosferde bulunan sinirlarda
olmasi ve hassas dengeli savunma sistemlerinin valigindan dolay:1 toksik etkisinin
verecegi zarardan etkilenmeden kullanilmaktadir. Iki oksijen atomundan meydana gelen
oksijen molekiilii, ayn1 spin kuantum sayilarina sahiptir. Fakat farkli orbitallerde bulunan
iki elektrondan olustugu i¢in biradikal olarak ifade edilir. Aktif bir bilesik olmamasina
ragmen iyi bir oksitleyicidir. Bu durum iki yar1 bos orbitalini doldurmak igin ayni
olmayan bir atom ya da atom grubundan orbitallerindeki elektronlara ters spinli iki
elektron almasi ile agiklanabilir. Oksijen molekiiliindeki elektronlarin spinlerinin ayni
olmasi dolayisiyla alacakar1 iki elektronda ayni olmalidir. Fakat orbitallerde bulunan
spinlere ters olmalidir. Boyle bir durumda oksijen molekiiliine ayni spinli elektronu
aktarabilecek molekiil veya atom olamaz. Nedeni ise bu elektronlar birbirine ters spinli
olarak eslesmistir. Bu yilizden oksijen molekiilii bir tiir spin kisitlamasi sebebiyle
aktivitesinin biiyiik bir kismini kaybetmistir. Elektronlarin teker teker alinmasiyla oksijen
molekiiliiniin spin kisitlama durumu asilabilir. Buradaki elektronlar birgok maddeyle
karsilanabilir. Bu olaylar esnasinda demir ve bakir gibi degisken degerlikli metaller
onemli gorev tstlenir. NADH ve FADH: gibi bilesiklere ait elektronlar hiicrede enerji
ithtiyacin1 karsilarlar. Mitokondride bulunan elektron tasima sistemindeki elemanlar
yoluyla oksijene aktarilirlar. Elektron tasima sistemleri ve bir¢ok oksijenazin ve oksidaz
aktif boliimlerinde demir ve bakir vardir. Oksijen suya doniisiirken her bir elektron
aktarma olay1 esnasinda olusan her bir serbest radikal, sitokrom oksidaz enziminin aktif
bolgesine baglanir ve bu arada olusmus radikaller disar1 aktarilmamis olur (Baysu

Sozbilir ve Baysu, 2008; Giirdol ve Ademoglu, 2014).

Oksijen hayatin devamliligi i¢in ¢ok Onemlidir. Viicutta harcanan oksijen

molekiiliiniin % 1-3 reaktif oksijen tiirlerine (ROS) doniisiir. Metabolizma birgok toksit



maddeye maruz kalir. ROS ve reaktif nitrojen (RNS) en ¢ok 6ne ¢ikan toksik tiirlerdir
(Hamamcioglu, 2017).

Genel olarak azot ve oksijenden dolay1 olusan serbest radikaller bir¢ok hiicresel
fonksiyonun ger¢eklesmesiyle olusur. Siiperoksit (02°*), peroksil (ROO*®), alkoksil
(RO?*), hidroksil (HO?®), azot dioksit (NO2) ve nitrikoksit (NO) radikallere 6rnek olarak
verilebilir. Bu radikallerden en reaktif olan1 HO® radikalidir. Cok fazla zararli olmayan
reaktifler ise O2* ve H2O.’tir. Demirin Kkatalitik 6zelligiyle hidroksil reaktifine basit bir
sekilde doniisebilirler (Giribabu ve ark., 2014).

2.5.1. Serbest radikallerin lipitlere etkisi

Serbest radikaller reaksiyonel yapiya sahip olduklari igin hiicreyi olusturan
bilesenleri tehdit ederler. Lipitler basta olmak tizere niikleik asitler ve proteinler ile

reaksiyona girerler (Giird6l ve Ademoglu, 2014; Karabulut ve Giilay, 2016a).

Hiicre zarimin yapisindaki lipitler, serbest radikallere kars1 fazlasiyla hassastir ve
lipitlerle etkilesime girerler. Membran lipitleri peroksidasyonu devaminda lipid peroksit
radikali, alkil radikali ve lipid aldehit benzeri peroksidasyon triinleri meydana gelir ve
hiicre fonksiyonlar1 zarar goriir. Lipit peroksidasyonu sonucu malondialdehit (MDA)
olusan tiiriinlerden biridir. MDA, membran yapi elemanlarina tesir ederek, membran
ylizeyinde var olan bilesiklerde ¢apraz bag meydana gelmesine sebebiyet verir. Membran
gecirgenliginin ve akiskanlik 6zelliklerinin bozulmasi, enzim aktivitelerinde degisimlere
sebep olur. Boylece hiicre islevlerini yerine getiremez hale gelir. MDA seviyesi oksidatif
stres belirlemede 6nemli bir parametre olarak kullanilir (Dotan ve ark., 2004; Celikezen

ve Ertekin, 2008; Roy ve ark., 2016).

2.6. Antioksidanlar

Serbest radikallerin olugsmasini engelleyen veya olusmus serbest radikalleri etkisiz

hale getiren maddelere antioksidan denir (Karabulut ve Giilay, 2016a).
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Antioksidanlarin siiflandirilmasi

Endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilan antioksidanlar, serbest radikalleri devre
dis1 birakarak viicudu serbest radikallere karsi korurlar. Endojen antioksidanlar,
enzimatik ve nonenzimatik olarak ikiye ayrilirlar. Enzimatik olan antioksidanlar GSH-
Px, CAT, GSH-R ve SOD’dir. Nonenzimatik antioksidanlar ise GSH, melatonin, ferritin,
seruloplazmin, o tokoferol, transferin, iirik asit, albumin ve bilirubin gibi maddelerdir.
Eksojen antioksidanlar ise antioksidan vitaminler ve ilaglardir. Antioksidan vitaminler -
karoten (vitamin A), askorbik asit (vitamin C), folik asit (vitamin B9) ve a-tokoferol

(vitamin E) gibi vitaminlerdir (Karabulut ve Giilay, 2016b).
Siiperoksit dismutaz (SOD)

Antioksidan savunmanin ilk evresi siiperoksit dismutazdir. Dokularda meydana
gelen siiperoksid radikalinin (O2*7), hidrojen perokside (H20.) dismutasyonunu
katalizler. Bundan dolay1 hem hiicre i¢inde hem de hiicreler arasinda meydana gelen
stiperoksid belirli seviyelerde kalir. SOD hem hiicreler arasi sivida hem de hiicrede
aktivite 6zelligi olan bir enzimdir. Cok énemli 6zeliklerinden bir tanesi de hiicreler arasi
stvida oksijen radikallerini zarar vermeyecek duruma getirmesidir. Bu 6zellige sahip tek
enzimdir. SOD ii¢ farkli formda varlik gésterir. Cu ve Zn igeren sitozolde ve ekstraseliiler
stivida, Mn igeren ise mitokondride aktivite gosterir. Ekstraseliiler bolgede aktiviteye
sahip olan SOD, 6ncelikli olarak ekstraseliiler matriks ve hiicre yiizeyinde bulunur. SOD
aktivitesi daha ¢ok oksijenin kullanildigi dokularda bulunur (Breimer, 1991; Akkus,
1995; Raha ve Robinson, 2000).

SOD

202-. + 2H+ —_ H202 + Oz

Katalaz (CAT)

Katalaz, bir hemoproteindir, dort adet hem grubuna sahiptir. H>O> benzeri
molekiillere karsi etkili bir enzimdir ve peroksizomlarda ¢ok fazla aktivite gosterirken
mitokondride daha az aktivite gosterir. Biiyiik yapidaki lipid hidroperoksitlerine etkinlik
gostermez. Hidrojen peroksidi oksijen ve suya doniistiirmekte gorev alir. Hidrojen

peroksit c¢ok tehlikeli radikallerden OH® radikalinin {iretilmesinde onde gelen bir
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maddedir. Bir radikal olmamasina ragmen bu sebepten dolay: tehlikelidir. Karaciger,
kemik iligi, kan, bobrek ve miik6z membranda yiiksek seviyede mevcuttur. Hiicredeki
solunum patlamasina karsi koruyucu bir rol iistlenir (Raha ve Robinson, 2000;

Scandalios, 2002).

2H,0, —ATs 21,0 + 0,

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ile lipid peroksit molekiillerinin
pargalanmasini Katalizler. GSH-Px, H>O2’ nin diisiik konsantrasyonlarinda aktiftir.
Fagositik hiicrelerde, solunum patlamasi sonucunda ortaya ¢ikan serbest radikallerin,
membran lipidlerinde meydana getirecegi oksidasyona kars1 korur. H202’den OH®
radikalinin meydana gelmesini engelleyerek oksidatif hasara karsi korur. GSH’y1 elektron
kaynagi olarak kullanarak, hidroperoksitleri metabolize eder. GSH-Px eritrositlerdeki
etkili antioksidan enzimdir. GSH-Px aktivitesinde bir yavaglama meydana gelirse
hidrojen peroksit miktarinda artisa ve hiicre hasarina yol acar (Breimer, 1991; Gutteridge,
1995; Adam ve ark., 2002).

GPx
H,O, + 2GSH ——> GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH ——» GSSG + ROH + H,O
Glutatyon (GSH)

Glutatyon, glisin, glutamik asit ve sisteinden olusan bir tripeptittir. En nemli non-
enzimatik antioksidan olan GSH, proteinlerin oksidasyonunu engellemek igin, rediikte
halde tutulup, yapilarina gelebilecek herhangi bir zarara engel olur. Boylelikle protein
yapili enzimlerin ve proteinlerin aktivasyonunu korur. GSH’ nin 6nemli gorevlerinden
biride hemoglobinin oksitlenme sonucu methemoglobine doniismesini engellemektir.
Ayrica lens proteinlerini oksidasyonlardan, eritrositlerin membranlarin1i H202’den
kaynakli hasarlardan, 16kositleri fagositoz olaylarinda rol alan oksidan yapilara karsi

korur. H202’den OH* radikalinin olusumunu 6nlemek i¢in GSH-Px araciligiyla GSH’dan
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H202’e elektron aktarilir ve GSH oksitlenir. Okside glutatyon (GSSG), GSH’ya, GSH-R

enzimi vasitastyla tekrar dontistiiriiliir (Karabulut ve Giilay, 2016b).
Flavonoidler

Flavonoidler, furan ve fenolik halkalardan meydana gelen benzo-y-furan
tiirevleridir. Ayn1 zamanda diisiik molekiil agirlikli, dnemli antioksidan 6zelligine sahip
en genis bitki fenolikleri grubudur. Dogada ¢ogu ¢icek, kok ve yaprakta bulunan 4000’
den fazla falavonoid tiirii bulunmaktadir. Cay, sarap, meyve ve sebzede fazlaca
bulunmaktadir. Aromatik halkalara bagli olan ve antioksidan aktivitelerini belirleyen
birgok fenolik hidroksil gruplari bulundururlar. Flavonoidler reaktif oksijen tiirlerini
bulunduran diger prosesleri azaltma ve lipit peroksidasyonunu engeleme O6zelliklerine

sahiptirler (Ozeng, 2011).
Fenolik asitler

Fenolik asitler bitkilerde c¢ok miktarda bulunurlar ve diger ismi fenil
praponoidlerdir. Hidroksisinnamik ve hidroksi benzoik asitlerini i¢ceren fenolik asitlerin,
¢ogunu hidroksi sinnamik asitleri olusturur. Hidroksisinnamik asitler ferullik asit, kafeik
asit, o- kumarik asit halinde bitkisel iirinlerde fazlaca bulunur (Balasundram ve ark.,
2006). Hidroksibenzoik asit ise bitkisel iiriinlerinde az miktarda bulunan, yapilarinda

hidroksi ve metoksi gruplari igeren asitlerdir (Saldamli, 2007).
2.7. Oksidatif Stres

Viicuttaki mevcut antioksidan savunma sistemleri ile hiicrelerdeki lipidlerin
peroksidasyonuna sebep olan radikal olusumu arasindaki dengenin bozulmasina oksidatif
stres denir. Oksidatif stres ile hiperglisemi arasinda yakin bir bagin oldugu bazi ¢aligmalar
ile desteklenmistir (Baldiserra ve ark., 2017).
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OKSIDATIF DOKU
STRES HABARI

ANTIOKSIDATIF
DURUM

DOKU
TAMIRI

Sekil 5: Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile antioksidan (AO) tiirleri arasindaki denge
(Chapple ve Matthews, 2007).

2.7.1. Diyabet ve oksidatif stres

Diyabetes mellitusta ROS olusumu {i¢ sekilde agiklanir (Bonnefont-Rousselot,
2002; Colak, 2012).

a. Glukozun otooksidasyonu

Gegis elementleri yardimiyla glukozdan siiperoksit ve ketoaldehit meydana gelir.
0.*, H20:2 ve son olarak reaktivitesi ¢ok yiiksek olan OH® radikaline doniigiir. Hiicrede
meydana gelen glukozun oksidasyonu, NADH olusumuna sebep olur. NADH elektron
tasima sisteminde ATP iretimi amaciyla kullanilir. ATP d{iretimi asamasinda O>°
radikalleri meydana gelir. Yiiksek glukoz konsantrasyonu durumunda O* radikal

olusumu artar.

b. ilerlemis glikasyon son iiriinleri (AGE) olusumu ve proteinlerin
glikasyonu

Yiiksek konsantrasyonu olan glukoz, DM durumunda proteinlere nonenzimatik
reaksiyon verir. Bu proteinler molekiiler oksijene elektron verir ve ROS meydana
getirirler. Glukozun proteinlerle meydana getirdigi bu reaksiyonlar sonucunda, daha

olagan yapili amadori iirinler meydana gelir. Amadori iriinler sonrast AGE meydana
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gelir. Vazokonstriksiyonun artmasi ve dolayisiyla endotel hasarina sebep olma, protein
yapt ve fonksiyonlarint bozma, serbest radikal olusturma, AGE reseptorleri yoluyla
oksidatif stresi arttirma ve bu yolla niikleeer faktor kapa B (NFkB) benzeri transkripsiyon
faktorlerini aktif duruma getirerek gen ekespresyonunu arttirma gibi sonuglar, AGE’nin
istenmeyen sonuglart arasindadir. AGE reseptorleri araciligiyla artan ROS olusumu,
AGE’ nin bir miktar artmasina neden olur. Protein kinaz C (PKC) aktivitesi, AGE ve
ROS miktar1 ile orantilidir. PKC’nin aktif durumda olmasi damar kan akisi ve
permeabilite ile hiicre biiylimelerinde etkili oldugu gibi vaskiiler komplikasyonlarda da

Onemlidir.
c. Poliol yol

DM, poliol yoluyla sorbitol olusumuna sebep olur. Reaksiyon mekanizmasinda
gorev alan aldoz rediiktaz enzim aktivitesi igin NADPH gereklidir. Yiiksek glukoz
konsantrasyonu durumunda sorbitol miktar1 arttigindan, NADPH miktarinda hizli bir
azalma meydana gelir. NADPH enzimatik antioksidan mekanizmasinda aktif rol alir. Bu
ylizden NADPH miktarinin yetersiz oldugu durumlarda, antioksidan mekanizmasini

olumsuz yonde etkiler.

Glikasyondan sonra olusan serbest radikaller, insiilin gen transktripsiyonunu
olumsuz yonde etkiledigi gibi beta hiicre apoptozuna sebebiyet verir. Insiilin
reseptOrlerinin insiiline karsi afinitelerini serbest radikallerin artmasina bagli olarak

azalir.

Diyabet ile meydana gelen oksidatif stres, membran lipid peroksidasyonuna sebep
olur ve lipid igerigi degiskenlik gosterdiginden membran gegirgenliginde azalma
meydana gelir. Bunun yaninda Na*/K* ATPaz aktivitesinde azalmaya yonelik degiskenlik
s6z konusudur. Diyabet sirasinda lipidler ve proteinler oksidasyona ugramaktadirlar.
Gergeklesen her iki oksidasyon sonucu proteinlerde karbonil gruplarinda artis oldugu
gozlenmistir. Karbonil artis1 sadece diyabet nedeni ile olmaz, hiperlipidemi ile birlikte
oksidatif stres kaynakli diger metabolik bozukluklar sonucunda oOrtaya ¢ikar.

Hiperglisemi’de ylikselme gosteren karbonil miktari, vaskiiler hasarlara sebebiyet verir.
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2.8. Apiaceae Familyasi

Apiaceae familyasi; 1liman iklimin etkin oldugu alanlarda, 6zellikle de Asya
kitasinda yayilma gosterir, 464 cinsi i¢inde barindiran biiyiik bir familyadir (Pimenov ve
Leonov, 2004). Tiirkiye’de, 100 cinsi vardir. Bunlardan Apiaceae familyasinin 527
tiiriiniin 187’si endemiktir. Bununla birlikte ilkemizde, Apiaceae familyasina yeni veriler

ve diizenlemeler yapilmaktadir (Duran ve ark., 2015).

Apiaceae familyasina ait farkli bitki tiirleri, lilkemizde ve diinyada, yorelere ait
yoresel olarak cok farkli hastaliklardan korunmada ve bu hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Arituluk ve ark., 2016). Genellikle diyabet hastaliginin tedavisinde bu
familyaya ait bazi1 bitkilerin, yapilan bilimsel ¢alismalarla etkili olduklari tespit edilmistir
(Yanardag ve ark., 2003; Jagtap ve Patil, 2010; Akhlaghi ve ark., 2012; Abou Khalil ve
ark., 2016; Ozdek, 2017).

2.8.1. Ferula rigidula

Ferula L. Apiaceae familyasinin {igiincii en genis cinsidir ve 180-185 tiire sahiptir.
Tiirler gogunlukla Orta ve Gliney Bat1 Asya’da yayilis gosterir. Ayrica Uzakdogu, Kuzey
Hindistan ve Akdeniz Havzasina kadar da yayilim gostermektedirler. Genel olarak daglik
bolgelerde yetisen Ferula tiirlerinin bir kismina da ¢6llerde rastlanabilmektedir. Eski
Sovyet Sosyalist Cumbhuriyetler Birligi (SSCB) iilkelerinde 94, Pakistan’da 15,
Hindistan’da 19, Cin’de 25, Kuzey Himalayalarda 19, Suudi Arabistan’da 4 ve Iran’da
32 tiir yetistigi bildirilmektedir (Yaqoob ve ark., 2016).

Anadolu’da Ferula bitkisi halk arasinda kok ve yapraklar afrodizyak etki ve
sperm sayisini artirmak i¢in toz haline getirilerek cay seklinde tiiketilmektedir. Ayrica
keci ve koyunlarda siit verimini ve dogurganligi artirmak icin kullanildig: bildirilmistir
(Baytop, 1999). Bulut ve ark., (2014)’nin, etnofarmakolojik bilgileri, yerel halktan agik
ve yar1 yapilandirilmig goriismeler yoluyla elde ettikleri bulgularda, geleneksel tedavi
amaglh, F. rigidula bitkisinin toprak tstii kismmin diyabet ve yiiksek kolesterol igin

kullanildigini ve olumlu etkiler alindigini bildirmislerdir.
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F. rigidula yesil renkli, gévdesi silindir seklinde olan, boyu 70-120 cm arasinda
degisen c¢ok yillik otsu bir bitkidir. Taban yapraklar1 5-6 pargalidir, triangular- ovat
seklinde olup 6lgiisii 15-30 x 10-25 cm araligindadir. Cigek durumu panikulat-korimboz
seklindedir. Merkezi umbel 4-15 1s1nl1 olup, umbellulardaki cicek sayis1 5-14 arasinda
degismektedir. Ciceklenme zamani genel olarak Mayis- Haziran aylarinda olur.

Tiirkiye’de Orta ve Dogu Anadoluda yayilis gosterir (Kendirli, 2019).

F. rigidula halk arasinda siyabo adiyla bilinmektedir. Geng toprak tistii siirgiinleri

Van’da otlu peynir ve tursu yapiminda kullanilir. Yapraklar1 haglandiktan sonra yagda

kavrularak yenilir (Kose ve Ocak, 2018).

Sekil 6: Ferula rigidula bitkisi.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Canh materyal

Erigkin 5 adet disi Albino fare (20-30 gr) akut toksisite ve 49 adet erkek Wistar
albino rat (200-250 gr) deneysel diyabet c¢alismasinda kullanildi. Hayvanlar, Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edildi. Deney
hayvanlari, deneme siiresince 12 saat karanlik/aydinlatma uygulanmus, sicakligi 22 + 2°C
olarak ayarlanmis odalarda, yem ve su yoniinden kisitlamaya gidilmeden ad libitum

olarak beslendikleri kafeslerde barindirildi.

Bu calisma Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 25.06.2020 tarih ve 2020/06-14 karar numarali arastirma basvuru onay
belgesi alinarak gerceklestirildi.

3.1.2. F. ridigula bitkisinin temini

Bu c¢alismada kullanilan F. rigidula bitkisi, Mayis-Haziran aylarinda Van ili
Giirpmnar ilgesi Cavustepe Kalesi kayaliklarinda, kokii ile birlikte dogal ortamindan
toplandi. Taksonamik incelemesi Dog¢.Dr. Mesut Siileyman PINAR tarafindan yapildu.
Herbaryum kayit numarasi:164116.

3.1.3. Kullanilan alet ve malzemeler
- Derin dondurucu (Ugur)
- Di potasyum fosfat (K2HPO4, Merck)
- ELISA cihaz1 (BiotekELx 808, U.S.A.)
- Eppendorf tiip

- Etil alkol (Sigma)
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- Glibenklamid (Nobel ilag)

- GSH-Px kiti (BT-Lab, Cat. no E1759Ra)
- Hassas terazi (Bosch S 2000)

- Homojenizator (Isolab)

- Insiilin kiti (BT-Lab, Cat.no E0707Ra.)

- Ketamin (Sigma)

- Mono potasyum fosfat (KH2POa, Merck)
- Otoanalizor (Architect C16000)

- Otomatik pipet (Socorex micropipett)

- Santrifiij (Heraeus sepatech minifuge RF)
- SOD kiti (BT-Lab, Cat. no E0168Ra)

- Streptozotosin (Sigma)

- Vakumlu jelli tiip

- Vorteks (Minishaker MS2)

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki ekstraktinin analiz i¢in hazirlanmasi

Toplanan F. rigidula bitkisinin kok tistii kismi direkt giines 15181 almayan ve hafif
hava akiminin oldugu bir ortamda kurutuldu. Kurutulan bitki, 6giitiicii yardimiyla toz
haline getirildi. Bu tozdan 100 gram alinarak, % 96’lik 1000 ml etil alkol igerisinde 24
saat bekletildikten sonra siiziildii. ikinci adimda kalan siiziintii % 70’lik etil alkol

igerisinde 24 saat bekletilerek tekrar siiziildii. Daha sonra her iki siiziintii birlestirilerek,
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evaporatorde 50 °C’de 70 rpm de kurutuldu. Kalan kisim 40 °C’lik su banyosunda
tamamen kuruyuncaya kadar bekletildi (Farkhad ve ark., 2012).

F. rigidula ekstrakti analizleri i¢in ¢ozeltilerin hazirlanmasi
Toplam fenolik miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler

% 2’lik sodyum karbonat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 2 g NaoCO3z 100 ml’lik balon
jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildi. Coziinme tamamlandiktan sonra

deiyonize su ile hacmine tamamlandi.

Folin-ciocalteus fenol reaktifi (fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSO.): Hazir

soliisyon halinde temin edildi.
Toplam flavonoid miktar tayininde kullamlan c¢ozeltiler

%10’luk aliiminyum nitrat ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 1.76 g AI(NO3)3.9H.0 10
ml’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢ozildi. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile hacmine tamamlandi.

1 M potasyum asetat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.9615 g CH3COOK 10 ml’lik
balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Cézlinme tamamlandiktan

sonra deiyonize su ile hacmine tamamlandi.

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali siipiirme aktivitesi

yonteminde kullanilan cozeltiler

0.1 mM DPPH ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 ml etil alkolde

¢ozildii.

Bakar(II) indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yonteminde kullanilan

cozeltiler

10 mM bakar (IT) kloriir dihidrat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 42.62 mg CuCl2.2H20
tartilarak 25 ml suda ¢6ziildii.
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1 M amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi: 1.927 g NH4OAc tartilarak 25 ml

suda ¢oziildii, pH= 7’ye ayarlandi.

7.5 mM neokuproin ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 76.6 mg neokuproin tartilarak 50
ml % 96’lik alkolde ¢oziildii.

Standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1000 ppm kersetin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 25.8 mg kersetin 25 ml etil alkolde

¢Ozlldi.

100 ppm pirokatekol ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 mg pirokatekol 100 ml suda

¢ozildii.

1000 ppm BHT (2.6-di-t-biitil-1-hidroksitoluen) ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 10 mg
BHT 10 ml etanolde ¢oziildii.

1000 ppm BHA (2- t-biitil-4-hidroksianisol) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 mg
BHA 10 ml etanolde ¢6ziildii.

1000 ppm a-tokoferol ¢ozeltisinin hazirlanmasi: % 97°lik 10.31 mg a-tokoferol

10 ml etanolde ¢6ziildi.

3.2.2. F. rigidula ekstraktinin toplam fenolik madde miktarimin belirlenmesi

F. rigidula ekstraktinin toplam fenolik madde miktar tayini Folin-Ciocalteus
yontemi kullanilarak belirlendi (Singleton ve ark., 1999). F. rigidula ekstraktinin toplam
fenolik icerigi gallik asit esdegeri olarak tespit edildi. Saf olan gallik asitten, derisimi 50,
100, 200, 400 ve 800 pg/ml olacak sekilde, dort farkli etanol ¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 40 pl alinarak, 1160 pl distile su eklendi, ardindan iizerlerine
200 pl 2 N folin reaktifi eklendi. Oda sicakliginda 5 dk karistirilan 6rneklere 600 pl
%20’lik Na,COg3 ¢ozeltisi eklendikten sonra tam bir karisim saglanmasi i¢in 2 saat
boyunca ¢alkalandi ve islem sonunda spektrofotometrede 765 nm’de absorbans degerleri

belirlendi.
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Gallik asitin artan derisim degerine kars1 elde edilen optik dansisite degerleri ile
asagidaki grafik olusturuldu. Olusturulan grafikten faydalanarak, 300 pg/ml olan F.

rigidula eksraktinin toplam fenolik bilesen icerigi gallik asite esdeger olarak hesaplandi.

y = 313,74x + 24,493
R2=0,999

Gallik asit
900

konsantrasyon (pg/ml)
= N W b U D N ®
O O O O O o o o
o O O O O o o o o

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Optik dansisite

Sekil 7: Gallik asit degisim grafigi
3.2.3 F. rigidula ekstraktimin toplam flavonoit madde miktariin belirlenmesi

Hazirlanan F. rigidula ekstraktinin toplam flavonoit madde miktar1 kersetine
esdeger olarak aliiminyum nitrat metodu ile belirlendi (Moreno ve ark., 2000). Metanol
ile hazirlanan 100 pg/ml’lik kersetin stok ¢ozeltisinden 50, 100, 200, 400 ve 800
ug/ml’lik konsantrasyonlarda 3 ml’lik seyreltik ¢6zeltiler hazirlandi. Numaralandirilmig
her bir deney tiipiine bir ml kersetin ve 20 pug/ml konsantrasyonlu F. rigidula ¢6zeltisi
eklendi. Daha sonra bu ¢ozeltiler {izerine 0.1 ml %10’luk A1(NO3);, 0.1 ml 1M
CH3COOK ve 3.8 ml metanol ilave edildi. Tam bir karisim i¢in vorteks yardim ile
karigtirma iglemi yapildi. Deney tiipleri 25 °C’de 40 dk su banyosunda inkiibasyona
birakildi, sonra spektrofotometrede 425 nm’de absorbanslari 6lgiildii. Toplam flavonoit

icerikleri standart kersetin grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak belirlendi.

Olusturulan grafikten faydalanarak, 20 pg/ml olan F. rigidula eksraktinin toplam

flavonoid bilesen icerigi kersetine esdeger olarak hesaplandi.
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Kersetin y = 318,54x + 23,124

R?=0,9993
900

800
700
600
500
400
300
200
100

Konsantrasyon (pg/ml)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Optik dansisite

Sekil 8: Kersetin standart grafigi

3.2.4. Ferula rigidula ekstraktimmm CUPRAC yontemi ile antioksidan
aktivitesinin belirlenmesi

CUPRAC yonteminde, orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu (11)-
neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(l)-Nc kelatina indirgenir ve bu kelatin 450 nm’de
absorbansi 6l¢iiliir. Hazirlanan 6rnekler ve standartlardan 1000 ppm konsantrasyonlu stok
soliisyonlar hazirlandi. Analiz i¢in mikroplateler kullanildi. Analiz edilecek soliisyonun
son hacmi 250 pL olacak sekilde, herbir kuyucuga 6nce 61’er pL CuClz, neokuproin ve
NH4OAc ilave edildi. Ekstrakt ve standart olarak kullanilan BHT, BHA ve a-TOC stok
soliisyonlarindan sirasiyla 2,5, 6,25, 12,5, ve 25 uL hacimlerden alindi ve
numaralandirilmis kuyucuklara eklendi. Son konsantrasyonlarin 10, 25, 50, 100 ug/ml
olmasi i¢in ayni1 sira takip edilerek, 64,5, 60,75, 54,5 ve 42 pL saf su eklenerek son hacim
250 pL’ye tamamlandi. Islem sonunda, 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Ardindan 450 nm’de absorbans 6l¢iildii (Apak ve ark. 2004). Bu yontemde antioksidan
aktivite, 450 nm’de &lgiilen absorbsiyon degeri ile orantilidir. Orneklerin absorbans

degerleri standartlara kars1 degerlendirildi. Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢calisma yapilda.
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3.2.5. F. rigidula ekstraktimn DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesinin

belirlenmesi

F. rigidula ekstraktinin serbest radikal siipiirme aktivitesi DPPH serbest radikali
kullanilarak belirlendi (Blois, 1958). Ekstraktin 10 mg’1 10 ml etanolde ¢6ziilerek stok
¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40
ul’ye tamamlandi ve iizerine 0,1 mM DPPH c¢ozeltisinden 160 pL ilave edildi.
Hazirlanan ¢6zeltinin oda sicakliginda karanlikta 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm’de
absorbanslar1 dl¢iildii. Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri

hesaplandi.

Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal

giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% Inhibisyon = (Akontrol — Adrnek) / Akontrol x 100
A: Absorbans

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢aligma yapildi. Standart olarak BHT, BHA ve a-TOC
kullanildi.

3.2.6. Akut toksisite ¢alismasi ve doz belirleme

Bu test, Organization for Economic Corporation and Development (OECD)
rehberi 425°e gore yapildi (Anonim, 2008). Bunun igin, test klavuzunda belirtilen sekilde
2000 mg/kg doz ve dogum yapmamis ve hamile olmayan saglikli 8-12 haftalik 5 disi
Albino fare kullanildi. OECD 425 Test Klavuzuna gore Limit Testi yapilirken, doz
uygulamasindan 4 saat 6nceden yem ve sudan yoksun birakilan fare tartilip, agirligina
gore hesaplanan doz F. rigidula ekstrakti distile suda c¢oziilerek gavaj yoluyla
uygulanarak ayr1 bir kafese alind1 ve bir giin boyunca akut toksik semptomlar (lokomotor
aktivite, garip davraniglar, anormal ses ¢ikarma, agriya duyarlilik, sese duyarlik, titreme
vb) yoniinden takip edildi ve herhangi bir olumsuz semptom goriilmedi. Oliim
gerceklesmedigi i¢in, 4 mg/kg saat 6nceden yem ve sudan yoksun birakilan diger 4 fareye,
agirligia gore hesaplanan doz F. rigidula ekstrakti gavaj yoluyla uygulandi. 14 giin
boyunca hayvanlar gecikmis toksik etkiler yoniinden takip edildi, bu siire boyunca

herhangi bir 6liim gerceklesmedigi i¢in, LDso’nin 2000 mg/kg’dan daha biiyiik oldugu
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kabul edildi. Bu ¢aligmanin sonucuna gore F. rigidula ekstraktinin kullanilacak dozu
Apiacea familyasindan diger bitkiler ile yapilan galismalar (Yusufoglu, 2015; Ozdek,
2017) dikkate alinarak 250 ve 500 mg/kg olarak belirlendi.

3.2.7. Calisma gruplarinin olusturulmasi

Calismada, 49 adet erkek Wistar albino rat agirlik tartimlar1 yapildiktan sonra her

birinde 7 tane olacak sekilde asagidaki sekilde gruplandirildi.
Grup 1: Normal kontrol

Grup 2: Diyabet kontrol

Grup 3: Diyabet + Ferula rigidula (250 mg/kg)

Grup 4: Diyabet + Ferula rigidula (500 mg/kg)

Grup 5: Diyabet + glibenklamid (5 mg/kg)

Grup 6: Ferula rigidula kontrol (250 mg/kg)

Grup 7: Ferula rigidula kontrol (500 mg/kg)

3.2.8. Diyabet olusturma

Diyabet olusturmak amaciyla, bir gece dnce a¢ birakilan ratlara soguk sodyum
sitrat tamponu (pH: 4.5) iginde eritilen streptozotosin (STZ), 45 mg/kg olacak sekilde tek
doz intraperitonal (ip) olarak uygulandi. Diyabet olusturulmayan gruplara (Grup 1, 6, ve
7) sodyum sitrat tamponu ip uygulandi. Uygulamadan 72 saat sonra, ratlarin kuyruk
veninden alinan kan 6rneklerinde Accu-Check Active kan glikoz monitori ile aclik kan
seker diizeyleri 6lciildii. Kan seker diizeyi 200 mg/dl iizerinde olanlar, diyabet kabul
edilip calismaya dahil edildi (Kumar ve ark., 2016).

3.2.9. F. rigidula ekstrakt ve ila¢ uygulamasi

F. rigidula ekstrakti, distile suda ¢oziilerek, grup 3 ve 6’ ya 250 mg/kg, grup 4 ve
7’ ye 500 mg/kg olarak 28 giin boyunca, giinliik tez doz halinde es zamanli olarak gastrik
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gavaj yoluyla verildi. Glibenklamid distile suda ¢oziilerek, Grup 5° e, 5 mg/kg olarak, 28
giin boyunca giinliikk tez doz halinde es zamanli olarak gastrik gavaj yoluyla verildi
(Andrade-Cetto, 2011).

Calismanin ilk ve son giliniinde hayvanlarin canli agirliklar tartildi. Calisma

stiresince ratlarin genel klinik durumlar ve davraniglari takip edildi.

3.2.10. Kan ve pankreas doku 6rneklerinin alinmasi

Yirmi sekiz giinliik deneme sonunda, 12 saat boyunca ag birakilan ratlara ketamin
anestezisi (75 mg/kg, ip) uygulanarak, intrakardiyak kan ornekleri antikoagulanli ve

antikoagulansiz vakumlu tiiplere alind1.

Kan ornekleri alindiktan sonra, kansiz birakma yontemi ile sakrifiye edilen
ratlarin pankreaslar1 ¢ikarilip boliindii. Bir pargasi histopatolojik degerlendirme i¢in %

10’luk formalin ile fikse edildi. Diger parca analiz edilene kadar -80 °C’de sakland.

3.2.11. Kanda yapilan analizler

Antikoagiilansiz vakumlu tiiplere alinan kanlar, 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Elde edilen serum 6rneklerinde, glukoz, trigliserit, kolesterol ve HDL 6l¢timleri ticari kit
kullanilarak otoanalizorde (ArchitecCi 1600) yapildi. LDL miktar1 Friedward formiiliine
gore hesaplandi (Giribabu ve ark., 2014).

LDL kolesterol = Kolesterol — (HDL kolesterol + TG/5).

Insiilin seviyesi, ticari kit (BT-Lab, Cat.No E0707Ra.) kullanilarak, ¢ift antikor
sandvi¢ yontemine dayanarak ELISA (Biotek ELx800) cihazinda o&lgiildii. Insiilin

miktari, insiilin standart grafigi kullanilarak hesaplandi, mlU/L olarak ifade edildi.
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Sekil 9: Insiilin standart grafigi
3.2.12. Pankreas dokusunda yapilan analizler
Doku homojenizatinin hazirlanmasi

Yaklasik 0.5 gram alinan pankreas dokusu iizerine fosfat tamponundan (pH: 7.2 —
7.4) 5 ml eklendi ve homojenizator yardimi ile 16000 rpm’de 3 dk homojenize edildi.
Homojenizasyon bir buz kabinin igerisinde gergeklestirildi. Homojenizatlar, 2000 — 3000
devir/dk, +4 °C’de 20 dk santrifiij edildi (Ozdek, 2017). Elde edilen siipernatanta
protein, MDA ve GSH seviyesi ile CAT, SOD ve GSH-Px enzim aktivite 6lgtimleri
yapildi

Malondialdehit (MDA) seviye tespiti

Prensip: MDA analizi Placer ve ark. (1966) nin bildirdigi metoda gore yapildi. Bu
metot MDA ve TBA’nin asidik ve sicak ortamda pembesi renkte bir kompleks
olusturmalar1 esasina dayanir. Bu renkli kompleksin 532 nm’de verdigi absorbans ile

MDA konsantrasyonu dogru orantilidir.

27



Kullanilan ayraclar

Tiyobarbiitirik asit (TBA): 0.67 g TBA 80 ml %10’luk perklorik asitte (HC1O4)

¢Oziildii ve 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

Triklorasetik asit (TCA): 10 g TCA distile suda ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.
Ayirag koyu renkli sisede saklandi.

Renk ayiraci: 3 kistm TCA soliisyonu ve 1 kisim TBA soliisyonu reaktif siseye
konularak 1 dk magnetik kanistiricida karistirildi.  Ayirag  gilinliik  hazirland.

Standart: 1,1,3,3 tetraetoksiprop standart ¢ozeltisi (10 mmol/L): 0.247 ml 1.1.3.3
tetraetoksipropan (Ci11H2404) 100 ml absolut etanolde ¢oziilerek 10 mmol/L’lik stok
standart ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 0,1 ml alinarak distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi ve 20 pmol/L’lik ¢caligsma standart ¢ozeltisi elde edildi. 20 pmol/L’lik 1,1,3,3
tetractoksipropan calisma standart ¢ozeltisi ile 1, 2, 3, 4 ve 8 umol/L’lik dilusyonlar

hazirlanarak kalibrasyon grafigi ¢izildi.
Deneyin yapilisi

Tablo 1: MDA seviye olglimii

Kor (ml) Ornek (ml) Standart (ml)
Ornek - 0.25 -
Standart - - 0.25
Serum fizyolojik 0.25 - -
Renk ayiraci 2.25 2.25 2.25

Tiipler vortekslendikten sonra 100°C” de 20 dk bekletildi. Musluk suyu altinda sogutma
isleminden sonra tiipler 3.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek iist faz absorbans1 532

nm’de okundu.

MDA seviyesi, MDA standart grafigine gore hesaplanip, nmol/g protein cinsinden
ifade edildi.
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Sekil 10: MDA standart grafigi

Katalaz (CAT) enzim aktivite tespiti

Prensip: CAT aktivite 6lgiimii Aebi (1984)’nin bildirdigi metod kullanilarak
yapildi. Bu metot hidrojen peroksitin (H2.O2) CAT tarafindan yikim hizi, HoO2 nin 240
nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak

Ol¢iimiine dayanir.
Kullanilan ayracglar

50 mM fosfat tamponu (pH: 7.0): 6.81 g potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa4) ve
8.90 g di- sodyum hidrojen fosfat dihidrat (NazHPO4.2H20) tartilarak 1 L distile suda
¢oziilerek hazirlandi. NaHPO4.2H20 ¢ozeltisi tizerine KH2POj ilave edilerek pH 7.0’ye

ayarlandi.

30 mM H203: 0.34 ml %30’luk hidrojen peroksit (H202) fosfat tamponu ile 100

ml’ye tamamlandi.
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Deneyin yapihis

Tablo 2 : CAT enzim aktivite dl¢timii

Kér (ml) Ornek (ml)
Fosfat tamponu 1 -
H202 - 1
Ornek 2 2

240 nm’de 0. (Al) ve 30. (A2) saniye de absorbanslar okundu.

CAT enzim aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplanip, U/mg protein olarak ifade

edildi.

k =(2,3/30) x (log A1/A2) x Diliisyon

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivite tespiti

GSH-Px enzim aktivite tespiti, ticari kit (BT-Lab, Cat. No E1759Ra) kullanilarak,

cift antikor sandvi¢ yontemine dayanarak ELISA (Biotek ELx800) cihazinda yapildi.

GSH-Px enzim aktivitesi, GSH-Px standart grafigi kullanilarak hesaplanip, U/mg

olarak ifade edildi.
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Sekil 11: GSH-Px standart grafigi
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Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tespiti

SOD seviyesi, ticari kit (BT-Lab, Cat. No E0168Ra) kullanilarak, ¢ift antikor
sandvi¢ yontemine dayanarak ELISA (Biotek ELXx800) cihazinda yapildi.

SOD enzim aktivitesi, SOD standart grafigi kullanilarak hesaplanip, ng/g olarak
ifade edildi.

Siiperoksit dismutaz (SOD) y=4,4081x +0,1799
R2=0,9818

12 | 4

Konsantrasyon ng/mi

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Optik dansisite

Sekil 12: SOD standart grafigi

Glutatyon (GSH) tayini

Prensip: GSH analizi Beutler ve ark. (1963), tarafindan bildirilen metotla yapildi.
Bu metot siilfidril gruplarinin DTNB eklendiginde oldukca stabil sar1 renk olusturmasi

esasina dayanir. Bu renkli kompleksin 412 nm’de verdigi absorbans ile GSH

konsantrasyonu dogru orantilidir.
Kullamilan ayraglar

Presipitasyon soliisyonu: Bir beher igine 1.67 g metafosforik asit (HPO3), 0.2 g
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), 30 g sodyum kloriir (NaCI) ekledikten sonra distile
su ile 100 mI’ye tamamlandi. 4 °C’de 3 hafta dayaniklidir.
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Fosfat solusyonu: 0.3 M NaxHPO4: 42.60 g disodyum hidrojen fosfat (Na2HPOa)

tartilir ve distile ile 1 L’ye tamamland1. +4 °C’de saklandi.

5, 5’- ditiyobis 2 nitro benzoik asit (DTNB): 40 mg DTNB % 1°lik sodyum asetat
(C2H3Na0y) ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlandi. +4 °C’de saklandi.

Standart GSH (0.1 mg/dl): 1 mg GSH tartildi ve 10 L distile suda ¢oziildii. Taze

hazirlandi.
Deneyin yapihisi

Tablo 3 : GSH seviye olglimii

Kor (ml) Ornek (ml) Standart (ml)
Ornek - - 200
Standart - 200 -
Distile Su 0.4 1.8 1.8
Coktiirtict 0.6 3 3

Tipler vortekslendi, 3000 rpm’ de 30 dk santrifiij edildi.

Siiziinti 1 1 1
Na:HPO4 4 4 4
DTNB 0.5 0.5 0.5

Tipler vortekslendi 412 nm’de kore karst absorbanslar okundu.

GSH seviyesinin asagidaki formiile gore hesaplanip, pmol /g protein cinsinden
ifade edildi.

GSH = (Standartin Konsant) x (Ornegin OD) x (Sulandirma Katsayis1) /(Standartin OD)
Protein miktar tayini

Prensip: Total protein miktart modifiye Lowry (1951) yontemine gore yapildi.
Alkali ortamda proteinlerin peptit baglariin ve tirozin artiklarinin bakir ile kompleks

olusturmasina dayanir.
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Kullanilan ayraclar

Alkali bakir ayiraci: 10 g sodyum karbonat (Na2COs3), 0.1 g sodyum potasyum
tartarat (NaKC4H4Oe) ve 0.05 g bakir siilfat (CuSOa), 0.5 N sodyum hidroksit (NaOH)

icinde ¢oziildii ve 100 ml’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti oda 1sisinda 30 giin dayanur.

Fenol ayiraci: 2.0 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiracindan 3.75 ml alindi, distile su
ile 67.5 ml’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltideki 6rnek sayisina gore ¢alisma aninda giinliik

olarak hazirlandi.

Protein standarti: 50 pg/ml sigir serum albumin (BSA) okuma sinirina getirilmis

(sulandirilmig) 6rnek.

Deneyin yapihisi

Tablo 4: Total protein 6l¢timii

Kor (ml) Ornek (ml) Standart (ml)
Alkali bakir ayiraci 1.0 1.0 1.0
Ornek - 1.0 -
Distile su 1.0 - -
Standart - - 1.0
Tiipler iyice karigtirtlird1.10 dk oda 1s1sinda bekletildi.
Fenol Ayirac 4.0 4.0 4.0

Tiipler vortekslendi, 55 °C’de 5 dk bekletildi. Musluk suyu altinda sogutulup, 650 nm’de
kore kars1 absorbanslar okundu.

Protein seviyesi asagidaki formiile gére hesaplandi.

ng protein / ml = (Ornek Abs. / Standart Abs.) x Standart Konsant. x Sulandirma

ng protein degerleri hesaplamalar sirasinda g protein’e ¢evrildi.
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3.2.13. Pankreas dokusunun histopatolojik analizi

Histopatolojik degerlendirme amaciyla alinan pankreas dokulart % 10’luk
tamponlu formalin soliisyonunda 48-72 saat tespit edildikten sonra, akan ¢esme suyunda
12 saat yikandi. Rutin doku takibinde alkol (70°, 80°, 90°, 96 °ve 100°) ve ksilol
serilerinden gegctikten sonra parafinde bloklanarak her bloktan 4 mp kalinliginda kesitler
almip lam {lizerinde preparatlar hazirlandi. Histopatolojik inceleme i¢in hazirlanan
preparatlar Hematoksilen Eozin (HE) ile boyanarak ve 1sik mikroskobu ile incelendi.

Gerekli alanlar resimlendi (Avct ve ark., 2020).

3.3. istatistik Analiz

Calismada  oOzellikler  (degiskenler) bakimindan grup  ortalamalarini
karsilagtirmada, ‘SPSS statistics 23° porgraminda, tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ve varyans analizini takiben, gruplar arasindaki istatistiksel 6nemi belirlemede Duncan

testi uygulandi. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi 0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. F. Rigidula Ekstraktinin Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Miktar

Sonugclari

Tablo 5 : Ferula rigidula ekstraktinin toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlar

Toplam fenolik miktarlar TOpI?:ng:\rlan'd
i
(ug GA/mg ekstre) (ug KE/mg ekstre)?
F. rigidula 22.37+0.60 16.87+2.06

Degerler {i¢ paralel 6l¢iim sonrasi ortalamaz+ standart sapma olarak belirlendi.

TGA, gallik asit esdegeri
tKE, kersetin esdegeri

F. rigidula ekstraktinin toplam fenolik bilesik miktar1 22.37+0.60 ug GA/mg
ekstre ve toplam flavonoid miktar116.87+2.06 ug KE/mg ekstre olarak belirlendi.

4.2. F. Rigidula Ekstraktinin CUPRAC Yéntemi Ile Antioksidan Aktivite

Sonuglar

F. rigidula ekstraktinin konsantrasyona bagli olarak antioksidan aktivitesinin
artt1g1, standart olarak kullanilan a-TOC’den yiiksek, BHT (10 pug/ml hari¢) ve BHA’dan
diisiik oldugu gortildii.

Tablo 6: F. rigidula ekstrakti, BHT, BHA ve a-TOC’un CUPRAC yoéntemi ile
antioksidan aktivite sonuglari

F. rigidula BHT BHA a-TOC
10 pg/ml 0.17+0.02 0.17+0.01 0.24+0.02 0.16+0.03
25 pg/ml 0.31+0.01 0.33+0.01 0.48+0.06 0.18+0.01
50 pg/ml 0.55+0.04 0.62+0.01 0.89+0.01 0.24+0.05
100 pg/ml 1.03+0.04 1.24+0.05 1.63£0.03 0.31+0.01
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4.3. F. Rigidula Ekstraktinin DPPH Serbest Radikali Siipiirme Aktivite

Sonuc¢larn

F. rigidula ekstraktinin konsantrasyona bagli olarak DPPH serbest radikal
siipiirme aktivitesinin arttig1, standard olarak kullanilan a-TOC ve BHT’den yiiksek

oldugu, BHAya yakin oldugu goriildii.

Tablo 7: F. rigidula ekstrakti, BHT, BHA ve a-TOC'un DPPH serbest radikal siipiirme
aktivitesi % ihibasyon sonuglari

F. rigidula BHT BHA a-TOC
50 pg/ml 90.234+2.94 88.09+3.01 92.80+2.44 80.55+4.11
100 pg/ml 90.83+1.83 89.53+2.77 92.8242.56 83.60+2.72
250 pg/ml 92.21+1.32 91.63+4.96 92.90+2.87 86.53+0.45
500 pg/ml 92.64+3.02 92.05+1.92 94.26+1.88 88.94+2.90

4.4. Gruplarin canh agirhiklar:

Calismanin 1. giinii ve 28. giinii ortalama rat agirliklari ile ayn1 gruptaki ortalama

agirhigin ylizde degisimi hesaplanda.

Tablo 8: Gruplarin canli agirlik diizeyleri (gr)

Gruplar
(n=7) Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup7
n=
A 235 242 238 245 236 248 245
B 250 183 187 186 184 264 262
% +6.4 -24.4 -21.4 -24.1 -22.0 +6.4 +6.9

A: Calismanin 1. giinii canl1 agirlik ortalamalar (gr), B; Calismanin 28. giinii canli agirlik ortalamalari (gr),
%; Calisma sonras1 ayni1 grupta agirligin degisim oranmi (%). Grup 1: Normal kontrol, Grup 2: Diyabet
kontrol, Grup 3: Diyabet+Ferula rigidula (250 mg/kg), Grup 4: Diyabet+Ferula rigidula (500 mg/kg),
Grup 5: Diyabet+glibenklamid (5 mg/kg), Grup 6: Ferula rigidula kontrol (250 mg/kg), Grup 7: Ferula
rigidula kontrol (500 mg/kg).
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Kontrol grubunda, ¢alisma sonu grup ortalama agirliginda % 6.4 lik bir artig
kaydedildi. Diyabet grubu ortalama rat agirliginda ise % 24.4 oraninda bir azalma
saptand1. Diyabet ile birlikte F. rigidula ekstraktinin (250, 500 mg/kg) ve glibenklamidin
(5 mg/kg) uygulandigi gruplarin ¢alisma sonu ortalama agirliklarinda, sirasiyla, % 21.4,
% 24.1 ve % 22.0 oraninda bir azalma oldugu belirlendi. F. rigidula ekstraktinin

uygulandigi Grup 6 ve 7’ de sirasiyla % 6.5 ile % 6.9’ luk bir artis oldugu bulundu.

4.5. Gruplarin serum biyokimyasal parametre diizeyleri

Tablo 9: Gruplarin serum biyokimyasal parametrele sonuglari

AKS iNS KOL TG HDL LDL
(mg/dl) (mlU/L) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Grupl | 110.67+5.24% | 4.81+0.19° | 35.6442.39" | 37.8+4.42b 19.68+1.34P 6.82+2.21¢¢
Grup 2 416.71+£26.80°¢ 2.10+0.05°¢ 53.94+1.232 51.98+4.162 27.38+1.202 17.98+1.912
Grup 3 | 406.29+27.830¢ | 2.88+0.14°¢ | 37.18+3.520 | 41.72+4.362P | 18.80+1.35" | 10.01+1.83Pcd
Grup 4 | 347.14+£29.02° | 3.50+0.15° | 38.40+£2.78° | 42.16+4.04%b | 17.7842.40° 12.19+1.360¢
Grup5 | 382.40+16.78"¢ | 3.23+0.11° | 37.16+1.66" | 41.90+2.73%b | 14.64+1.68 14.14+1.81P
Grup 6 91.67+2.802 4.51+0.292 30.36+2.31° 36.50+2.30° 17.62+1.57° 5.44+1.749
Grup 7 107.86+5.092 4.53+0.662 32.64+2.72° 37.24+4.69° 19.66+0.72° 5.53+2.16¢

a,b,c: Her bir siitundaki farkli harf gruplar arasindaki istatistiksel farki ifade eder (P<0,05). AKS: A¢lik
Kan Sekeri, INS: Insiilin, KOL: Kolesterol, TG: Trigliserit. Grup 1: Normal kontrol, Grup 2: Diyabet
kontrol, Grup 3: Diyabet+Ferula rigidula (250 mg/kg), Grup 4: Diyabet+Ferula rigidula (500 mg/kg),
Grup 5: Diyabet+glibenklamid (5 mg/kg), Grup 6: Ferula rigidula kontrol (250 mg/kg), Grup 7: Ferula
rigidula kontrol (500 mg/kg).

Elde edilen serum aglik kan sekeri diizeyi agisindan karsilastirildiginda, grup 1’e
gore grup 2, 3, 4 ve 5 ‘te istatistik olarak anlamli derecede artis oldugu belirlendi
(P<0.05). Grup 2’ye gore grup 4 ve 5’teki azalmanin istatistiki olarak 6nemli oldugu

bulunurken (P<0.05), grup 2, 3 ve 5 arasindaki farkin 6nemli olmadig1 goriildii (P>0.05).

Serum insiilin diizeyleri agisindan karsilagtirildiginda, grup 1°e gore, grup 2, 3, 4
ve 5’ te istatistik olarak anlamli derecede diisiis oldugu tespit edildi (P<0.05). Grup 2’
gore grup 4 ve 5 arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugu bulunurken (P<0.05),

grup 2 ve 3 arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlendi (P>0.05).
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Kolesterol ve HDL diizeyleri acisindan karsilastirildiginda, grup 1° gore grup 2’
de istatistik olarak anlamli derecede artis oldugu tespit edildi (P<0.05). Grup 1 ile grup 3,
4 ve 5 arasindaki farkin istatistiki bir fark gériilmedi (P>0.05).

Trigliserit diizeyi agisindan karsilastirildiginda, grup 1° e gore grup 2’ de istatistik
olarak anlamli derecede artis tespit edildi (P<0.05). Grup 3, 4 ve 5 degerlerinin hem grup
1 hem de grup 2 ile arasinda istatistiki bir fark olmadigi belirlendi (P>0.05).

LDL diizeyi acisindan karsilastirildiginda, grup 1’ e gore grup 2 ve 5’ te istatistik
olarak dnemli derecede artis oldugu goriildii (P<0.05). Grup 1 ile grup 3 ve 4 arasindaki
farkin istatistiki olarak anlamli olmadigi tespit edildi (P>0.05).

Bakilan parametreler agisindan kontrol grubu ile F. rigidula ekstrakt kontrol
gruplar karsilastirildiginda; grup 1 ile grup 6 ve 7 arasindaki farkin istatistiki olarak
o6nemli olmadig1 bulundu (P>0.05).

4.6. Deney Gruplarmin Pankreas Dokusu Analiz Sonuglar:

Tablo 10: Deney gruplarmin pankreas dokusu oksidatif stres parametreleri analiz
sonuglari

MDA CAT GSH-Px SOD GSH
(nmol/g) (U/mg) (U/mg) (ng/gr) (nmol/gr)
Grupl | 0.86+0.04¢ 3.21+0.202 536.95+41.022 10.24+0.78° 22.99+0.16°
Grup2 | 3.11+0.122 1.07+0.05¢ 140.91+12.91¢ 2.67+0.26° 17.2+0.18¢
Grup3 | 2.16+0.04° 1.87+0.09° 327.21+8.26° 6.26+0.16° 20.33+0.48°
Grup4 | 1.69+0.06° 1.69+0.11° 154.20+6.75¢ 2.95+0.13° 19.69+0.16°
Grup5 | 2.06+0.08° 1.48+0.12° 251.07+3.95° 4.80+0.08° 19.22+0.14°
Grup6 | 0.99+0.02¢ 3.37+0.16% 555.91+37.28° 9.50+1.112 23.37+0.73¢
Grup7 | 1.02+0.08¢ 3.24+0.192 560.99+52.56° 10.36+0.63? 23.74+0.59°

a,b,c:Her bir siitundaki farkli harf gruplar arasindaki istatistiksel farki ifade eder (P<0,05). MDA:
Malondialdehit, CAT: Katalaz, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz, SOD: Siiperoksit dismutaz, GSH:
Glutatyon. Grup 1: Normal kontrol, Grup 2: Diyabet kontrol, Grup 3: Diyabet+Ferula rigidula (250
mg/kg), Grup 4: Diyabet+Ferula rigidula (500 mg/kg), Grup 5: Diyabet+glibenklamid (5mg/kg), Grup
6: Ferula rigidula kontrol (250 mg/kg), Grup 7: Ferula rigidula kontrol (500 mg/kg).
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Pankreas dokusu MDA diizeyinde, grup 1° e gore grup 2, 3, 4 ve 5’ te istatistik
olarak anlamli derecede artis oldugu tespit edildi (P<0.05). Grup 2’ ye gore grup 3, 4 ve
5’ teki azalmanin istatistiki olarak énemli oldugu bulundu (P<0.05). Grup 1 ile grup 6-7

MDA diizeyleri arasinda istatistik 6nem olmadig: goriildii (P>0.05).

Pankreas dokusu CAT enzim akivitesi ve GSH seviyesi karsilastirildiginda, grup
1’ e gore grup 2, 3, 4 ve 5’ te istatistik olarak anlamli derecede diisiis oldugu belirlendi
(P<0.05). Grup 2’ ye gore grup 3, 4 ve 5’ teki artisin istatistiki olarak onemli oldugu
bulundu (P<0.05). CAT enzim aktivitesi ve GSH seviyesi i¢in grup 3, 4 ve 5 arasindaki
farkin 6nemli olmadigi tespit edildi (P>0.05).

Pankreas dokusu GSH-Px ve SOD enzim aktiviteleri agisindan, grup 1’e gore grup
2,3,4 ve 5’ te istatistik olarak anlaml derecede diisiis oldugu tespit edildi (P<0.05). GSH-
Px enzim aktivitesi agisindan, grup 2’ ye gore grup 3 ve 5’teki artis ve SOD enzim
aktivitesinin ise grup 2 ye gore grup 3, 4 ve 5° deki artigin istatistiki olarak 6nemli oldugu
bulundu (P<0.05). Grup 2 ile 4 ve grup 3 ile 5 arasindaki GSH-Px enzim aktivitesi

acisindan 6nemli bir fark olmadigi belirlendi (P>0.05).

Bakilan parametreler agisindan kontrol grubu ile F. rigidula ekstrakt kontrol
gruplart karsilastirildiginda; pankreas dokusunda grup 1 ile grup 6 ve 7 arasindaki farkin

istatistik olarak 6nemli olmadig1 bulundu (P>0.05).
4.7. Gruplarim Pankreas Dokusu Histopatoloji Sonuclar

Grup 1’ de ratlarin pankreas dokusunun normal histopatolojik yapiya sahip oldugu
gozlendi. Asiner hiicreler piramidal ve asidofilik boyanmis sekildeydi. Adacik hiicreleri

poligonal sekilde oldugu gozlendi. Kan damarlari1 ve pankreas kanallari normaldi.

Grup 2 ve 3 teki ratlarin pankreas dokusunda, pankreas Langerhans adaciginda

kiigiilme ve yogun nekrotik hiicreler oldugu belirlendi.

Grup 4 ve 5 teki ratlarin pankreas dokusunda, pankreas Langerhans adaciginda

orta derecede nekrotik hiicreler oldugu tespit edildi.

Grup 6 ve 7’ deki ratlarin pankreas dokusunun normal histopatolojik yapida

oldugu gozlendi.
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Sekil 13: Kontrol grubu pankreas dokusu histopatolojik yapisi. Pankreas normal
histopatolojik yapida. Piramidal sekilli ve asidofil boyali asiner hiicreler (ince ok), normal
yapida Langerhans adacigi (kesikli ok), damar (yildiz) ve salgi kanali (kalin ok). H-E.
200x.

Sekil 14: Diyabet grubu pankreas dokusu histopatolojik yapisi. Pankreas Langerhans
adacig kiiclilmiis ve yogun nekrotik hiicreler (ok ucu). H-E. 200x.
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Sekil 15: Diyabet + Ferula rigidula ekstrakti 250 mg/kg uygulanan grup pankreas dokusu

histopatoloik yapisi. Langerhans adacig kiigiilmiis ve yogun nekrotik hiicreler (ok ucu).
H-E. 200x

Sekil 16: Diyabet + Ferula rigidula ekstrakt1 500 mg/kg uygulanan grup pankreas dokusu
histopatoloik yapisi. Pankreas Langerhans adaciginda orta derecede nekrotik hiicreler (ok
ucu). H-E. 200x.
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Sekil 17: Diyabet + Glibenklamid 5 mg/kg uygulanan grup pankreas dokusu
histopatolojik yapisi. Pankreas Langerhans adaciginda orta derecede nekrotik hiicreler
(ok ucu). H-E. 200x.
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Sekil 18: Ferula rigidula ekstrakti 250 mg/kg uygulanan grup pankreas dokusu
histopatoloik yapisi. Pankreas dokusu normal histopatolojik yapida. H-E. 200x.
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Sekil 19: Ferula rigidula ekstrakti 500 mg/kg uygulanan grup pankreas dokusu
histopatoloik yapisi. Pankreas dokusu normal histopatolojik yapida. H-E. 200x.
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TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde ve diinyada, eski zamanlardan giiniimiize kadar, bircok bitkinin
geleneksel tedavi yontemleri ve alternatif tipta kullanildiklar1 bilinmektedir. Apiaceae
familyasinda yer alan farkli bitkilerle ilgili yapilan bir¢ok bilimsel arastirmalar literatiirde
yer almaktadir (Abu-Zaiton 2010). Apiaceae familyasina ait farkli bitkilerin gaz giderici,
spazmodik gastrointestinal sikayetler, siskinlik, mide sikayetleri, hazimsizlik, istahsizlik,
diyabet, tansiyon diizenleyici gibi farkli sikayetlerin giderilmesinde geleneksel olarak
kullanilmaktadir (Arituluk ve ark., 2016; Ozdek, 2017). Apiaceae familyasindan bitkiler
ile yapilan farmakolojik ve biyolojik ¢alismalarda, antimikrobiyal (K&se ve Ocak, 2020),
antiviral, antifungal (Kaval ve Tonger, 2020), kanser kemopreventif (Cinar ve ark., 2020),
antidiyabetik (Abu-zation, 2010; Ozdek, 2017) ve tansiyon diizenleyici (Esmaeili ve ark.,

2020) ozellikleri incelenmistir.

F. rigidula Apiaceae familyasinin bir iiyesidir. Bu bitkinin Apiacea familyasinin
diger iiyeleri gibi, geleneksel tedavilerde kullanildig: bildirilmistir (Arituluk ve ark.,
2016; Kose ve Ocak 2018). Bulut ve ark., (2014)’nin, etnofarmakolojik bilgileri, yerel
halktan agik ve yart yapilandirilmis goriismeler yoluyla elde ettikleri bulgularda,
geleneksel tedavi amagli, F. rigidula bitkisinin toprak iistii kisminin diyabet ve yiiksek
kolesterol i¢in kullanildigin1 ve olumlu etkiler alindigini bildirmislerdir. Ancak bu bitki
ile ilgili toksisite ve antidiyabetik etkisi tlizerine yapilan herhangi bir arastirmaya
rastlanmamistir. Bu nedenle sunulan ¢alismada F. rigidula ekstraktinin toksisite ¢alismasi
yapilarak oldiiriicii dozunun (LDso) tespit edilmesi ve antidiyabetik etkisinin arastirilmasi

amaglandi.

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasiyla
meydana gelen oksidatif stres, diyabetin olusmasinda ve seyrinde Oonemli bir yer
almaktadir. Oksidatif stresin olusmasi sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller protein
glikasyonu, glukoz oto-oksidasyonu ve ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGEs) birikmesi
gibi sorunlar1 olusturarak, metabolik bozukluklara yol acar. Artan serbest radikaller
pankreasin beta hiicrelerinde insiilin sekresyonunun azalmasina neden olur (Giribabu ve

ark., 2014).
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Serbest radikallerin diyabetin olusumunda etkili oldugu anlasildiktan sonra
diyabetin tedavisinde veya desteklenmesinde, antioksidan 6zelliklere sahip bitkilerin
kullanilabilecegi ileri siiriilmistiir. Antioksidanlarin oksidatif stresi baskiladigi ve
olusabilecek hiicre hasarini 6nledigi yapilan farkli calismalarda gosterilmistir (Yusufoglu
ve ark., 2015; Ozdek, 2017). Antioksidan savunma sistemini giiglendirmenin bir yolu da
diyetle alinan mineraller, vitaminler ve dogal antioksidan bilesiklerdir. Dogal antioksidan
bilesiklere isoflavonlar, flavonoidler, flavonlar, kumarinler, a-tokoferol, B-karoten,
izokatesinler, antosiyaninler, katesinler, C ve E vitaminleri érnek verilebilir (Jain ve ark.,
2008). Yapilan caligmalarda, bitkilerin igerdigi molekiillerin antioksidan savunmada
etkili olduklar belirlenmistir (Ozdek, 2017; Jalili-Nik ve ark., 2019).

Bu molekiillerden fenolik bilesikler ve flavonoidler, metabolizmada dogal olarak
meydana gelen serbest radikallerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirirlar (Ozeng, 2011).
Bu nedenle, bitkilerle yapilan bir¢ok ¢alismada, bitkinin toplam fenolik ve flavonoid
igerigi arastirlmustir (Zia-Ul-Haq ve ark. 2012; Ozdek, 2017). Antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde B-karoten renk agilim, DPPH serbest radikali, ABTS katyon radikali ve
stiperoksit anyon radikali giderim ve CUPRAC yontemleri gibi farkli yontemler
kullanilmaktadir (Ertas ve ark., 2015). Yapilan arastirmalar, total fenolik ve flavonoid
igerik seviyeleri ile antioksidan kapasite arasinda bir paralellik oldugunu goéstermistir
(Zia-Ul-Hagq ve ark. 2012; Ertas ve ark., 2015; Ozdek, 2017).

Kose ve Ocak (2018), metil alkol, etil alkol ve aseton ekstraktlarinda toplam
fenolik iceriklerini sirasiyla 164.20, 100.24 ve 52.75 mgGE/kg liyofilize ekstrakt, DPPH
radikal sondiirme aktiviteleri ise sirastyla 118.36, 120.21 ve 74.46 mgTEAC/Kg liyofilize
ekstrak olarak tespit etmislerdir. Sonug olarak F. rigidula ekstraktinin antibakteriyel ve

antioksidan 6zellige sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Sunulan bu c¢alismada elde edilen verilerin yukaridaki g¢alismalarla bire bir
kiyaslamak, analiz birimleri ve ekstrakt yontemleri farkliligi nedeniyle miimkiin degildir.
Ancak bu sonuglar1 degerlendirilecek olursak, F. rigidula etil alkol ekstraktinin total
fenolik madde miktar1 22.37+0.60 pg GA/mg ve total flavonoid madde miktari
16.87+2.06 pg KE/mg olarak tespit edildi. Bu sunuglar bitkinin total fenolik ve flavonoid
igeriginin iyi seviyede oldugunu gostermektedir (Tablo 5).
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Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in ¢alisilan CUPRAC yonteminde kullanilan
F. rigidula ekstraktinin 10, 25, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin aktiviteleri sirastyla
0.17+0.02, 0.31+0.01, 0.55+0.04 ve 1.03+0.04 olarak tespit edildi. Bu sonuglar F.
rigidula ekstraktinin antioksidan aktivitesinin konsantrasyona bagli olarak arttigini,

standart olarak kullanilan a-TOC’dan yiiksek oldugunu gostermektedir (Tablo 6).

DPPH yo6nteminde, kullanilan 50, 100, 250 ve 500 pg/ml konsantrasyonlarinin
aktiviteleri sirasiyla 90.23+£2.94, 90.83+1.83, 92.21+1.32 ve 92.64+3.02 seklinde
bulundu. Bu sonuglar F. rigidula ekstraktinin DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesinin
yiiksek oldugunu, standart olarak kullanilan a-TOC ve BHT’den yiiksek oldugunu
gostermektedir (Tablo 7).

Kimyasal ilaglarin ekonomik maliyeti ve yan etkileri dolayisiyla alternatif ve
tamamlayici tedavilere yonelmistir (Krishnasamy ve ark., 2016). Bununla birlikte bitkisel
tedaviler hiz kazanmis diyabetin tedavisi ve komplikasyonlarinda alternatif olarak
kullanilmaya baslanmistir. Diyabet hastaliginda kullanilan birgok bitkinin olumlu etkiler
gosterdigi ispatlanmistir. Bu bitkilerin antioksidan 6zellige sahip olmasi, toksik etki
gdstermemesi ve doku hasar1 olusturmamas: dnemlidir (Yusufoglu ve ark., 2015; Ozdek,

2017).

Bitki ya da farkli maddelerin canlilarda kullaniminda toksik etkiye sahip olmadig:
kesinlestirilmelidir. Toksisite testi, endiistriyel kimyasallar, farmasoétikler ve tiiketici
bakim tiriinleri gibi ¢esitli maddelerin giivenligini veya tehlikelerini degerlendirmek igin
yapilir. Bu amag igin kullanilan farkl toksisite testleri bulunmaktadir. Mevcut toksisite
test yontemlerinin ¢ogu, laboratuar hayvanlarinin (6rn. fareler, siganlar, tavsanlar)
kullanimini igerir. Son yillarda daha az deney hayvani harcamak i¢in Ekonomik Is Birligi
ve Kalkinma Tegkilati (OECD)’nin Onerdigi toksisite yontemleri kullanilmaktadir
(Erkekoglu ve ark., 2011; Bhandari ve ark., 2021). Sunulan ¢alismada, amaglanan diyabet
caligmasi yapilmadan dnce OECD Test Yonergesi 425’e gore F. rigidula ekstraktinin
Oldiirticii dozunun 2000 mg/kg’dan fazla oldugu tespit edilmistir. Diyabet tedavisi i¢in
uygulama dozu belirlenirken, F. rigidula ile ayn1 familyadan olan bitkilerin bilimsel
aragtirmalarda kullanilan dozlari goéz o6nilinde bulundurularak 250-500 mg/kg olarak
belirlendi (Jagtap ve Patil, 2010; Yusufoglu ve ark., 2015).
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DM toplumlarda goriilen en yaygin hastaliklardan biridir. Gelismis tilkelerde de
sik goriilen bu hastaligin, goriilme siklig1 her gecen on yilda %350 oraninda artmaktadir
(Shaw ve ark., 2010). DM insiilin iiretimi ve insiilin salinitminda meydana gelen bozukluk
veya insiilin direnciyle karakterize olan bunun sonucunda hiperglisemi ile sonuglanan
metabolik bir hastaliktir. Uzun devam eden hiperglisemi sonucunda viicudun farkli
organlarinda, 6zellikle de bobrek, kalp, goz, sinir sistemi ve kan damarlarinda biiyiik

hasar meydana gelebilir (Association, 2010).

Diyabet tedavisinde, metabolik dengeyi korumak i¢in, egzersiz ve beslenme
yontemlerinin yani sira oral antidiyabetik ilaglar ve insiilin ile tedavi uygulanmaktadir
(Colak, 2012). Glibenklamid oral antidiyabetiklerden siilfoniliireler grubunda yer alir ve
deneysel diyabet c¢alismalarda referans ila¢ olarak kullamilir. Bu gruptaki ilaglar,
pankreasin beta hiicrelerindeki insiilin salgilanmasim1 ve etkisini arttirarak

antihiperglisemik etki gosterirler (Attanayake ve ark., 2015).

Ulkemizde ve diinyada, Apiaceae familyasina ait, F. duranii ve Diplotaenia
turcica gibi bitkiler, yoresel tedavilerde farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
(Yusufoglu ve ark., 2015; Antuluk ve ark., 2016; Ozdek, 2017). Yapilan incelemeler
sonucunda, F. rigidula’nin diyabet {izerine etkisini arastiran bir literatiire rastlanmadi. Bu
calismada, STZ ile deneysel olarak DM olusturulan ratlarda, F. rigidula ekstraktinin
farkli dozlarda, serum biyokimyasal parametreler, pankreas dokusu oksidan ve

antioksidan parametreler ile histopatolojisi tizerine etkileri 1s181inda degerlendirildi.

Deneysel diyabet olusturmak igin kullanilan STZ, antibiyotik, antikanserojenik ve
antitlimoral ozellikleri sahip toksik bir ajandir. STZ pankreas beta hiicreleri lizerinde
toksik etkilere sahiptir (Kurcer ve Karaoglu, 2012). STZ, pankreas beta hiicrelerinde,
reaktif karbonyum iyonlar1 olusumuna sebep olur. Olusan bu reaktif karbonyum iyonlari,
DNA alkilasyonuna ve sonrasinda DNA onariminda gorevli poli (ADP-riboz) polimeraz,
hiicredeki nikotinamidadenindiniikleotit (NAD) harcayarak, ATP kaynagini1 bloklamis
olur. Enerji kaynaginin tiiketilmesi ile beta hiicrelerinde nekroz olusur. Ayrica, STZ’ye
bagli olusan DNA hasarinda, STZ’nin oksidan etkisi ve nitrik oksit (NO) olusumu
etkilidir (Pabbidi ve ark., 2008; Kurcer ve Karaoglu, 2012).
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Diyabet hastaliginda, insiilin sekresyonu azalir ya da insiilin varlifina ragmen,
olusan insiilin direnci nedeniyle kan glukoz diizeyi artar. Ancak hiicre glukozu
kullanamaz. Bu durumda, ihtiya¢ duyulan enerji nedeniyle polifaji olusur ve asir1 gida
tikketimi goriliir. Diyabetli kisilerde fazla gida alinmasina ragmen kilo alamama, hatta
kilo kayb1 tablosu goriilmektedir. Hiicrelere yeterince gecemeyen ve kan seviyesi artan
glukoz, renal glukoz esigi asildigi i¢in bobreklerden atilir ve dolayisiyla glukoziiri
goriiliir. Glukoziiri durumunda asir1 su kaybi ile gelisen poliiiri, voliim azalmasina neden
olur. Boylece susama merkezi olan hipotalamusun uyarilmasi sonucunda polidipsi olusur.
Poliiiri nedeniyle elektrolit kaybi ve dehidrasyon olusur. Insiilin yetersizligi ya da
hiicrelerde olusan insiilin direnci nedeniyle yag ve protein kullanimi artar. Bu nedenle
viicut agirliginda biiyiik oranda kayiplar goriiliir (Colak 2012). Yapilan farkh
calismalarda, deneysel diyabet olusturulan ratlarda viicut agirliklarinda 6nemli oranda

azalmalar tespit edilmistir (Jagtap ve Patil, 2010; Ozdek, 2017; Jalili-Nik ve ark., 2019).

Sunulan ¢alismada, diyabet gruplarmin hepsinde (grup 2, 3, 4 ve 5), ¢alisma sonu
ortalama viicut agirligmin, baslangi¢c ortalama viicut agirligina gore onemli oranda
azaldig1, grup 2’de bu azalmanin % 24.4 oldugu belirlendi. Benzer sekilde, viicut
agirligindaki azalmanin, STZ uygulanip F. rigidula ekstrakti verilen grup 3’de % 21.4 ve
grup 4’te % 24.1 araliginda oldugu tespit edildi (Tablo 8).

Diyabetes mellitus’ta, pankreasta insiilin tireten beta hiicrelerinde meydana gelen
hasar nedeni ile hiperglisemik bir tablo olusur (Pari ve ark., 2017). STZ enjeksiyonu
sonucunda, beta hiicre harabiyetine bagli olarak, diyabet olusturulan hayvanlarin kan
orneklerinde, kontrol grubuna gore, serum insiilin seviyesinin azaldig1 (Giribabu ve ark.,
2014; Attanayake ve ark., 2015) ve glukoz seviyesinin yiikseldigi (Jagtap ve Patil, 2010;
Akhlaghi ve ark.,, 2012; Abou Khalil ve ark., 2016) bildirilmistir. Yapilan bu
caligmalarda, Apiacea familyasina ait olan Cuminum cyminum (Jagtap ve Patil, 2010),
Ferula gummosa-oleo reginesi (Jalili-Nik ve ark., 2019) ve Petroselinum sativum (Abou
Khalil ve ark., 2016) bitkilerinin diyabetli ratlarda serum insiilin seviyesini arttirdigi,
glukoz seviyesini azalttig1 belirtilmistir. Bu literatiir sonuclarindan farkli olarak diyabet

ile birlikte Petroselinum crispum (Yanardag ve ark., 2003), Ferula assa foetida (Akhlaghi
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ve ark., 2012) ve Eryngium carlinae (Noriega-Cisneros ve ark., 2012) bitki ekstraktlarinin

seum glukoz seviyesinde degisiklik meydana getirmedigi bulunmustur.

Sunulan ¢alismada, STZ nin 45 mg/kg (ip) uygulamasini takiben, 72 saat sonra
Olctlilen aclik kan sekeri (AKS) seviyesinin 200 mg/dI’nin iizerinde oldugu ve insiilin
seviyesinin azaldig1 tespit edildi. Bu veri, STZ’nin pankreas beta hiicrelerinde tahribata
yol agarak insiilin sentezini azalttigina, buna bagl olarak kandaki glukoz miktarin
arttirdigina isaret eder. Elde etti§imiz bu sonug, yukaridaki literatiirler ile ortlismektedir.
Diyabet ile birlikte F. rigidula ekstraktinin 250 mg/kg uygulanan grupta istatistiki olarak
anlam gostermeyecek sekilde AKS seviyesinin azaldigi ve insiilin seviyesinin arttig1
belirlendi (p>0.05). F. rigidula ekstraktinin 500 mg/kg uygulanan grupta diyabet grubuna
gore AKS seviyesindeki azalmanin ve insiilin seviyesindeki artisin anlamli oldugu,
yinede kontrol grubu ile aralarinda anlamli bir fark oldugu goriildii (P<0.05). Diyabet ile
birlikte glibenklamid uygulanan grupta diyabet grubuna gore AKS seviyesindeki
azalmanin anlamli olmadigi insiilin seviyesindeki artisin ise anlamli oldugu tespit edildi.
F. rigidula ekstraktinin 250-500 mg/kg uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasinda AKS

ve insiilin seviyeleri agisindan fark olmadigi bulundu (Tablo 9).

Diyabetes mellitus’un patogenez siirecinde karbonhidrat metbolizmasinin
yaninda lipit ve lipoprotein metabolizmasida bozulmaktadir. Diyabet hastalarinda
hipertrigliseridemi ve hiperkolesterolemi oldukga sik karsilagilan durumlardir (Kazemian
ve ark., 2015). Kan lipitleri seviyesinden sorumlu olan baslica lipoprotein lipaz ve hepatik
lipaz enzimleri, insiilin hormonunun etkisi altindadir. Insiilin seviyesinde goriilen
degisikliklerde kan lipit profilinde de etkilenme oldugu goriilmektedir. Insiilin
seviyesindeki azalma ile lipoprotein lipaz aktivitesi azalir, endojen trigliseritlerin bagli
oldugu VLDL ile ekzojen trigliseridleri tasiyan silomikronlarin pargalanmasi sekteye
ugrar. Karacigerde meydana gelen VLDL nin yanisira periferde silomikron ve VLDL nin
parcalanmasinda goriillen azalma nedeniyle kan trigiliserid diizeyinde artma goriiliir.
LDL, diger lipoprotein tiirleri icerisinde yiiksek oranda aterojenik olma ozelligine
sahiptir. HDL ise aterosikloroza kars1 koruyucu lipoprotein fraksiyonu olarak
degerlendirilmektedir. HDL yapiminda hepatik trigliserid lipaz aktivitesi onemlidir. Bu

enzim HDL icinde bulunan trigliseridleri hidrolize eder. Insulin, lipoprotein lipaz
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aktivitesini artirdig1 gibi hepatik trigliserid lipaz aktivitesini de artirir (Baysu Sozbilir ve
Baysu, 2008).

Diyabetin kan lipit profili iizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda serum
trigliserit, kolesterol ve LDL seviyelerinin arttifi, HDL seviyesinin azaldig1 tespit
edilmistir (Giribabu ve ark., 2014; Samarghandian ve ark., 2015). Bu sonuglardan farkli
olarak Karaca ve ark. (2010), diyabette trigliserit ve kolesterol seviyelerinin azaldigini
bulmuslardir. Apiaceae familyasindan farkli bitkilerin, diyabet olusturulan ratlarda,
serum lipid profili {izerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda farkli sonuglar elde
edilmistir. Yusufoglu ve ark. (2015), deneysel diyabet olusturduklar1 ratlarda Ferula
duranii kok ekstraktinin verilmesiyle, diyabetle birlikte artan total kolesterol, trigliserit
ve LDL seviyesinin azaldigini, bunun yaninda diyabetle azalan HDL seviyesinde ise
artma oldugunu tespit etmislerdir. Baska bir ¢alismada ise Jalili-Nik ve ark., (2019)
deneysel diyabet olusturduklari ratlarda Ferula gummosa-oleo reginesinin verilmesiyle
artan total kolesterol, trigliserit, LDL ve HDL seviyelerinin azaldigini tespit etmislerdir.
Bununla birlikte Akhlaghi ve ark. (2012) Ferula assafoetida bitkisi ile yaptiklari
caligmada, diyabetli ratlarda trigliserid, kolesterol, HDL kolesterol ve LDL kolesterol

seviyelerinde 6nemli bir degisikligin olmadigini tespit etmiglerdir.

Sunulan ¢alismada, diyabet grubunda kolesterol, trigliserit ve HDL ve LDL
diizeylerinin kontrollere kiyasla dnemli sekilde arttigi belirlendi (P<0.05). Diyabet ile
birlikte F. rigidula ekstraktinin 250-500 mg/kg ve glibenklamid uygulanan gruplarda
kolesterol ve HDL seviyelerinin azaldig1, kontrol grubu ile istatistiki olarak fark olmadig:
tespit edildi (p>0.05). Trigliserit seviyesi a¢isindan kontrol ve diyabet gruplan ile F.
rigidula ekstraktinin 250-500 mg/kg ve glibenklamid uygulanan gruplar arasinda anlaml
bir fark olmadig1 bulundu (p>0.05). Kontrol grubuna gore diyabet ve diyabet ile birlikte
glibenklamid uygulanan gruplarda LDL diizeyinin 6nemli sekilde arttig1 belirlendi
(P<0.05). LDL seviyesi agisindan Diyabet ile birlikte kontrol ve F. rigidula ekstraktinin
250-500 mg/kg uygulanan gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edildi
(p>0.05). F. rigidula ekstraktinin 250-500 mg/kg uygulanan gruplar ile kontrol grubu
arasinda kolesterol, trigliserit ve HDL ve LDL seviyeleri agisindan fark olmadigi bulundu
(Tablo 9).
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STZ indiiklenmis diyabetli ratlarda olusan serbest radikaller sonucu oksidatif stres
meydana gelir. Oksidatif stres durumunda gegis elementleri yardimiyla glikozdan
ketoaldehit ve siiperoksit radikali olusur. Bunlardan sonra sirasiyla hidrojen peroksit ile
hidroksil radikali meydana gelir (Abou Khalil ve ark., 2016). Serbest oksijen radikalleri
sonucu lipit peroksidasyonu olusur ve hiicre fonksiyonlart zarar goriir. Lipit
peroksidasyonu sonucu malondialdehit (MDA) olusan {iriinlerden bir tanesidir. MDA
seviyesi oksidatif stres belirlemede 6nemli bir parametredir (Roy ve ark., 2016). Deneysel
diyabet olusturulmus ratlarda ve diyabet hastalarinda serbest oksijen radikalleri ile lipid
peroksidasyonunun 6nemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve
ilerlemesinde 6nemli oldugu belirtilmistir (Ozdek, 2017). Apiacea familyasindan
Cuminum cyminum bitki ekstraktinin, diyabetik rat pankreasinda artan MDA seviyesini
onemli oranda azalttigini, kontrol grubu MDA seviyesi ile arasinda fark olmadigini tespit
edilmistir (Jagtap ve Patil, 2010). Yusufoglu ve ark. (2015), deneysel diyabet
olusturduklari ratlarda Ferula duranii kok ekstraktinin verilmesiyle pankreas ve karaciger
dokusunda artan MDA seviyesinin azaldigin1 bulmuslardir. Ozdek, (2017), Diplotaenia
turcica kok ekstraktinin verilmesiyle diyabetik ratlarin pankreas dokusunda artan MDA

seviyesinin azaldigini tespit etmistir.

Bu tez caligmasinda, yukaridaki literatiir sonuglarini destekleyecek sekilde,
diyabet olusturulan grupta kontrol grubuna gore, pankreas dokusu MDA seviyesinin
onemli sekilde arttig1 gozlendi (P<0.05). Diyabet grubuna gore, diyabet ile birlikte F.
rigidula ekstraktinin 250-500 mg/kg ve glibenklamid uygulanan gruplarda MDA
seviyesinin onemli sekilde azaldigi, azalmanin en fazla F. rigidula ekstraktinin 500
mg/kg uygulanan grupta oldugu, yinede kontrol grubundan anlamli sekilde yiiksek
oldugu tespit edildi (P<0.05). Pankreas dokusunda MDA seviyesindeki bu onemli
diistisiin, F. rigidula ekstraktinin, diyabete bagli gelisen oksidatif hasara karsi savunmada,
antioksin 6zelligine bagli olarak lipit peroksidasyonunu inhibe etmesi ile ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir. F. rigidula ekstraktinin 250-500 mg/kg uygulanan gruplar ile kontrol
grubu arasinda MDA seviyesi ag¢isindan fark olmadigi bulundu (p>0.05). Bu sonug F.
rigidula ekstraktinin kullanilan dozlarda pankreas dokusunda oksidatif strese neden

olmadigim gosterir (Tablo 10).
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Antioksidan enzimler, serbest radikalleri daha zararsiz ya da etkisiz hale getirmek
icin kullanilir. Boylece metabolizmay1 oksidatif strese karsi korurlar. Antioksidan
savunma mekanizmasmin ilk basamagmi olusturan SOD, hem sitozol hem de
mitokondride siiperoksit radikallerinin zararh etkilerini azaltmak i¢in H2O2 doniistimiinii
katalizler. Diyabet olusmasi sonucu serbest oksijen radikallerinin dismutasyonu SOD
enzimi tarafindan yapilir. Ayn1 zamanda bu serbest radikaller SOD enziminin protein
yapist lizerinde birtakim hasarlar meydana getirir (Gomathi ve ark., 2013). Bir
hemoprotein olan CAT, 6nemli miktarda H2O2'nin detoksifikasyonundan sorumludur.
GSH-Px enzimi diisiik H>2O2 konsantrasyonlarinda daha etkilidir. CAT temel olarak hiicre
membraninin hidrofilik kisimlarinda etkili iken, GSH-Px enzimi daha ¢ok sitozol ve
mitokondride etkilidir. GSH, hiicre i¢i enzimatik olmayan antioksidan maddedir.
Peroksitler ve serbest radikallerle direk tepkimeye girerek, oksidatif stres sonucu
olusacak oksidatif hasarin olusumunu engeller. GSH radikal kaynakli hasara karsi
koyarken, antioksidan enzimlere substrat olarak gorev yapar ve bir radikal tutucusu gibi
davranir. GSH’1n, H20: ve okside lipidler ile reaksiyona girerek okside glutatyon (GSSG)
formuna ge¢isini saglayan GSH-Px enzimi, oksidatif stresi baskilamada 6nemli rol oynar

(Akkus, 1995).

Yapilan ¢aligmalarda, pankreas dokusunda antioksidan madde seviyesi ve enzim
aktiviteleri ile ilgili farkli sonuglara rastlanmistir. Yusufoglu ve ark. (2015) ve Ozdek
(2017), kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda, STZ indiiklenmis ratlarin pankreas
dokusunda, GSH-Px, CAT, SOD enzim aktivitelerinin ve GSH seviyesinin azaldigini
bildirmislerdir. Yang ve Cherian (1994) ise sadece SOD aktivitesini degerlendirerek s6z
konusu enzim aktivitesinde herhangi bir degisikligin olmadigin1 bulmuslardir. Bir diger
caligmada Shukla ve ark. (2007), kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda, STZ ile
indiiklenmis ratlarin pankreas dokusunda, SOD ve CAT enzim aktivitelerinin arttigin
bildirmislerdir. Yine bu calismalarda; Yusufoglu ve ark. (2015) Ferula duranii kok
ekstraktinin, Ozdek, (2017), Diplotaenia turcica kok ekstraktinin kullanilmas: ile
karaciger ve pankreas dokusunda azaldigin1 belirttikleri GSH seviyesi ile SOD, CAT ve
GSH-Px enzim aktivitelerinin 6nemli oranda arttigini tespit etmislerdir. Bir diger

calismada ise, diyabetle azalan pankreas dokusu SOD ve CAT enzim aktivitelerinin
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Cetraria islandica ve Pseudevernia furfuracea bitki ekstraktlarinin verilmesi ile
etkilenmedigi belirtilmistir (Colak, 2012).

Bu aragtirmada, kontrol grubuna gore, diyabet grubu pankreas dokusu CAT, GSH-
Px, SOD, enzim aktiviteleri ve GSH seviyesinin 6nemli oranda azaldigi belirlendi
(P<0.05). Bu sonug, yukaridaki ¢alismalarin verileri ile paralellik gdstermis, boylece
diyabetli gruplarin pankreas dokusunda antioksidan seviye ve/veya enzim aktivitelerin
azaldig1 ortaya konulmustur. Diyabet grubuna gore, diyabetle birlikte F. rigidula
ekstraktinin 250-500 mg/kg ve glibenklamid uygulanan gruplarda, CAT, GSH-Px (500
mg/kg hari¢), SOD enzim aktiviteleri ve GSH seviyesinin istatistiki bakimdan anlaml1
sekilde arttig1 (P<0.05), gruplar arasinda istatistiki olarak fark olmadigi1 (p>0.05), yinede
kontrol grubundan diisiik oldugu tespit edildi (P<0.05). Diger taraftan, CAT, GSH-PxX ve
SOD enzim aktiviteleri artisinda F. rigidula ekstraktinin 250 mg/kg’nin daha etkili
oldugu goriildii. Pankreas dokusunda antioksidan parametrelerdeki bu artis, F. rigidula
ekstraktinin serbest radikalleri siipiiriicii ve oksidatif strese karsi koruyucu etkisinden
kaynaklanmig olabilir. F. rigidula ekstraktinin 250-500 mg/kg uygulanan gruplar ile
kontrol grubu arasinda CAT, GSH-Px, SOD enzim aktiviteleri ve GSH seviyesi agisindan
fark olmadig1 bulundu (Tablo 10).

STZ ile diyabet olusturulmus ratlarda, histopatolojik ve immunohistokimyasal
incelemelerde Onemli patolojik bulgulara rastlandigr bildirilmektedir. Yapilan
caligmalarda, pankreas Langerhans adaciklarinda atrofi, beta hiicrelerinde dejenerasyon
ve nekroz bulgular1 tespit edilmistir (Bolkent ve ark., 2005; Coskun ve ark., 2005;
Gomathi ve ark., 2013). Sunulan ¢alismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda diyabet
grubunda pankreas Langerhans adaciklarinin boyutunun azaldigi ve yogun nekrotik
hiicreler oldugu goézlendi. F. rigidula ekstrakti 250 mg/kg verilen grupta diyabet grubuna
benzer sekilde pankreas Langerhans adaciklarinin boyutunun azaldigi ve yogun nekrotik
hiicreler oldugu tespit edildi. F. rigidula ekstrakti 500 mg/kg ve glibenklamid verilen
gruplarin pankreas Langerhans adaciginda orta derecede nekrotik hiicreler oldugu
goriildii. F. rigidula ekstrakti 250-500 mg/kg verilen gruplarin pankreas dokusunun

normal histopatolojik yapida oldugu belirlendi.

Bitkilerle yapilan deneysel c¢aligmalarda, degisik yollarla antihiperglisemik
etkileri gosterilmistir. Bu bitkiler, insiilin sentezini arttirma, insiilin direncini diisiirme,

bagirsaklardan glukozun absorblanmasi, hiicrelerde glukozun daha fazla tiiketilmesi,

53



pankreas hiicrelerinde rejenerasyon gibi olaylari tetikleme yoluyla kan glukoz seviyesinin
azalmasma neden olabilirler (Attanayeke ve ark., 2015). F. rigidula ekstraktinin
antihiperglisemik etkisi pankreas Langerhans adaciklar1 iizerine iyilestirici etkisi ile
iliskilendirilebilir. F. rigidula ekstraktinin antihiperglisemik ozelliginin, olas1 diger

yolaklar iizerine etkileri, farkli ¢calismalarla aydinlatilmaya ihtiyact vardir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, F. rigidula ekstraktinin 500 mg/kg uygulanan
dozunun, deneysel diyabet modelinde, pankreas dokusunda meydana gelen oksidatif
stresi azaltmasi ve pankreas dokusu Langerhans adaciklarinda bulunan beta hiicrelerini
iyilestirici  etkisinin olmas1 sebebiyle, klinik olarak kullanim olanaklarimin

arastirilmasinin yararlh olabilecegi sonucuna varildi.
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