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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

DATURA INNOXIA Mill. TOHUM EKSTRAKTLARININ ANTIOKSIiDAN
AKTIVITELERI ve DIYABET UZERINDEKIi ETKILERININ ARASTIRILMASI

Elif GUNEY
Damsman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Amag: Bu c¢alismada, Datura innoxia Mill. (ebuzambak) tohumlarindan elde edilen farkli
polaritedeki ekstraktlarin streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet olusturulan Wistar albino
cinsi ratlarda Tip-I diyabet tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Yontem: Calisma amaci dogrultusunda, bitki tohumlarindan sirayla hekzan, etil asetat,
metanol, biitanol ve saf su ekstraktlari elde edildi ve sonra ekstraktlarin toplam fenolik ve
flavanoid madde igerikleri belirlendi. Daha sonra ayni ekstraktlarin 75, 125 ve 250 pg
dozlarinin ABTS*, DPPH" ve siiperoksit anyonu (O2°) radikali (SAR) giderme aktiviteleri;
demir (I11) indirgeme (FRAP) ve Ferrik Tiyosiyanat (FTC) yontemi ile total antioksidan
kapasiteleri (TAC) belirlenmistir. Diyabet calismasinda, metanolik, biitanolik ve su
ekstraktlarinin STZ ile deneysel diyabet olusturulan ratlarda anti-hiperglisemik etkileri insiilin
ile karsilastirilmal olarak degerlendirildi. Deneysel diyabet, intraperitonal (i.P.) olarak 55
mg/kg STZ enjeksiyonu ile olusturuldu. Calisilan 3 tohum ekstrakti (50, 100, 200, 400, 800,
120 mg/mL) ratlara gastrik gavaj yolu ile verildi ve kan glukoz diizeyleri deney siiresince
kaydedildi.

Bulgular: Bulgulara gore, D. innoxia tohumlarindan elde edilen ekstraktlar arasinda fenolik ve
flavanoid madde igerigi bakiminda en diisiikk hekzan ekstrakti olurken, en yiiksek su ekstrakti
olmustur. Ilave olarak 6zellikle metanolik, biitanolik ve su ekstraktlarinim total antioksidan
kapasiteleri ve ABTS*, DPPH' ve SAR’u temizleme aktivitelerinin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Diyabet grubundaki (kontrol) bireylerin ¢ogu calismay1 tamamlayamazken,
caligilan {i¢ bitki ekstrakti uygulanan ratlar ¢alismayi 6nemli oranda tamamlayabildi. STZ ile
deneysel Tip-1 diyabet olusturulan ratlarda tohum ekstraktlarindan ozellikle metanolik
ekstraktin 50 mg/mL dozunun insiilin gurubu ile karsilastirildiginda anlamli etkisi
belirlenmistir.

Sonug¢: Datura innoxia tohumlarindan elde edilen metanolik, biitanolik ve su ekstraktlarinin
giiclii antioksidantif 6zelliklere sahip oldugu ve 6zellikle metanolik ekstraktin STZ ile diyabet
olusturulan ratlarda hiperglisemik etkileri yatistirabildigi bu ¢aligma ile ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Datura innoxia, Rat, Diyabet, Fenolik, Flavonoid
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ABSTRACT

INVESTIGATION of ANTIOXIDANT ACTIVITIES of DATURA INNOXIA MILL.
SEED EXTRACTS and THEIR EFFECTS on DIABETES

Elif GUNEY
Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

Purpose: In this work, The effect of extracts in different polarities obtained from Datura
innoxia Mill. (downy thorn apple) seeds was investigated on Type-I diabetes in Wistar albino
rats in which experimental diabetes was induced by streptozotocin (STZ).

Method: For this aim, hexane, ethyl acetate, methanol, butanol and aqueous extracts were
obtained from the plant seeds, respectively, and then the total phenolic and flavonoid content
of the extracts were determined. ABTS-*, DPPH" and superoxide anion (O2") radical (SAR)
scavenging activities, and the total antioxidant capacity by iron (I1l) reduction (FRAP) and
Ferric Thiocyanate (FTC) methods were determined using the 3 different doses (75, 125 and
250 ug) of the same extracts. In the diabetes study, the anti-hyperglycemic effects of
methanolic, butanolic and aqueous extracts were evaluated in STZ-induced Type-I diabetic rats
in comparison with insulin. The experimental diabetes was induced by a single-dose
intraperitoneal (1.P.) injection of STZ (55 mg/kg). The different doses (50, 100, 200, 400, 800,
120 mg/mL) of the 3 extracts studied were applied to the rats by gastric gavage and their blood
glucose levels were recorded throughout the experiment.

Findings: According to the findings, of the extracts from D. innoxia seeds, hexane extract had
the lowest phenolic and flavonoid content while aqueous extract had the highest. Also, it was
determined that especially methanolic, butanolic and water extracts had the high total
antioxidant capacity and powerful ABTS*, DPPH"and SAR scavenging activities. In addition,
most individuals in the diabetes group alone were unable to complete the study, while almost
all of those treated with the 3 extracts were able to complete it. It was determined that 50 mg/mL
dose of the extracts, especially the methanolic extract, had a significant effect in STZ-induced
Type-I diabetic rats compared to the insulin group.

Results: This study showed that methanolic, butanolic and aqueous extracts obtained from
Datura innoxia seeds have strong antioxidative properties and that especially methanolic
extract can alleviate hyperglycemic effects in STZ-induced Type-I diabetic rats.

Keywords: Antioxidant, Datura innoxia, Rat, Diabetes, Flavonoid, Phenolic,
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GIRIS

Diabetes Mellitus (DM) ¢agimizda bulasici olmayan yaygin hastaliklarin 6n siralarinda
yer almakla birlikte, diger birgok kronik hastaligin ortaya ¢ikmasini da tetikleyen diinya ¢capinda
onemli bir saglik sorunudur. DM genellikle kan sekeri (glukoz) seviyelerinde normalden daha
yiiksek bir artigla karakterize edilir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) tarafindan
yayimlanan istatistiklere gore her 11 yetiskinden 1’ine DM teshisi konmakta ve her 6 saniyede
1 kisi DM’ye bagli sorunlardan &lmektedir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gére ise diinya
capinda 400 milyondan fazla insan diyabet hastasidir ve bu hem hastalig1 hem de onun sayisiz
yikic1 komplikasyonlarini tedavi etme maliyetini giderek artirmaktadir. Yine IDF’ye gore, her
yil 4,6 milyon insan diyabetin sonuglarindan 6lmektedir, bu oranin neredeyse %80 ise diigiik
ve orta gelirli iilkelerde goriilmektedir. Ulkemizde ise son verilere gore, ne yazik ki 2030 yilinda
ulagilacagi tahmin edilen 7 milyon diyabetli sayisina, 2015-2016 yilinda ulasilmistir (IDF,
2014). Bu tablo, ililkemizde diyabet sayisinin korkun¢ derecede arttigini ve artisin kontrol
edilemedigini gostermektedir. Diyabet, yag, karbonhidrat ve protein metabolizmasini etkileyen,
pankreasta yetersiz insiilin salgilanmasi veya insiiline hiicre yanitinin yitirilmesi ile olusan
metabolik bir hastaliktir (Ontiirk ve Ozbek 2007; Yegin ve Mert 2013). Cok sayida bilimsel
kayitlara gore, diyabetli hastalar genellikle makro ve mikrovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz,
konjestif kalp yetmezligi ve hipertansiyon dahil olmak {izere kardiyavaskiiler hastaliklara kars1

daha duyarlidir (Benter et al. 2005; Ontiirk ve Ozbek 2007; Rao et al. 2010).

Tarihsel olarak degerlendirildiginde, Diabetes ve Mellitus kelimeleri Yunanca’da “akip
gitmek” ve “bal kadar tatli” kelimelerinden tiiretilmistir. Hastaligin tarihi antik ¢aglara kadar
uzanmaktadir. Bu donemde yetersiz anatomi bilgisi, patofizyoloji ve tani kriterlerinin eksikligi
sebebiyle hekimler igin olduk¢a kafa karistirici bir hastalik olmustur. M.O 1500 yillarinda Ebers
papiriisiinde; asir1 susama, bol idrara ¢ikma ve bitki 6zleri ile tedavi edilebilen karakteristik
ozelliklere sahip hastalik olarak tanimlanmistir (Karamanou et al. 2016). Tip tarihgisi ve Ebers
papiriisiiniin terciimani olan Paul Ghalioungui’ye gore Ebers’in yapmis oldugu diyabet tanimi
yetersiz ve eksiktir. Kahun papiriisiinde ise “susamis bir kadiin tedavisi” igin tarif baslig
mevcuttur ancak metin eksiktir (Ghalioungui 1987). Unlii Hint cerrah1 olan Sustura, diyabet
teshisinde sadece tatl bir idrar degil, ayrica yapiskan olduguna da dikkat ¢ekerek karicalarin
idrara geldigini belirtmistir. Ayn1 zamanda diyabetin piring, tahil ve tath gidalarin asir1 tiikketim
sebebiyle olusan bir hastalik oldugunu ifade etmistir (Peumery 1987). ingiliz anatomist ve

hekim olan Thomas Willis, biyokimyay1 insan iglevinin temeli olarak gdrmiis ve Pharmaceutice



Rationalis isimli eserinde diyabetle ilgili olarak idrar tatliligindan bahsederek Mellitus terimini
ortaya koymustur. Ayn1 zamanda Diabetes Mellitus’dan (DM) bahseden ilk Avrupali hekim
olmustur. Willis diyabeti tanimlarken alisilan bulgularin disinda hasta viicudunda igneleme, stk
sik veya aralikli kasilmalar oldugunu ve kaslarin biikiilmesinden bahsetmistir (Reid et al. 1923).
Ibni Sina ise milattan sonra 1000’li yillarda seker hastaliginin kalitsal karakterini, damar
komplikasyonlarini ve idrarin bal tadinda oldugunu tanimlamistir. Hastaligin pankreasla olan
ilgisini ise Minkowski’nin bir kopege pankreaktomi yapmasi ve diyabet olmasi ile ortaya
koymustur. Fransiz fizyolog Claude Bernard ise 19. yiizyilda idrarda goriilmekte olan sekerin
karacigerde glikojen olarak depo edildigini bularak hastaliga dair yeni bir boyut kazandirmistir.
Daha sonra 1921°de ise Banting ve Best insiilini bularak hastaligin patogenezinin

aydinlatilmasinda 6nemli bir donem baslatmislardir (Banting and Best 1922).

Giinlimiizde artitk DM’nin genellikle genetik ve ¢evresel faktorlerle birlikte ortaya ¢ikan
ve kan glukoz seviyesinin yiikselmesine (hiperglisemi) yol agan metabolik bir hastalik oldugu
bilinmektedir. DM nin kronik hiperglisemisi, 6zellikle gozler, bobrekler, sinir, kalp ve damar
bozuklugu ve farkli kaslarin yetersiz galismasi ile iligkilidir. Bunlara ilave olarak, diyabetin
gelisimi, cesitli patojenik siirecleri igerir. Bunlar, pankreas f hiicrelerinin otoimmiin yikimin
ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan insiilin eksikligi ve insiilin direncine yol acan anormallikleri
igerir. Insan viicudundaki kan sekerinin diizenlenmesi, birgok kimyasal ve hormonun karmasik
etkilesimi ile saglanir. Glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan en onemli
hormon, pankreas 3 hiicreleri tarafindan salgilanan insiilindir. Diyabette anormal karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmasinin temeli insiilinin hedef dokular tizerindeki yetersiz etkisidir.
Yetersiz insiilin eylemi, yetersiz insiilin salgilanmasi1 ve/veya hormon eyleminin karmasik
yoluyla bir veya daha fazla noktada insiiline azalmis veya yanit vermeyen doku yanitindan

kaynaklanmaktadir (Petersmann et al. 2019).

Diyabet vakalari genelde 2 genis etiyopatogenetik kategoriye ayrilir. Kategorilerden biri
olan Tip-I diyabetin nedeni insiilin salgilanmasindaki eksikliktir (Petersmann et al. 2019). Bu
tip diyabette pankreasta bulunan Langerhans adaciklarinda meydana gelen bir otoimmiin
patalojik siire¢, serolojik ve genetik belirtecler ile tanimlanir. Bir digeri daha yaygin olan
kategori Tip-Il diyabette ise insiilin etkisine direng ve yetersiz seviyede insiilin salgilama
tepkisinin birlesimidir. Tip-1l diyabette, farkli hedef dokularda patolojik ve fonksiyonel
degisikliklere neden olabilecek ancak klinik semptomlar olusmadan 6nce uzun bir siire boyunca
bir hiperglisemi derecesi olabilmektedir. Bu semptomsuz dénemde, aclik durumunda plazma
glukozunun o&lgiilmesiyle veya glukoz yiiklenmesi ile bireyde karbonhidrat metabolizmasinin

normal olmadigini gozlemlemek miimkiindiir. Ancak, ideal diyabet siniflandirilmasinin hem



klinik tanimlayic1 kriterlere dayanan hem de etiyolojik gruplandirmay1 icermesi gerektigi
diistincesi ile Amerikan Diyabet Cemiyeti (ADA) tarafindan 1997 yilinda terminolojide bazi
degisiklikler yapilmasi gerektigi Onerilmistir (ADA 2012, Akcay vd. 2000). ADA yapmis
oldugu diyabet kriterlerini 2003 yillinda tekrar diizeltmeler yaparak yaymlamistir (ADA 2012).
Bu durumda baglica 4 ¢esit diyabet oldugu bildirilmistir.

Tip-I Diyabet: Tip- | diyabetin klinik belirtilerinden dnce, degisken siireli semptomsuz
bir donem gozlenebilir. Bu gesitte, hiicre yikim orami degiskendir. Ozellikle bebekler ve
cocuklarda hizli iken yetiskinlerde ise yavastir. Daha Once insiiline bagimli olmayan diyabet,
Tip- | diyabet veya juvenil baslangigli diyabet seklinde tanimlanan bu tip diyabet, pankreas 3
hiicrelerinin tahrip olmasinin bir sonucudur. Otoimmiin enflamasyonla yok edilen pankreas 3
hiicrelerinin tekrar insiilin iretebilmesini saglamak simdiye kadar miimkiin olmamistir ve
denenen ¢esitli ilaglardan da olumlu sonug alinamamistir. Ote yandan insiilin hormonu disardan
verilerek Tip-I diyabet hastalar1 saglikli bir yasam siirebilmektedir. Bazi hastalar, 6zellikle
cocuklar ve ergenler hastaligin ilk semptomu olarak ketoasidoza sahip olabilir. Digerlerinde,
enfeksiyon veya diger stres altinda hizla siddetli hiperglisemi ve/veya ketoasidoza doniisebilen
orta derecede aclik hiperglisemi vardir. Bazi insanlar, 6zellikle yetiskinler ketoasidozu 6nlemek
icin yillarca yeterli kalan B hiicre fonksiyonunu koruyabilirler. Bu tiir bireyler sonunda hayatta
kalmak i¢in insiiline bagimli hale gelir. Hastaligin son sathasinda instilin salgis1 cok azdir veya
hi¢ yoktur, diisiik veya tespit edilemeyen plazma C-peptid seviyeleri ile kendini gosterir. Tip-|
diyabetin immiin kokenli olaninda, B hiicrelerin otoimmiin yikimi bilyiilk miktarda genetik
yatkinliga sahiptir ve ayn1 zamanda gevresel faktorlerle giiclii bir sekilde iliskilidir. Bu tip
diyabeti olan hastalar nadiren obez olsalar da obezite ile tan1 konulamamaktadir. Bu hastalar
ayrica Graves hastaligi, Hashimoto tiroiditi, Addison, Vitiligo, Colyak, otoimmiin hepatit,
Miyastenia gravis ve Pernisiydz anemi gibi diger otoimmiin hastaliklara da egilimlidir. Ancak
idiyopatik (patofizyolojisi bilinmeyen) Tip- | diyabette ise kalici insiilinopeni (insiilin salgilama
bozuklugu) vardir ve ketoasidoza daha egilimlidir, fakat otoimmiinite kanit1 belirlenemez. Tip-
| diyabet hastalarinin ¢ok az bir boliimii bu kategoriye girse de bu hastalarin ¢ogu Afrika veya
Asya kokenlidir. Ayn1 zamanda bu kategoride tanimlanan hastalar, epizodik ketoasidozdan

muzdariptir ve epizodlar arasinda farkli seviyelerde insiilin eksikligi sergilerler.

Tip-11 Diyabet: Genel olarak insiilin direncinden kismi insiilin eksikligine ve insiiline
direngli olan insiilin salgilama kusurlarina kadar degisir. Daha 6nce insiiline bagimli olmayan
diyabet olarak bilinen bu diyabet formu, diyabetik hastalarin %90-95’ini veya yetiskin
baslangicli diyabeti olusturur. Bu tip diyabetin bir¢ok farkli nedeni olabilmektedir. Spesifik

neden bilinmemekle birlikte, higbir hiicresel otoimmiin yikim meydana gelmemistir ve hastanin



belirgin bir diyabet nedeni yoktur. Tip-11 diyabette B hiicrelerde insiilin sentezi, salgilanmasi ve
depolanmasinda bir kusur olmamakla birlikte, B hiicre sayisi da normaldir, fakat periferik
dokularda insiilin aktivitesi ve insiiline diren¢ azalmigtir. Glukoz yanitinin zayiflamasi ve
hipergliseminin olusumunda en 6nemli faktor, insiilin reseptoriiniin diizensizliginin neden
oldugu glukozun taninmasindaki bir kusurdan kaynaklanmaktadir (Obek1990; Kayaalp 2000;
Kelly and Goodpaster 2001; Onat vd. 2006). Genel olarak, Tip-1l diyabetin olusumu igin 3

faktor sorumlu tutulmaktadir (De Fronzo 1999). Bunlar:

1. Bozulmus Glukoz Toleransi (IGT) ve Bozulmus Aclhik Glukozu (IFG): Bozulmus
glukoz toleransi ve bozulmus aglik kan sekeri, normal glukoz toleransi ile diyabet arasinda bir
ara metabolik bozukluk olarak tanimlanmaktadir. Her iki bozuklugun da gelecekteki diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk faktorii oldugu belirtilmistir. Her iki sorunun bulunmasi
birbirinin etkinligini artirmaktadir (De Fronzo 1999; WHO 1999; Akcay vd. 2000; Rodriguez
et al. 2002; Unwin et al. 2002; Onat vd. 2006; ADA 2012).

2. Insiilin Direnci: Viicut dokularmin insiilin etkisine kars1 azalmis duyarliligi olarak
tanimlanmaktadir. Pankreas tarafindan salgilanan insiilin, karbonhidrat ve yag metabolizmasini
diizenler. Insiilin direnci durumunda karaciger, kas ve yag doku hiicreleri kandaki fazla glukozu
absorbe edemez ve hiperglisemi gerceklesir. Yiiksek kan sekeri, pankreasin daha fazla insiilin
salgilamasina, salgilanan insiilin ise insiilin salgisinin azalmasina neden olacak ve pankreas
bezlerinin belli bir siire sonra yorulmasina bagli olarak Tip-1I diyabet olusacaktir (Porte 1991;
Mitrakou et al. 1992; Polonsky 1995; De Fronzo 1999; Mahler and Adler 1999; Ostenson 2001;
Liu et al. 2007; Karpe et al. 2011).

3. Bozulmus Insiilin Salgilanmasi: Bozulmus insiilin sekresyonu, Tip-Il diyabetin
gelisiminde dnemli bir rol oynamaktadir. Insiilin yanit1 (hiperinsiilinemi) baslangigta siirekli
glukoz uyarimi nedeniyle artar ve insiilin direnci nedeniyle kullanilamaz, ancak hiicre
yorgunlugu arttik¢a insiilin yaniti1 azalmaya baglamaktadir. Obez yetiskinlerde, insiilin direnci
genellikle aglik ve yeme kosullar1 altinda artan insiilin konsantrasyonu ve azalan insiilin
reseptorii sayisi ile goriilmektedir. Insiilin reseptdrlerinin sayisindaki azalmanin, reseptorleri
asag1 regiile eden insiilin seviyelerindeki artisa bagli olduguna inanilmaktadir (Porte 1991;
Mitrakou et al. 1992; De Fronzo 1999; Ostenson 2001; Guillen et al. 2006; Dejkhamron et al.
2007).

Gestasyonal (Gebelik) Diyabet: Gestasyonal, yillarca, hamilelik sirasinda baslayan
veya ilk kez kesfedilen bir glukoz intoleransi olarak tanimlandi. Cogu vaka dogumla birlikte
diizelse de durumun gebelikten sonra devam edip etmedigi durumu hala tartismalidir. Devam

eden obezite ve diyabet salgini, dogurganlik ¢agindaki kadinlar arasinda Tip-Il diyabet



insidansinda bir artisa neden olurken, tan1 konulmamis Tip-1l diyabetli gebe kadinlarin sayisi
giderek artmaktadir. Gebelik doneminde goriilmekte olan bu tip diyabet gebelerin %3 linde
goriilebilmektedir ve bu oran bolgelere gore degisim gosterebilmektedir (WHO 1999; Kayaalp
2000; Beers and Berkow 2002; Onat vd. 2006; Reece et al. 2009; ADA 2012). Hamilelik
sirasinda salgilanan bir¢ok hormon kan glukozunun yiikselmesine (hiperglisemi) neden
olabilmektedir. Ozellikle plasentadan salinan laktojenik hormon, bir miktar progesteron ve
Ostrojen, instilin direnci iireterek hiperglisemiye neden olmaktadirlar (Alp and Molvalilar 1987;

Kiihl 1991; Ryan et al. 1995; Reece et al. 2009).

Diger diyabet tipleri: Bu grup diyabet c¢esidine, digerlerine oranla daha az
rastlanilmaktadir. Kalitsal [ hiicre eksikligi, insiilin etkisizligi, ekstrakapsiiler fibroz,
akromegali, Cushing sendromu ve glukagon gibi ekzokrin pankreatik hastaliklar ve B hiicre
fonksiyonunu bozan ilaglar veya hormonlar ve insiilin etkisini bozan ila¢ ve kimyasallar
(tiazidler, glukokortikoidler, B adrenerjikler), immiin aracili diyabetin nadir goriilen formlari ve
Klinefelter sendromu, Down sendromu ve Porfiria gibi genetik sendromlar nedeniyle
enfeksiyon meydana gelebilir (Beers and Berkow 2002; Onat vd. 2006, ADA 2012).

Insiilin (Latince, /nsula—adacik demektir), pankreatik Langerhans adaciklarmin B
hiicreleri tarafindan sentezlenen bir proteinik (polipeptid yapisinda) hormonudur. Normal
kosullarda B-hiicrelerinde 110 amino asitten olusan tek zincirli bir insiilin 6nciisii olan pre-
proinsiilin olusur. Bu, endoplazmik retikulum (ER) membranindan salinmasindan sonra, 24
amino asitten olusan bir bolim pre-proinsiilinden kesilir ve proinsiilin olusur. Golgi
cisimcigindeki bu proinsiilin zinciri, graniillere doldurulur. Burada ise 4 ana amino asit, insiilin
ve C-terminal peptidi olusturmak icin koparilir (C-peptidin fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir). Sonugta, insiilin iki polipeptit zincirinden ibaret olan bir polipeptid haline
dontisiir. Bunlardan biri 21 amino asit (zincir A), ikincisi ise 30 amino asit (zincir B) igerir. Bu
iki polipeptid, iki disiilfid bagi ile birbirlerine baglanir. Insiilin polipeptitlerin molekiil agirlig:
yaklagik 5700 KDa’dur. Insiilin hormonunun amino asit dizisi memelilerde yiiksek oranda
korunmus olan bir gene sahiptir. Birgok memeli, tek bir tane proteini kodlayan bir insiilin geni
bulundurur. Ancak fareler istisna olarak her birinde iki insiilin geni tasir ve B zincirinde sadece
iki amino asitte farklilik tastyan iki tip insiilin sentezlerler. Kan glukozu insiilin salgilanmasini
gerektirecek seviyeye (80 mg/dL) geldiginde proinsiilinin yapisindaki iki peptit bagi golgi
cisimciginden koparilarak insiilin olusturulur. Insiilin salgilanirken yeni insiilin molekiillerinin
sentezi de uyarilir. Kan glukoz seviyesi normal seviyeye ulasincaya kadar insiilin salgis1 devam
etmektedir. Yar1 mrii 3-5 dakika olan insiilin kandan kolaylikla karaciger ve bobrek tarafindan

temizlenebilir. Kan glukoz seviyesi arttiginda, glukoz transporter 2 (Glut 2) tasiyicilar: glukozu



pankreas P hiicrelerine tasiyarak glukozun hemen heksokinaz enzimi tarafindan glukoz-6-
fosfata cevirerek glikoliz yoluna sokar. Glukoz par¢alanmasinin hiz1 arttiginda, ATP miktar1
artacagindan ATP hiicre zarindaki K* kanallarinin kapanmasina neden olmaktadir. K* iyonu

* 2 artmasi

cikisinin azalmasi hiicre zarinda depolarizasyona sebep olur. Bu sebepten Ca
ekzositoz nedeniyle insiilin salgilanmasini tetiklemektedir. Proteince zengin bir yemekten sonra
salgilanan insiilin miktar1 karbonhidrat bakimindan zengin olan yemekten daha azdir. Yemek
sonrasinda salgilanan barsak hormonlar1 olan Gastrik inhibitér Polipeptit (GIP) ve Glukagon
Benzeri Peptit 1 (GLP-1) insiilin salgilanmasini baslatmaya yardimeci rol oynamaktadir. Aglik,
stres, travma ve asiri egzersizde salgilanmakta olan adrenalin, insiilin salgilanmasini
azaltmaktadir. Adrenalin salinimi1 enerji kullanilmakta oldugunu bildirir ve insiilin
depolanmasini uyarmasindan dolayr daha az insiiline ihtiya¢ olduguna isaret eder. Biiyiime
hormonu, kortizol, dstrojenler ve progestinlerin yliksek oranda salgilanmasina uzun siire maruz

kalan bireylerde insiilin salgilanma miktar1 daha fazladir. Gebeligin son evrelerinde insiilin

salgilanmasinin artmasindaki temel sebep ¢esitli hormonlarin salgilanmasidir (Pacini 2017).

Organizmada insiilinin fizyolojik ve biyokimyasal etkilerini olusturan temelde
aktiflesmis insiilin reseptdrleridir. Insiilin etki ettigi hiicrelerin igerisine girmez, fakat plazma
zarinda baglandig1 reseptoriinden, sitozoldeki insiiline duyarli enzimlere ve spesifik gen
ifadelerinin uyarildigi ¢ekirdege uzanan ¢ok kompleks bir yolak araciligiyla sinyalini baglatir.
Hormonun ilk mesaj1 aktif hale gelmis reseptor ve ikinci haberci tarafindan hiicre i¢i enzimlere
aktarilir. Insiilin reseptorii, Biiyiime Faktorii Reseptor Ailesi iiyesidir. Siirekli olarak insiilin
sentezlenip yikilmaktadir. Insiilin reseptoriiniin sahip oldugu ekstraseliiler olan ve yapisinda
sisteince zengin bolgelerde bulunan a alt iinitesine insiilin baglanmaktadir. Transmembran
proteini olarak islev géren ve sinyal iletiminde gorevli olan B alt tinitesinin sitozoldeki kismi1
ATP’den belirli hedef proteinlere bir fosfat grubu aktarilmasimi saglayan tirozin kinaz
aktivitesine ve otofosforilasyon noktasina sahiptir ve B ile o subunite disiilfit bagi ile baglidirlar.
Insiilin, kendi reseptdrlerinin yani sira diisiik diizeylerde de olsa somatomedinler ve insiilin

benzeri bazi biiylime faktorlerine ait reseptorlere baglanabilir (Hubbard 2007).

Gilinlimiizde diyabet i¢in uygulanan tedavi yontemleriyle iyi bir glisemik kontrol
saglanmasina ragmen, diyabete bagli olarak ortaya ¢ikan komplikasyonlar1 6nlemede yeterince
etkili olamadiklari ileri siirtilmiistiir. Bu nedenle, diyabetin, ¢esitli organlarda hasar olusturma
potansiyeli ile kendine 6zgii komplikasyonlarin gelismesine yol acan etkileri yaygindir (Dogan
2005; Saglam 2008). Ornegin, organizmada serbest radikallerin (siiperoksit anyonu, hidroksil
radikali ve hidrojen peroksit gibi) olusum hiz1 ile bunlar1 etkisizlestiren antioksidan savunma

sistemi (enzimatik veya enzimatik olmayanlar) arasinda bir denge bulunmaktadir. Oksidatif



denge olarak kabul edilen bu dengenin saglandigi silirece, organizma serbest radikallerin
olusturdugu hasarlari tolere edebilmektedir. Serbest radikallerin veya diger bir tanimla reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) {iretilme hizinda asir1 artma ya da bunlarin detoksifikasyonunda bir
diisme, bu dengenin bozulmasina sebep olacaktir. Boyle bir durumda ise hiicre ve dokularda
hasara neden olan oksidatif stres ortaya ¢ikacaktir. Oksidatif stresin siirekliligi ve ilerlemesi
diyabetin sebebi ve diyabete bagli komplikasyonlarin olusma nedenlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Hem deneysel hem de klinik calismalarda, oksidatif stresin pankreatik -
hiicrelerinin yikimi/disfonksiyonu ve diyabetin sonraki komplikasyonlarinda énemli bir rol
oynadigini gostermektedir. Diyabet siiresince antioksidan savunma sisteminin diistiigii, serbest
radikallerin biyomolekiillere (lipidler, proteinler ve DNA gibi) verdigi hasar sonucu olusan
reaktif bilesiklerin oraninda artis oldugu bildirilmistir. Tip-I diyabet tedavisinde insiilinin tek
alternatif olmasi, Tip-II diyabet tedavisinde kullanilan anti diyabetik ilaglarin ¢esitli organlarda
olusturduklart yiiksek toksisiteden dolayi yeni ilaglarin kesfedilmesi igin yapilan ¢aligmalar her
gegen gilin artmaktadir (Dikilidal 2013; Baz et al. 2016). Diger taraftan, diyabet tedavisinde tam
olarak hastaligin seyrini geri ¢evirmese de yasam tarzi degisiklikleri (diyet ve egzersiz) de
biiylik 6nem kazanmistir. Viicudumuz kan sekeri glukozun ekmekten ya da tatlidan geldigini
anlayamaz ve bu yiizden karbonhidrat aliniminin siirlandiriimas: gerekmektedir. islenmis
yiyecekler ise igerdikleri boyalar, katki maddeleri ve sentetik kimyasallar nedeniyle viicutta
enflamasyonu artirir ve nihayette insiilin direncini tetikler. Bu durum Tip-Il diyabete zemin
hazirlamakla kalmaz, hastaligin ilerlemesine de neden olur. Diyabetten korunmak i¢in ve
dengeli kan sekeri seviyesine sahip olabilmek i¢in saglikli yaglar tiiketilmelidir. Sebze ve
meyveler fazla miktarda tarim ilac1 ve hormon igerdiklerinden mevsiminde tercih edilmelidir.
Bu besinler yoluyla viicudumuza alinan toksik maddeler, ROT bilesiklerini artirarak tiim
hiicresel fonksiyonlar1 olumsuz etkiler ve diyabeti tetikler. Probiyotik besinler tiiketilerek
barsak florasinda bulunan yararli bakterileri artirarak insiilin direnci kirilabilir. Tip-1l diyabet
hastaliginin tedavisinde 6nemli besin takviyelerinden bir digeri de insiilin direncini kirmada
yardimc1 olan omega-3 yag asidi oldugu belirlenmistir. Tiim hiicreleri etkileyen ve tiim
metabolik fonksiyonlarda rol alan insiilin hormonun eksikligi, viicutta insiilin direncini arttirir.
Bu yiizden D vitamini degerlerinin normal degerlerde olmasina da dikkat edilmelidir. Anti-
diyabetik beslenme modeli egzersizle desteklendiginde, insiilin direnci kirilarak kan sekeri daha

hizli diizene girmektedir (Pari and Latha 2004).

Son yillarda diyabeti de i¢ine alan neredeyse tiim hastaliklarda tibbi bitkilerin kullanim1
onemli Olgiide artmistir. Pek cok tilkede, bu biiylime 15-20 yil dnceki tiiketimin 2-3 katidir.
T1bbi bitkilerin tiiketimine paralel olarak tarimina olan ilgi de artmistir (Arslan 1986). Ancak

halen iilkemizde ilag endiistrisinin ihtiyact olan hammaddelerin %701 veya daha fazlasi ithal



edilmektedir. Ulkemiz ilag endiistrisi her y1l 100 milyon dolardan fazla hammaddeye ihtiyac
duymaktadir (Kiric1 ve Ozgiiven 1993). ithal farmasétik hammaddeler arasinda bitkilerde dogal

olarak bulunan, kiiltiire alinip yetistirilebilen hammaddeler de bulunmaktadir (Kuyumcu 1986).

T1bbi bitkilerin hastaliklar1 tedavi etmek ve 6nlemek icin kullanimina iliskin en eski
bilimsel kanitlar, 5000 yil 6nceki Cin, Hindistan ve Yakin Dogu medeniyetlerine kadar uzanir.
Anadolu'da sifali bitki kullaniminin en eski kayd: Hitit baskenti Bogazkdy'de bulunan Hitit
stellerinde bulunmustur. Kayitlara gore bazi tedavilerde mandala, badem, hardal, hashas, mazi,
meyan kokii, sarimsak, sogiit, pegasum ve zeytin kullanilmistir (Anonymous 1997). On
sekizinci yiizyila kadar, sifal1 bitkilerin tozlari, dekoksiyon ve infiizyonlar1 kullanilmis ve aktif
maddeler bitkilerden ayrilmistir. Yirminci yiizyilda analitik kimya endiistrisinin gelismesi
nedeniyle tipta sentetik maddeler olusmaya baglamistir. Bugiin yaygin sentetik ilaglara ragmen,
bitkisel ilaglarla tedavi 6nemini kaybetmemis ve giderek de artmaktadir. Sentetiklerin aksine,
bitkilerden iiretilen kimyasallar organizma ve ekosistemin dogal yapisina daha uygun

olduklarindan, genellikle yan etkileri yoktur veya azdir (Akin ve Ceylan 1986).

Tibbi bitkilerle tedavi anlamina gelen fitoterapi terimi, ilk kez Fransiz hekim olan Henri
Lecrec tarafindan kullanilmistir. Bitkilerin tiretmis olduklar1 primer ve sekonder metabolitler
dogrudan ve direkt olarak endiistrinin en temel iiriinleridir. Ulkemiz, genis cografi konumu ve
gesitli iklimlerin olmasi nedeniyle fitoterapide kullanilan bitki floras1 gesitliligi agisindan
oldukca zengindir. Ulkemizdeki etnobotanik bilgi birikimi, deneme yanilma yoluyla elde
edilmis ve nesilden nesle aktarilarak bitkilerin bilimsel olarak degerlendirilmelerine 6nemli
katkida bulunmustur. Anadolu’da tarih dncesi donemden baslayarak giiniimiize kadar bitkisel
ilaglar hakkinda arastirmalar bulunmaktadir. Osmanli Imparatorlugu déneminde halk, ilag
gereksinimlerini doktorlar veya aktarlar tarafindan hazirlanan karigimlarla saglamaktaydi.
Seksenli ve doksanli yillarda tibbi ve aromatik bitkiler tizerinde baglayan arastirmalar bitkilerin
tiretimindeki gelismelere, bioaktif bilesenlerin ekstraksiyonuna ve tibbi uygulamalarin
dogrulanmasina liderlik etmistir (Khan et al. 2019). Son yillarda ise bireylerin tibbi bitkilere
yonelmelerindeki sebeplerden biri, hastalik cesitlerinin gelistirdikleri diren¢ sonucu ortaya
¢ikan direngli patojenik mikroorganizma suslaridir. Ornegin sitma tedavisinde Atebrin
kullanilsa da tropik bolgelerde yetismekte olan chinchoa agacindan elde edilen kinin 6nem

tagsimaya devam etmektedir (Faydaoglu 2011).

Farkli kiiltiirlerde birgok bitki tiirii, diyabet tedavisi i¢in destekleyici bir ajan olarak
kullanilmakta ve anti-diyabetik ilaglarin kesfinde de onemli bir kaynak olusturmaktadir.
Literatiirde diyabet tedavisinde kullanilan bitkiler ve bitkilerden elde edilen gesitli bilesikler ile

ilgili ¢cok sayida arastirma bulunmaktadir. Bitki ekstreleri (6ziitleri); etkinliklerinden, yan



etkilerin diisiik olmasindan, erisilebilirliklerinden ve diisiik maliyetlerinden dolay1 diyabet
tedavisinde giderek daha ¢ok popiilarite kazanmaktadir. Ornegin streptozotosin (STZ) verilerek
deneysel diyabet olusturulan siganlarda Punica granatum bitkisinin ¢igek ekstraktinin diyabetik
siganlarda aclik kan glukoz, lipid profili, lipid peroksidasyonu, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan parametreleri tizerinde yararh etki gosterdigi belirlenmistir (Sani et al. 2012). Yine
deneysel diyabet modelinde keten ve kabak c¢ekirdegi karigiminin etkisinin incelendigi bir
calismada diyabetik sicanlara uygulanan karisimin antioksidan parametreler lizerinde faydali
etkiler gosterdigi, ayn1 zamanda karaciger enzimlerinde goriilen yiikselmelerin 6niine gegerek
kontrol grubu degerlerine yaklastirdigini belirlenmistir (Deutschldandera et al. 2009). Stevia
rebaudiana yapraginin diyabetin neden oldugu hasarin diizeltilmesinde olumlu sonuglar
gosterdigi belirtilmistir (Dogan 2005). Hipoglisemik ve antioksidatif aktiviteleri olan
bitkilerden yeni bilesiklerin belirlenmesi giderek daha biiyilk 6nem tasimaktadir. Sentetik
ilaglar istenmeyen yan etkilere veya kontrendikasyonlara sahip olduklarindan, WHO diyabet
icin geleneksel bitki tedavilerinin degerlendirilmesini de onermistir. Bu kapsamda tibbi ve
aromatik bitkiler, cesitli saglik sorunlarina yonelik olarak diinya capinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Mevcut farmasoétiklerin miistahzarlarin yaklagik %50'si bitkilerden elde
edilir. Bitkilerden izole edilen ¢ok sayida molekiil (baz1 alkaloidler ve lektinler gibi), plazma
glukoz seviyelerini azaltarak hipoglisemik ajan olarak kullanilma potansiyeline sahip
olabilmektedir. Ornegin, diyabetik bireylerde glukoz seviyelerini etkili bir sekilde azaltan
biguanid smifinin bir ilaci olan metformin, baslangicta diyabet ve diger rahatsizliklarla ilgili
semptomlari tedavi etmek {izere orta ¢ag Avrupa'sinda bir tibbi bitki olan Galega officinalis'den
(keci sedefotu veya diyabet otu) izole edilen bir guanidinden iiretilmistir. Bilindigi gibi bitki
sekonder metabolitleri; glukozitler, alkaloidler, saponinler, fenolik bilesikler, terpenler,
steroidler ve antrakinonlari igerir. Son yillarda bitki sekonder metabolitleri arasinda, glisemik
normalizasyonu destekleyen, insiilin salinimimi tegvik eden, insiilin direncini azaltan, alkaloid
ve flavonoidler dahil olmak tizere insiilino-mimetik etkileri olan yiiksek cesitlilige sahip
molekiiller izole edilmistir. Diyabet tedavisinde kullanilan birgok ilag, bu tiir hipoglisemik etki
mekanizmalarin1 sunmasi nedeniyle, bu molekiiller i¢in prospeksiyon ve yeni ilaglarin

gelistirilmesini saglamasi bakimindan 6nemlidir (Sani et al. 2012; Baz et al. 2016).

Etnobotanik veya etnomedikal bitkiler ¢ogunlukla saglik alaninda sayisiz tedavilere yol
acmis olsa da hizla sanayilesme ve yoresel kiiltiirlerin hizli kaybi ile bu bilgilerin bir kismi yok
olmas1 kagmilmaz goriilmektedir. Etnobotanik verilerin ve arastirllmamis halk bitkisi
ilaclarmin validasyonu, siiphesiz yeni bilesiklerin ve yeni ilaglarin kesfine yonelik yenilikei
stratejilere yol acabilir (Baz et al. 2016; Bhardwaj et al. 2016). Etnomedikal perspektifte 6nemli
bir tibbi bitki olan Datura innoxia Mill. (Ebuzambak) (Solanaceae), Tiirkiye, Cin, Meksika,



Amerika Birlesik Devletleri ve cogu Asya iilkelerinde sulak alan kenarlarinda dogal olarak
yetisir. Bu bitki fazla tiiketildiginde haliisinasyonlara ve sayiklamaya neden olur ki bu da
psikoza yol agabilir. Datura innoxia, basit glandiiler tiiyleri ve genellikle tiimiiyle nadiren
tirtikli ve tiiylii yapraklar ile ayirt edilir (Sekil 1). Dallar (gévde) genellikle mor renklidir.
Meyve sarkik, tiiylii ve kurudugunda sert dikenler (emergens) ile kaplidir. Datura tiirleri bazi
tilke halklar1 tarafindan astim tedavisi igin tibbi bitki olarak kullanilmaktadir (Fatima et al.
2015; Bhardwaj et al. 2016). Datura tiirleri 6zellikle igerdigi alkaloidlerle 6ne ¢gikmaktadir.
Ornegin, Datura innoxia bitkisinin icerdigi onemli alkaloidler atropin, hiyosiyamin ve
skopolamin'dir. Datura alkaloidleri (6zellikle atropin) giiniimiizde g6z hastaliklarinin tan1 ve
tedavisinde kullanilmaktadir. G6z dibi muayenelerinin yani sira genel narkozda senkoplara
kars1, kalp hastaliklarinda digitalin sinir bloguna karsi ve morfin, kursun gibi zehirlenmelerinin
antidotu vb. olarak kullanilir. Skopolaminin merkezi sinir sisteminde depresyon yapict etkisi
ameliyat 6ncesi hastalarin ve akil hastalarinin sakinlestirilmesi ve deniz tutmasina karsi da
etkileri vardir. Datura alkaloidlerinin en ¢ok kullanildigi yerlerden biri de Parkinson
hastaligidir. Skopolamin, Parkinson hastaliginda goriilen titremeleri azaltir. Bu yonden atropine
nazaran on kat daha etkilidir. Bitkinin diger bildirilen kullanimlari tiim kisimlarinin anti-
enflamatuvar ozelligi, merkezi sinir sistemini uyarmasi, solunum yolu tikanikligi, deri
enfeksiyonlart ve ayni zamanda dis agrist tedavisinde kullanildigr ile 1ilgili bilgiler

bulunmaktadir (Babalola et al. 2015; Fatima et al. 2015; Bhardwaj et al. 2016).

Sekil 1. Datura innoxia Mill. (http://www.flora.sa.gov.au/efsa/lucid/Solanaceae)

Bu arastirma dncesinde, Ulkemiz Dogu Akdeniz Bélgesi, 6zellikle Gaziantep yoresinde,
etnobotanik anlamda sahada yaptigimiz incelemelere ve gézlemlere gore, Datura innoxia
tohumlarinin diyabete i1yi geldigi ve kan sekerini diislirdiigi yoniinde sozlii veriler elde
edilmistir. Belirledigimiz etnobotanik bulgulara gore, bu bitkinin tohumlarindan bir miktarini

(yaklasik 5 adet) oral yolla giinliik alan diyabet hastalarinin kan sekerlerinin anlamli bir sekilde
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diistiigii ifade edilmektedir. Bunun halk arasindaki bazi kisilerde genel bir kanaat oldugunu ve
diyabet hastalarina tavsiye edildigi belirlenmistir. Bu gozlemler dogrultusunda, D. innoxia
tohumlarinin diyabet ilizerindeki etkisinin ve etkili madde/maddelerin bilimsel olarak ortaya
konulmasiyla birlikte, diyabet i¢in ilag¢ olarak kullanim potansiyelinin arastirilmasinin énemli
oldugunu degerlendirdik. Bu nedenle mevcut arastirmamizda, streptozotosin (STZ) ile deneysel
diyabet (Tip-I) olusturulan siganlarda, Datura innoxia tohumlarindan farkli ¢oziiciilerle elde
edilen (diisiik polariteden yiiksege gore; hekzan, etilasetat, biitanol, metanol ve su) ekstraktlarin
diyabet {izerine etkileri arastirilmistir. Calismada, Datura innoxia tohumlarindan elde edilen
ekstraktlarin diyabet (Tip-I hiperglisemi) ve diyabetin sebep oldugu ¢esitli komplikasyonlar

tizerinde iyilestirici etkilerin olup olmadig bilimsel olarak ilk kez ortaya konmustur.
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KURAMSAL TEMELLER

Yapilan literatiir arastirmalarinda Datura innoxia bitkisi ile ilgili kardiyovaskiiler ve
anti-kanser iizerine ¢aligmalarinin bulundugu, ancak bitkinin anti-diyabetik 6zelligi iizerine
herhangi bir ¢alisma yapilmadigi tespit edilmistir. Calismamiz, anti-diyabetik ozellikteki
bitkiler alaninda oldugu i¢in kaynak ozetleri kisminda literatiirde yer alan bazi anti-diyabetik
bitkilere, ekstraktlarinda kullanilan organik ¢ozeltilerine, kullanilan bitki ekstraktlarinin ve

insiilin dozuna yer verilmistir.

Gegmisten giinlimiize farkli kiiltiirlerde bir¢ok bitki tiirii, diyabet tedavisi igin
tamamlayict bir kaynak olarak kullanilmakta ve anti-diyabetik ilaglarin kesfinde 6nemli bir
kaynak olusturmaktadir. Literatiirde diyabet tedavisinde kullanilan bitkiler ve bitkilerden elde
edilen ¢esitli bilesikler ile ilgili ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Bitki ekstreleri (6ziitleri),
etkinliklerinden, yan etkilerin diisiik olmasindan, erisilebilirliklerinin kolay olmasi ve diisiik
maliyetlerinden dolayr diyabet tedavisinde giderek daha ¢ok popiilerlik kazanmaktadir.
Omegin streptozotosin (STZ) verilerek deneysel diyabet olusturulan sicanlarda Punica
granatum bitkisinin ¢igek ekstraktinin aglik kan glukozu, lipid profili, lipid peroksidasyon,
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan parametreleri lizerinde olumlu etki gosterdigi
belirlenmigtir. Yine bir deneysel diyabet modelinde keten ve kabak cekirdegi karigiminin
diyabetik siganlarda antioksidan parametreler lizerinde faydali etkiler gdsterdigi, ayn1 zamanda
karaciger enzimlerinde goriilen yiikselmelerin Oniine gecerek kontrol grubu degerlerine
yaklastirdigi belirlenmistir. Stevia rebaudiana yapragimin hipoglisemik aktivite géstermesinin
yaninda STZ’nin karaciger ve bobreklerde neden oldugu hasarin iyilestirilmesinde olumlu
sonuglar gosterdigi belirtilmistir (Pari and Latha 2004; Dogan 2005; Saglam 2008;
Deutschlédndera et al. 2009; Sani et al. 2012;Gonzales, 2013; Fatima et al. 2015).

Datura (tatula, seytan elmas1 veya ebuzambak) anavataninin neresi oldugu kesin olarak
bilinmemektedir. Buna ragmen Amerika ve 0zellikle Meksika'nin yiliksek rakimli alanlar
oldugu sdylenmektedir. Ayrica Bati Asya ve daha bir¢ok yerde genis yayilim gosterdigi
bilinmektedir. Tek veya ¢ok yillik olan Datura'da sap 1-1,5 m boylanabilmektedir. Sap
yuvarlak ve genellikle ¢iplaktir. Kotiledonlar 2-4 cm uzunlugunda, ensiz, biiziilmiis, fakat
tohum gelismesi boyunca tohum {iizerindedir. Meyvesi, ¢ok tohumlu bir kapsiildiir. 10 kadar
tiirti vardir. Bunlardan Datura innoxia, D. metel ve D. stramonium yurdumuzda 6zellikle Dogu
Akdeniz kesiminde yabani olarak yaygin bir sekilde yetisir. Ekolojik acidan bakildiginda,

Datura cinsi genellikle azot bakimindan zengin topraklarda ve stresli habitatlarda bulunur (Bye
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and Sosa, 2013; Karinho-Betancourt et al. 2014). Tiim Datura tiirleri tropane alkaloidleri igerir.
Bitkinin tiim kisimlar1 anodin, antispazmodik, haliisinojenik, hipnotik ve narkotiktir. Gegmiste
agr1 kesici olarak ve ayrica delilik, nezle ile ates, ishal ve cilt hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmistir. Bitki, en aktif olan1 skopolamin olan birkag¢ ¢esit alkaloid igerir. Bu, sizoid
(kisilik bozuklugu) hastalar1 sakinlestirmek i¢in kullanilan gii¢lii bir kolinerjik bloke edici
haliisinojendir. Yapraklar %0,52; kaliksler %1,08; govdeler %0,3; kokler %0,39; meyveler
%0,77; kapsiiller %0,33; tohumlar %0,44 ve biitiin bitki %0,52-0,62 arasinda skopolamin igerir.
Toksik doz, tibbi doza ¢ok yakin oldugundan, bu bitkinin her tiirlii kullanim1 son derece dikkatli
ve ancak bir uzmanin gozetimi altinda yapilmalidir (Emboden 1972; Weiner 1980; Chopra et
al. 1986).

Datura innoxia birgok farkli sekonder metabolit icermektedir. Genel organlarinda (kok,
govde, yaprak, ¢igek ve tohumlar) 53 alkaloid tanimlanmistir. Bunlardan 17 tanesi ilk kez bu
tiir icin ve bir nor-tiirevi olan 3-fenilasetoksinortropanin Datura cinsi igin yaygin oldugu
belirlenmistir. Ayrica, dort yeni tropan esteri, 3—asetoksi—6,7- epoksitropan (asetilskopin), 3-
asetoksi—6—propiyoniloksi-7-hidroksitropan, 6,7-dehidro 3-fenilasetoksitropan ve 3-(2'-
fenilpropioniloksi)-6,7-epoksinortropan  (dihidroaponor skopolamin), hyoscyamin ve
skopolamin koklerde ve toprak tistii kisimlarinda ana alkaloidler olarak tespit edilmistir. Bu
veriler D. innoxia’nin alkaloidler bakimindan zengin oldugunu gostermektedir (EI Bazaoui et
al. 2012). Farkli bir ¢aligmada ise Datura innoxia tohumlarindan lektin izole edilmistir.
Fizikokimyasal 6zellikleri belirlendiginde, bunun hemaglutinize edici aktivitesi gosterilmistir.
Elde edilen lektin proteinin, murin B-16 melanomundan hibrid KML hiicre ¢izgisinin

proliferasyonu tlizerindeki etkisi incelenmis ve mitojenik 6zellikleri gosterdigi ileri siirtilmiistiir

(Khashimova et al. 2000).

Datura innoxia ile yapilan bir c¢alismada yaprak Oziitinden bir vitanolid,
(izovitametelinin) saflastirilmustir. izowithametelin, insan kanser hiicre dizileri meme kanseri
ve akciger karsinomuna karst onemli sitotoksisite sergilemistir. Ayrica lipopolisakkarit ile
aktive edilmis murin makrofaj RAW 264.7 hiicrelerinde nitrik oksit iiretimini inhibe etmis ve
orta derecede protein kinaz inhibisyonu gostermistir (Fatima et al. 2020). Bir ¢alismada, Datura
metel'in tohumlarmin 6giitilmesiyle elde edilen unun, normal ve alloksan ile indiiklenen
diyabetik siganlarda hipoglisemik aktivite agisindan test edilmistir. Hem normal hem de
diyabetik siganlara verildiginde tohum ununun dozlar1 (25, 50 ve 75 mg/kg), 8. saatte kan
glukozunda 6nemli bir azalma saglamistir (Murthy et al. 2004). Farkli bir ¢alismada D.
innoxia'nin anjiyogenezi inhibe etme yetenegi degerlendirilmistir. D. innoxia c¢igeklerinin

metanol, petrol eteri, kloroform ve metanol fraksiyonlari maserasyon yontemi ile elde
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edilmistir. Ekstraktlar ayrica sirastyla MTT ve yara iyilestirme deneyleri araciligiyla HUV-EC-
C hiicrelerinde sitotoksisite ve anti-anjiyogenez oOzellikleri agisindan degerlendirilmistir.
Metanol o6ziitli, petrol eteri, kloroform ve metanol ekstreleri HUV-EC-C hiicreleri igin
sitotoksik etki gostermistir. Kloroform fraksiyonu ise yara iyilestirme deneyinde en fazla anti-

anjiyogenez aktivitesini gostermistir (Khoshkhoo et al. 2017).

Datura innoxia ve D. metel'in yaprak ve tohumlarindan elde edilen metanolik ekstraktlar
toplam fenolik, flavonoidler ve in-vitro antioksidan 6zellikleri agisindan da degerlendirilmistir.
Bir ¢alismada, toplam antioksidan, ABTS, DPPH testleri ve in-vitro lipid peroksidasyonu
inhibe edici aktivite agisindan toplam fenolik icerik ve toplam flavonoid igerigi FT-IR (Fourier
transform infrared spektroskopi) ile belirlenmistir. Bulgulara gore, en yiiksek toplam fenolik ve
toplam flavonoid igerigi, D. innoxia yaprak oziitiinde oldugu tespid edildi. Maksimum DPPH
radikali siipiirme aktivitesi, dort farkli metanolik ekstrakt arasinda D. innoxia'nin yaprak
oziitlinde gozlenmistir. ABTS testinin ve toplam antioksidan kapasitenin en yiiksek aktivitesi
Datura innoxia yaprak ekstresinde bulunmustur. Buna karsilik D. metel tohum o&ziitii,
maksimum lipid peroksidasyon inhibisyon aktivitesini gosterdi. FT-IR wverileri ayrica D.
innoxia (yaprak ve tohum) ekstraktlarinda belirlenen aktiviteleri destekledi. Arastiricilar, D.
innoxia bitkisinin D. metel’den daha fazla bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve bu
nedenle potansiyel bir dogal antioksidan kaynag1 olarak degerlendirilebilmesi gerektigini ileri
stirdiiler (Bhardwaj et al. 2016). Benzer bir ¢alismada, Tiirkiye florasinda bulunan Datura
innoxia bitkisinin toprak {istii metanolik ekstraktinin fenolik bilesenleri ¢aligilmistir. Ayrica bu
bitki ekstraktlarinda antioksidan (fosfomolibdenum, CUPRAC, FRAP, DPPH, ABTS) ve
enzim inhibe edici aktiviteler (alfa-amilaz ve tirozinaz) ile toplam fenolik ve flavonoid igerikleri
belirlenmistir. Toplam 19 fenolik bilesik belirlenmistir. Tanimlanan ana flavonoidler olarak
(+)-katesin ve (--epikatesin ve hiperosit bulundugu tespit edilmistir. Bu bilesikler, yiiksek
antioksidan aktivite ve enzim inhibe edici aktivitelere sahip oldugu belirlenmis ve tibbi
geleneksel kullanimlar1 dogrulamistir. Bu nedenle, bu bitkinin ¢icekleri ve kokleri gibi farkli
organlardaki biyoaktif bilesiklerin daha fazla calisilmasi, yeni dogal antioksidan ve enzim
inhibitor kaynaklarinin kesfedilmesi i¢in ¢ok 6nemli oldugu ileri siiriilmiistiir (Benabderrahim

et al. 2019).

STZ ile indiiklenen diyabetik sicanlarda yapilan bir ¢alismada, Acacia arabica 6ziitii 21
giin boyunca 100 ve 200 mg/kg verilerek, serum glukozu, TC, TG, LDL ve MDA seviyelerinde
onemli diisise neden oldugu ve HDL, koenzim Q10’ da doza bagli olarak anlamli artis
olmaktadir (Salehi et al. 2019). Albizzia lebbeck bitkisinin sap kabugunun metanol ve

diklorometan 6ziitleri otuz giin boyunca 100, 200, 300 ve 400 mg/kg gavaj yontemiyle verilerek
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STZ ile indiiklenen diyabetik siganlarda degerlendirilmistir. Tedavi, kan glukoz seviyesini
onemli Olctide diisiirdiigii ve plazma insiilin seviyesini yiikseltmistir. Ayrica TC, TG, LDL ve
VLDL seviyelerini de 6nemli 6lclide diisiirerek HDL diizeyini ise yilikseltmistir. Uygulama
ayrica, indirgen glutatyon, glutatyon peroksidaz (GPX), CAT ve SOD aktivitelerinde belirgin
artisa ve STZ ile indiiklenen sicanlarin karaciger ve bobreklerinde lipid peroksidasyonunun
azalmasma neden olmustur. Doza bagl olarak pankreas, karaciger, bobrek ve kalbin
histopatolaojik analizinde bu organlarin korundugu, lezyonlar1 ise doza bagl olarak azalttig1

goriilmiistiir (Salehi et al. 2019).

Caesalpinia ferrea bitksinin kok kabugunun su ekstrakti STZ ile indiiklenen diyabetik
sicanlara 250 ve 450 mg/kg gavaj olarak dort hafta siire ile uygulanmistir. Caligsma sonucunda
kan glukoz seviyelerinde 6nemli oranda diisiis goriilerek hayvanlarin metabolik durumunda ise
bir iyilesme (diisiik seviyelerde TC, TG ve epididimis yag dokusu) goriilmiistiir (Vasconcelos
et al. 2011; Hassan et al. 2015). Camelia sinensis yapraklari su ekstraktlarinin kan glukozu
diisiirme etkisi STZ ile indiiklenen siganlarda giinliik olarak 0,5 mL verilerek 15 ve 30 giin siire
ile uygulanarak etkisine bakildiginda anti-hiperglisemik ve hipolipidemik aktiviteler
goriilmistiir (Al-Attar and Zari 2010). Gymnema sylvestre bitki yapraginin etanol 6ziitii STZ
ile indiiklenen diyabetik sicanlarda dort hafta siire ile 100 mg/kg dozunda gavaj yoluyla
verilerek in-vitro ve in-vivo olarak yapilan deneylerde anti-hiperglisemik etki gostererek
antioksidan durumunu iyilestirmistir. Ayrica TBA, SOD ve 2,2-azino-bis-3 etilbenztiyazolin-

6-siilfonik asit deneylerinde in-vitro antioksidan etki gostermistir (Kang et al. 2012).

Moringa oleifera bitkisinin metanol ekstraktinin STZ ile indiiklenen diyabetik
siganlarda 21 giin boyunca gavaj yoluyla 150 ve 300 mg/kg anti-diyabetik ve antioksidan
etkilerini arastirmislardir (Gupta, Mathur et al. 2012). Her iki dozda serum insiilin ve protein
seviyelerinde eslik eden bir artisla birlikte, serum glukoz ve nitrik oksit seviyelerinde 6nemli
bir diigiis saglamistir. Ayrica metanol ekstraklarmin pankreas dokusunda antioksidan

seviyelerini arttirarak TBA seviyelerini distirmiistiir (Villarruel-Lopez et al. 2018).

Origanum vulgare’nin un haline getirilmis olan bitkinin yapraklari heksan, etil asetat,
dikolarometan, metanol ve saf su ekstraktlart kullanilmistir. Metanolik ekstaktinda fitokimyasal
biyofenollerde zenginlestirilmis bilesim gostermistir ve yapilan DPPH deneylerinde
antioksidan etki gdstermistir. Metanolik ve su ekstraktinda STZ ile indiiklenen diyabetik
siganlarda yapilan c¢alismada su ekstraktinin etkisi goriilmemesine ragmen metanolik
ekstraktinin diyabet insidansini azalttigi bununla birlikte insiilin sekresyonunu korudugu

goriilmiistiir (Vujicic et al. 2015).

15



Datura stramonium yapraklarinin etanol ekstraktinin uygulanmasinin bazi serum
biyokimyasal parametreleri tizerindeki etkisini incelemek i¢in bes hafta siireyle sicanlara 50
mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinda ekstrakt uygulandi. Calisilan parametreler, karaciger ve bobrek
fonksiyonlarin indeksleri ve bazi biyokimyasal ve hematolojik parametrelerdir. Sicanlar
tarafindan alinan yem orani son viicut agirligi, serum AST, ALT, bilirubin, toplam protein, iire
ve incelenen elektrolitlerin timii ekstrakt uygulanmasindan etkilenmedi. Bununla birlikte, 200
mg/kg viicut agirligr olan sicanlarda uygulanan etanol ekstraktinin serum kreatinin seviyeleri
onemli Ol¢iide yiikselmistir. Calisilan biyokimyasal ve hematolojik parametreler de
etkilenmedi. Bu nedenle 6ziitiin bes haftalik siire boyunca uygulanmasi, tam giivenirligini

saglamamistir (Gidado et al. 2010).

Urtica dioica, Thymus vulgaris, Myrtus communis, Scolymus hispanicus, Cinnamun
zeylanicum bitkilerinin sulu metanol ekstraklariin STZ ile indiiklenmis (65 mg/kg) siganlara
1 hafta sonra her bitki ekstraktinin yirmi sekiz giin boyunca giinliik doz olarak 100 mg/kg ayr1
ayr1 siganlara uygulanmistir. Sonuglarda Scolymus hispanicus bitki ekstraktinin aglik kan
sekerlerini 6nemli 6l¢lide degistirdigini gostermistir. Lipid profili 6zellikle Thymus vulgaris,
Myrtus communis ve Cinnamun zeylanicum takviyesi ile iyilestirilmistir. Hemen hemen tiim
bitki ekstrakt muameleleri belirgin bir sekilde, hi¢bir uygulama yapilmayan diyabetli sicanlara
kiyasla eritrosit katalaz aktivitesi, marker serum enzimleri (amilaz harig), lire ve kan iire
nitrojeni iyilestirmistir. Bitki ekstraktlarindan herhangi biri, sicanlarda goriilen viicut agirlig
kaybina karg1 koyamadi. Veriler muhtemelen antioksidan ve serbest radikalleri etkisiz hale
getirme etkileri ile DM kaynakli degisikliklere karst dnemli bir potansiyele sahip oldugunu
ortaya koydu (Ozkol et al. 2013).

Allium sativum, A. ascalonicum ve Salvia officinalis bitkisinin yapraklar1 kullanilarak
elde edilen methanol ekstraktlarinin diyabetik sicanlarda, stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPX) ve katalaz (CAT) enzimleri lizerinde aktiviteleri ve trigliseritler (TG), toplam
kolesterol (TC) gibi yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL), diisiik yogunluklu lipoproteinler
(LDL), ¢ok diisik yogunluklu lipoproteinler (VLDL) plazma lipid seviyeleri
degerlendirilmistir. Diyabetik tedavi goren siganlarda kontrol grubuna kiyasla A. ascalonicum
bitkisinin methanol ekstrakt;, SOD’un %65, GPX’in %43 ve CAT’in %55 oraninda
aktivitelerini artirmistir. Allium sativum ve S. officinalis bitkilerinin methanol ekstraktlari ise
SOD aktivitesini sirastyla %60 ve %30 artirmistir. A. sativum ise TC’yi %34 distirmiistiir.
Salvia officinalis TG’yi %40 ve LDL’yi %30 azalmaktadir ve A. ascalonicum methanol
ektsrakti VLDL’yi %24 azaltmaktadir. Tip-Il DM tedavisinde kullanilan metformin hafif

antioksidan ve hipolidemik 6zellik gostermektedir. Kantitatif fitokimyassal analiz sonuglari,
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metanolik A. sativa ve A. ascalonicum o&zleri sirasiyla %3,49 ve %3,43 oraninda alkaloid,
%18,02 ve %13,30 glikozit, %0,81 ve %0,75 saponin gibi sekonder metabolitler igermektedir.
Metanolik S. officinalis yaprak eksraktinda flavonoidler %21,014, glikozitler %23,14 ve
saponinler %2,09 igermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda A. sativum, A. ascalonicum, S.
officinalis bitkilerinin methanol ekstraklarinin antioksidan ve hipolidemik 6zellikleri ile DM

kontroliinde faydali oldugunu goéstermektedir (Sani et al. 2012).

Murraya koenigii bitki yapraginin su 6ziitii alloksan ile indiiklenen diyabetik tavsanlara
200, 300 ve 400 mg/kg dozlarinda gavaj ile verilmistir. Bitki yapraginin sulu oziitiiniin kan
glukoz seviyesini onemli 6l¢iide diistirmektedir ve karbonhidrat metabolizmasi lizerinde yararl
etkiye sahip olmaktadir (Vasconcelos et al. 2011). Kronik diisiik doz deksametazon
enjeksiyonu ile indiiklenen siganlara bu bitkinin farelerde etanolik 6ziitii, iskelet kasina glukoz
atitlimii  arttirarak kismen deksametazon kaynakli hiperglisemi ve insiilin direncini
iyilestirmektedir(Pandey et al. 2014). Paspalum scrobiculatum tanelerinin sulu ve bazi yerlerde
etanol bazi yerlerde ethanol, ya da methanol ve metanol gibi sozciikler kullanilmis, tek sekilde
olmasi gerekiyor. Ethanolik ektstraktlarinin alloksan ile indiiklenen siganlara 15 giinliik
calismada 250 ve 500 mg/kg gavaj ile verilerek anti-diyabetik etkisi degerlendirildiginde doza
bagli olarak kan glukoz seviyesini ve lipid parametrelerini dnemli Sl¢iide diistirmektedir.
Ayrica ekstrakt tedavisi, karaciger glikojeninde Onemli artis ve glikoliz hemoglobin

seviyelerinde 6nemli diisiis gostermektedir (Jain et al. 2010).

Yukarida verilen literatiir bulgular1 genel olarak degerlendirildiginde, eskiden beri tibbi
bir bitki oldugu bilinen ve Ulkemizde dogal olarak genis bir yayilis gdsteren Datura innoxia
bitkisinin anti-diyabetik ozelliklerine ait herhangi bir verinin olmadigi goriilebilir. Ayrica
Ulkemizde, konumuz dis1 dahil, Datura innoxia ile ilgili yapilmis herhangi bir tez de
belirlenememistir. Bu nedenle Datura innoxia iizerinde yapilan bu arastirmanin, hem Ulkemiz
bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmesi hem de literatiirde onemli bir boslugu doldurmasi

beklenmektedir.
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MATERYAL VE METOT

Kullanilan Alet ve Cihazlar

Doku parcalayici : Waring blender, 8011 Eb
Buzdolabi : Arcgelik
Calkalayic1 : Zhicheng -ZHWY-21020

Derin dondurucu (-20°C) : Argelik

Derin dondurucu (-80°C) : Nuaire

Evaparator : Buchi Rotary Evaporator R3
Glukometre : Roche — Accu-Chek Performa Nano
Hassas terazi : Shimadzu AY220

Inkiibator : Memmert INCOmed 108
Karistirici : Fisons Whirli mixer

Manyetik karistirici : Daihan MSH-20

Otomatik pipetler : Eppendorf, Axigen

pH metre - WTW Inolab pH 720 Schott N61
Saf su cihazi : GFL-2004

Santrifiij : Thermofisher Scientific Megafuge 8R
Sicak su banyosu : Huber Polystat CC1
Spektrofotometre : Multiskan GO Microplate
Spektrofotometre : Shimadzu UV mini-1240

Sicak su banyosu : Wise Bath Fuzzy Control System
Homojenizator : Wiggen Hauser D- 500

Bitki Materyali ve Tohumlarin Temini

Aragtirmada kullanilan Datura innoxia L. bitkisinin tohumlari, Gaziantep yoresinde
bitkinin dogal yetistigi alanlardan Haziran-Temmuz aylarinda yetiskin bitkilerden elde
edilmistir. Bitki, bitki sistematigi alaninda bir uzman bilim insanina teshis ettirilmistir. Olgun
meyve kapsidlerinden ayrilan tohumlar, musluk suyunda yikanmis ve oda sartlarinda golgede
72 saat kurutulmustur. Daha sonra tohumlar bir Waring blender yardimiyla un haline getirilmis

ve -20 °C’de saklanmustir.
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Tohumlardan Ekstraksiyon ve izolasyon Yapilmasi

Datura inoxia tohumlarindaki aktif maddeleri ekstrakte etmek i¢in kullanilan ¢6ziiciiler,

yapilan literatiir calismalarina gore Hekzan, Etilasetat, Metanol, n-Biitanol ve Su olarak

belirlendi. Bu ¢oziiciiler polaritelerine gore secilmis ve polariteleri diisiikten yiliksege gore

siralandiginda, Hekzan, etilasetat, metanol, biitanol ve su olarak siralanir. Ekstraksiyon

islemleri asagida verilen asamalara gore gergeklestirildi (Satyajit et al. 2006).

1.

Ik basta 100 gr un haline getirilen tohum &rnegi, 1000 mL hekzan ile bir erlen
icinde 200 rpm ve 24 °C’de 12 saat calkalandi. Islem sonunda homojenat, hekzanla
doyurulmus bir siizme kagidi kullanilarak baska bir erlene siiziildi ve siiziintii +4
°C’de saklandi. Bu islem ayni 6rnek {izerinden 3 kez tekrarlandi ve her seferinde
elde edilen siiziintiiler birlestirildi.

Toplanan siiziintii bir evaporatérde 40 °C’de evapore edilerek karigimdan hekzan
uzaklastirilirdi. Buradan elde edilen ekstrakta hekzan ekstrakti (HE) adi verildi.
Bu ekstrakt kullanilmadig: siirece +4 °C’de saklandi.

Hekzan ekstrakti elde edildikten sonra geri kalan tohum oOrnegi (kalint1), bir
kurutma kagidi iizerine serilerek 151k almayan bir yerde 2 giin boyunca kurutulmus
ve hekzan kalintisinin 6rnekten iyice ugmasi saglanmistir.

Yukaridaki islem sonucu arta kalan tohum unu {izerine 1000 mL etil asetat (%100)
eklendi. Karisim, yukarida verilen aynmi kosullarda ekstraksiyon islemine tabi
tutuldu ve islem sonunda toplanan siiziintii bir etil asetat ile doyurulmus siizme
kagidindan gecirildi ve siiziintii +4 °C’de saklandi. Bu islem ayn1 6rnek tizerinden
3 kez tekrarlandi ve her seferinde elde edilen siiziintiiler birlestirildi.

Toplanan siiziintii, bir evaporatérde 45 °C’de buharlastirilarak elde edilen ekstrakt
+4 °C’de saklandi. Buradan elde edilen ekstrakta etil asetat ekstrakti (EAE) ad1
verildi.

Etil asetat ekstrakti elde edildikten sonra geri kalan tohum 6rnegi (kalinti), bir
kurutma kagid iizerine serilerek 151k almayan bir yerde 2 giin boyunca kurutularak
etil asetat kalintisinin ugmasi saglandi.

Kurutulan tohum 6rnegi 1000 mL %100 metanol i¢inde yukarida ifade edilen ayni
yontemle ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyon islemi yukarida da ifade edildigi
gibi 3 kez tekrarlandi.

Toplam siiziintii, bir evaporatdrde 50 °C’de buharlastirilarak elde edilen ekstrakt +4
°C’de saklandi. Buradan elde edilen ekstrakta metanolik ekstrakt (ME) adi verildi.
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9. Metanolik ekstrakt islemi sonunda geri kalan tohum ornegi (kalint1), ayni
kosullarda 2 giin boyunca kurutularak metanoliin u¢gmasi saglandi.

10. Yukaridaki islem sonucu geri kalan tohum 6rnegi 1000 mL n-biitanola (%2100)
eklendi. Karigim, yukarida verilen ayni kosullarda ekstraksiyon islemine tabi
tutuldu ve islem sonunda homojenat n-biitanol ile doyurulmus bir siizme
kagidindan gecirildi ve siizlintii +4 °C’de saklandi. Bu islem ayn1 6rnek iizerinden
3 kez tekrarland1 ve her seferinde elde edilen 6ziitler birlestirildi.

11. Belirlenen toplam siiziintii, bir evaporatdrde 50 °C’de evapore edilerek elde edilen
ekstrakt +4°C’de saklandi. Buradan elde edilen ekstrakta biitanolik ekstrakt (BE)
ad1 verildi.

12. Son olarak su 6ziitii i¢in, 100 gr kurutulmus ve un haline getirilmis tohumlar 1000
mL saf suda 200 rpm’de ekstrakte edildi (2-3 giin). Bu islem ayn1 6rnek tizerinden
3 kez tekrarlanirdi ve her seferinde elde edilen oziitler birlestirildi.

13. Islem sonunda elde edilen siiziintii, bir filtre kigidi kullanilarak baska bir erlene
gecirildi ve olusan stiziintii +4 °C’de saklandi. Toplanan 6ziit, bir liyofilizatorde
liyofilize edilerek suyu uzaklastirildi ve kuru un haline getirildi. Bu nihai 6ziite su
ekstrakti (SE) adi verildi. Su ekstrakti da kullanilmadigi siirece un halinde +4

°C’de saklanmustir.

Bu ekstraktlar kullanilmadan once steril saf suda ¢oziinmistiir. Suda ¢oziinmeyen

ekstraktlar, %50 dimetil stilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilmislerdir.

Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Calismada kullanilan ¢o6zeltilerin - kullanildigr  yerler ve hazirlanislar1 asagida
belirtilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma-Aldrich Co.’dan temin

edilmistir.

Fenolik madde miktar tayini i¢cin kullanilan ¢ozeltiler

FCR ¢ozeltisi (%10): Bunun i¢in 1,5 mL FCR (folin ciocalteu reagent) iizerine 13,5 mL

saf su eklenmigtir. Her zaman koyu renkli bir sisede saklanmaistir.

Na, CO3; ¢ozeltisi (%75): Yaklasik 25 mL saf su iginde 22,5 gr Na, CO3 ¢Ozlinmiis

ve son hacmi 30 mL’ye tamamlanmustir.

Gallik asit stok ¢ozeltisi (%0,1): Bunun i¢in 0,01 gr gallik asit, yaklagik 9 mL saf su

icinde ¢oziinmiis ve son hacmi 10 mL’ye tamamlanmistir.
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Flavanoid miktari tayini i¢in kullamilan ¢ozeltiler

NaNO, c¢ozeltisi (%5): Bunun i¢in 0,5 gr NaNO, 9,95 mL saf su i¢inde ¢oziinmiis ve

son hacim 10 mL yapilmistir.

AICl; ¢ozeltisi (%10): 1 gr AICI; yaklasik 9 mL saf su iginde ¢ozlindiikten sonra son
hacmi 10 mL yapilmustir.

NaOH ¢ozeltisi (1 M): 5,85 gr NaOH yaklasik 90 mL saf su i¢inde ¢ziindiikten sonra

son hacim 100 mL yapilmustir.

Catechin stok ¢ozelti (%0,1): Bunun i¢in 0,01 gr catechin, yaklasik 9 mL saf su icinde

¢Oziinmiis ve son hacmi 10 mL’ye tamamlanmistir.

Antioksidan aktivite kararlilhig i¢in kullanilan ¢ozeltiler

ABTS c¢ozeltisi (7 mM): Bunun icin 38,5 mg ABTS, 85 mL 0,1 M KH, PO, iginde
¢oziildii. Ardindan tlizerine 66,25 mg K, Og S, eklendi. Toplam hacim 100 mL olacak sekilde
¢oOzeltinin {izerine bi-distile su eklendi ve pH 7,4’e sabitlendi. Bu ¢6zelti her zaman taze

hazirlandi.

DPPPH radikali uzaklastirma aktivitesi icin kullanilan ¢ozeltiler

DPPH ¢o6zeltisi (0,1 mM): Bu ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 2,365 gr DPPH yaklasik 50 mL
metanolde (%100) ¢oziindiikten sonra son hacim metanolle 60 mL’ye tamamlanmis ve iyice

¢Ozunmuistir.

Siiperoksit anyon radikal siipiiriicii aktivitesi icin hazirlanan ¢ozeltiler

Fosfat tamponu (67 mM): Bu tampon i¢in 2,375 gr Na, HPO, yaklasik 180 mL distile
suda c¢oziilerek pH 7,8’e ayarlandi ve toplam hacim 250 mL olacak sekilde saf su ile
tamamlandi.

Riboflavin ¢ozeltisi: Bu ¢ozelti i¢in 0,005 gr riboflavin yaklasik 90 mL saf suda ¢6ziildii
ve pH 7,8’e ayarlandiktan sonra son hacmi 100 mL’ye tamamlandi. Her zaman taze olarak

hazirlandi.

EDTA (1 mM): Bunun i¢in 0,0186 gr EDTA (Etilen diamin tetra esetik asit), yaklasik
40 mL pH 7,8 olan fosfat tamponu ile ¢oziindiikten sonra son hacmi ayn1 tamponla 50 mL’ye

tamamlanmuistir.

NBT (1,5 mM) ¢ozeltisi: Bu ¢ozelti i¢in 0,06 gr NBT (Nitroblue tetrazolium kloriir) pH
7,8 olan fosfat tamponu ile ¢6ziindiikten sonra, son hacmi ayni tamponla 50 mL’ye

tamamlanmistir. Her zaman taze hazirlandi.
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Demir (III) indirgeme kapasitesi (FRAP) tayini icin kullanilan ¢ozeltiler
Fosfat tamponu (0,2 M Na;HPO4): Bu tampon igin 1,360 gr fosfat tamponu yaklasik 40

mL saf suda ¢oziindiikten sonra pH 6,6’ya ayarlanmis ve son hacmi 50 mL’ye tamamlanmustir.

Potasyum ferrosiyanat ([Kz Fe(CN)e 1) ¢ozeltisi (%1): 0,5 gr ([Ks Fe(CN)¢ ]) yaklasik

40 mL saf suda ¢oziindiikten sonra son hacmi 50 mL’ye tamamlanmuistir.

Trikloro asetik asit (TCA) ¢ozeltisi (%10): 5 gr TCA yaklasik 40 mL saf suda

¢Oziindiikten sonra son hacmi 50 mL’ye tamamlanmustir.

FeCl; ¢ozeltisi (%0,1): Bu ¢ozelti i¢in 0,01 gr FeClz yaklastk 9 mL saf suda

¢oziindiikten sonra son hacmi 10 mL’ye tamamlanmuistir.

Ferric Thioycyanate Yontemi (FTC) ile toplam antioksidan kapasitesi

Fosfat tamponu (0,04 M): Bu ¢ozelti i¢in 0,849 gr KH2PO4 yaklasik 125 mL saf suda

¢oziindiikten sonra pH 7,0’a ayarlanmig ve son hacmi 150 mL’ye tamamlanmustir.

Linoleik asit ¢ozeltisi (0,0017 M): Bu ¢ozelti hazirlanirken, %1 oraninda Tween-20
(uL/mL) igeren ve pH 7 olan fosfat tamponu i¢ine 370 pL linoleik asit eklenmis ve son hacim

70 mL’ye tamamlanarak pH 7,4 olarak ayarlanmistir.

NH, CN ¢ozeltisi (%30): Bu ¢ozelti igin 3 gr NH, CN 9 mL saf su iginde ¢oziindiikten

sonra, son hacmi 10 mL’ye tamamlanmuistir.

FeCl, ¢ozeltisi (20 mM): Bunun igin 0,0397 gr FeCl, yaklasik 9 mL %3,5’luk HCI

icinde ¢oziindiikten sonra, son hacmi ayn1 HCL ile 10 mL yapilmistir.

HCI (%3,5): Bu ¢ozelti i¢in %37’lik HCI’den 945 uL alind1 ve tizerine 9055 pL saf su eklenerek

son hacim 10 mL olarak ayarland.

Standart egrilerin hazirlanmasinda kullanilan cozeltiler

BHT stok ¢ozeltisi: 0,05 gr BHT yaklasik 90 mL saf suda ¢6ziindiikten sonra son hacim
100 mL yapilmustir.

Trolox ve askorbik asit stok ¢ozeltileri (%1): Bunun i¢in ayri yar1 0,01 gr Trolox ve
askorbik asit yaklastk 9 mL saf suda c¢oziindiikten sonra son hacimleri 10 mL’ye

tamamlanmaistir.
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Ekstraktlarin Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi
Toplam fenolik madde tayini

Ekstraktlardaki toplam fenolik madde miktar1, Singleton ve Rossi (1965) tarafindan
tanimlanan yonteme gore yapildi. Bunun i¢in reaktif olarak Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ve
standart olarak ise gallik asit kullanildi. Bitki ekstraktlarinda fenolik madde tayini igin 0,2 gr
ekstrakt, 2 mL %80’lik metanol i¢inde homojenize edildi ve karisim 20 dakika 70 °C'deki bir
su banyosunda hafif¢e calkalanarak inkiibe edildi. Daha sonra, ¢alisilan ekstrakt 6rneklerinin
(0,5 mL) tizerine %10’luk FCR reaktifinden 2,5 mL eklendi. Bu islemden 6 dakika sonra,
karigim tizerine 2 mL sodyum karbonat (Na,COs, 75 g/L) pipetlendi ve toplam hacim 5 mL'ye
tamamlandi. Bu haliyle reaksiyon oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra, drnekler 4
°C'de 10 000 rpm'de 15 dk santrifiijlendi. Siipernatantin absorbansi bir spektrofotometrede 760
nm'de kor 6rnege karst okundu. Igerisinde sadece ekstrakt icermeyen ornekler kor olarak
kullanildi. Ekstraktlardaki toplam fenolik madde igerigi, bilinen miktarlarda gallik asit
kullanilarak ayni yonteme gore belirlenen bir standart egri (Sekil 2) lizerinde belirlenmis ve

bulgular ug fenolik madde/gr doku olarak sunulmustur (Albano et al. 2012).
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Sekil 2. Fenolik madde tayininde kullanilan standart grafik.
Toplam flavonoid tayini

Toplam flavonoid tayini i¢in ekstraktlardan 250 puL alind1 ve iizerlerine 1,275 mL distile
su ilave edilerek karistirildi. Bu isleme takiben 6rnekler lizerine %5°lik NANO, ¢o6zeltisinden
75 L pipetlendi. Bundan 6 dakika sonra, %10’luk AICI; ¢o6zeltisinden 150 puL tiim 6rneklere

eklenerek 5 dakika karistirildi. Son olarak her 6rnege 1M NaOH ¢ozeltisi eklendi ve 6rneklerin
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absorbansi bir spektrofotometrede 510 nm’de kore karsi okundu. Kor 6rnek ekstrakt yerine 250
uL metanol icermektedir. Ekstraktlardaki toplam flavonoid madde igerigi, bilinen miktarlarda
katesin (catechin) kullanilarak ayni1 yonteme gore belirlenen bir standart egri (Sekil 3) tizerinde

belirlenmis ve bulgular pg flavonoid/gr doku olarak sunulmustur (Wu et al. 2012).
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Sekil 3. Flavanoid igerik tayini i¢in kulanilan standart grafik
ABTS* radikali temizleme aktivitesi

ABTS ™ radikali temizleme aktivitesi igin Re et al. (1999) tarafindan 6nerilen yontem
kullanildi. Bunun i¢in 7 mM ABTS [2,2'-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic asit)],
potasyum persiilfat (2,45 mM) ¢ozeltisi ile reaksiyona sokuldu ve 1 gece boyunca karanlikta
tutularak ABTS radikal katyonlar1 igeren koyu renkli bir ¢ozelti elde edildi. ABTS ¢ozeltisi
kullanilmadan 6nce, %100°liik metanol ile seyreltilerek spektrofotometrede 734 nm dalga
boyunda absorbans degeri 0,704+0,05 olana kadar seyreltme yapildi. Sonra 1 mL ekstrakt
orneklerine 1 mL ABTS™ ¢ozeltisi eklenerek 734 nm’de Olgliim yapildi. Bu islem sonrasi
ornekler 30 °C’de 30 dakika inkiibe edildi ve drneklerin absorbansi 734 nm’de tekrar 6l¢iildii.
Absorbanstaki azalma, soliisyon karistirildiktan tam olarak bir dakika sonra 6l¢iildii. Ornekler
icindeki ABTS" miktarim1 hesaplamak i¢in konsantrasyonu (1 ve 20 uM) arasinda degisen
Trolox ve askorbik asit (ASA) kullanildi (Sekil 4). Hesaplama icin asagidaki formiilden
faydalanilmistir.

ABTS radikali temizleme (%) = [(Kér - Ornek) / Kér] x 100
Kor: ABTS radikal ¢ozeltisinin 6rnek icermeden olan absorbansi

Ornek: ABTS radikal ¢6zeltisinin ekstrakt iceren absorbansi
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Sekil 4. ABTS radikali temizleme aktivitesi i¢in kullanilan standart grafik.
DPPH* radikali giderme aktivitesi tayini

Bitki ekstrelerin serbest radikal giderme aktiviteleri Blois (1958) metoduna gore yapildi.
Serbest radikal olarak DPPH" (1,1-Difenil 2-pikril hidrazil) kullanildi. Once bu radikalin 0,1
mM’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Ekstrakt orneklerinden 500 puL alinarak tiiplere pipetlendi ve
lizerlerine 0,1 mM metanolik DPPH soliisyonundan 1 mL eklenerek karistirildi. Ornekler oda
sicakliginda (25°C) ve karanlikta 30 dakika boyunca bekletilerek 517 nm’de absorbans
degerleri okundu. Kor 6rnek, 500 uL metanol ve 1,5 mL DPPH soliisyonundan olugsmaktadir.
Reaksiyon karisitmindaki absorbans disiikliigii, DPPH radikal temizleme aktivitesinin
yiiksekligini gosterir (Sekil 5). Temizleme aktivitesi, asagidaki denklemde DPPH radikal

stiplirme yiizdesine gore hesaplandi.
DPPH radikali temizleme (%) = [(Ao -A1 )]/ Ao ]x100
A, : DPPH radikal ¢6zeltisinin 6rnek icermeden olan absorbansi

A; : DPPH radikal ¢6zeltisinin ekstrakt igeren absorbansi
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Sekil 5. DPPH radikali temzileme aktivitesi i¢in standart grafik
Siiperoksit (O2°) radikali giderme aktivitesi

Bitki ekstrelerin siiperoksit anyonu (O27) radikalini giderme aktivitesi, nitroblue
tetrazolium (NBT) iirliniin spektrofotometrik 6lgiimiiyle belirlendi. Bu amagla Zhishen et al.
(1999) tarafindan sunulan metot kullanildi. Reaksiyon karisimi (3 mL); 300 uL NBT (1,5 mM),
300 uL EDTA (1 mM), 50 uL riboflavin (0,13 mM), 390 uL metionin (100 mM) ve 2 mL fosfat
tamponu (67 mM; pH 7,8) igermektedir. Bu karisim iizerine degisik konsantrasyonlarda
hazirlanan (75, 125 ve 250 ng) bitki ekstreleri eklenmistir. Ornek hacmi artinca, fosfat
tamponundan ayn1 oranda ¢ikarilmis ve her zaman toplam hacim 3 mL yapilmistir. Ayn1 deney
kosullarinda 6rnek yerine ayni miktarda saf su kullanilarak kor 6rnek calisilmistir. Olusan
reaksiyon karisimi oda sicakliginda 20 dk boyunca 20 W’lik beyaz floresan 1s1ga maruz
birakilmis ve absorbanslar kore karst 560 nm’de okunmustur. Fotokimyasal olarak indirgenen
riboflavin, O™ iiretir, bu da NBT’yi indirgeyerek 560 nm’da maksimum absorbsiyon yapan
mavi formazan olusturur (Giilgin et al. 2010). Hesaplamalarda kullanilan standart egri igin
farkli dozlarda (50-400 pg/mL) BHT kullanildi (Sekil 6). Hesaplamada kor absorbansi,
1siklandirilmamis kor absorbansindan ¢ikarilmigtir. Reaksiyon karigiminin absorbasindaki
azalma, siiperoksit anyon siipiirme aktivitesinin arttigini gosterir. Hesaplama i¢in asagidaki

formiilden faydalanilmistir.

Siiperoksit radikali giderme (%) = [(K&r - Ornek)/Ko6r)] x 100
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Sekil 6. Siiperoksit radikali giderme aktivitesi i¢in standart grafik
Demir (III) indirgeme kapasitesi (FRAP) tayini yontemi

Bitki ekstraktlarinin demir (III) indirgeme giicii Oyaizu (1986) metoduna gore
belirlenmistir. Ekstraktlardan 3 farkli konsantrasyonda (75, 125 ve 250 pg) alinan ornekler,
DMSO ile 1’er mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra drnekler iizerine 2,5 mL fosfat tamponu
(0,2 M; pH 6,6) ve 2,5 mL %]1’lik potasyum ferrosiyanat ([Ks Fe(CN)¢ ]) ¢Ozeltisi ilave
edilerek tiipler karistirildi. Sonra tiipler 50 °C’de 30 dk bir su banyosunda inkiibe edildi. Daha
sonra 6rneklere 2,5 mL %10’luk TCA ilave edildi ve karistirildi. Bu halde 6rnekler 10 dakika
3000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatanttan 2,5 mL alinarak baska bir tiipe
aktarild1 ve aktarilma yapilan tiiplerin iizerine 2,5 mL saf su ve 0,5 mL %0,1’lik FeCl; ilave
edilerek karistirildi. Olusan yesil renkli ¢ozeltinin absorbanslar1 700 nm’de 6lgiildii. Reaksiyon
karisiminda absorbans artis;, Fe™ indirgeme kapasitesinin arttigini gdsterir. Ayn1 metot
uygulanarak standart Trolox kalibrasyon egrisi (Sekil 7) denkleminden bitki ekstraktlarinin
Trolox esdegeri cinsinden demir (III) indirgeme kapasiteleri hesaplanmistir (Apak et al. 2006;
Giilgin et al. 2010).
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Sekil 7. Demir (III) indirgeme kapasitesi (FRAP) aktivitesi i¢in standart grafik
Ferrik tiyosiyanat yontemi (FTC) ile toplam antioksidan kapasitesi (TAC)

Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan durumu (TAC) Mitsuda et al.
(1966) tarafindan Onerilen metoda gore belirlendi. Bu amagla onceden hazirlanmis bitki
ekstrelerinden 75, 125 ve 250 pg olmak tizere 3 farkli konsantrasyonda ornekler alindi.
Orneklerin iizeri DMSO ile 1 mL’ye tamamlanarak karistirildi ve iizerlerine 1,5 mL fosfat
tamponu (40 mM; pH 7.,4) ilave edilerek son hacimleri 2,5 mL yapildi. Daha sonra, 6rnekler
tizerine 2,5 mL 0,017 M linoleik asit emiilsiyonu (fosfat tamponu pH 7,4 ve 50 ul Tween-20
igerir) eklendi. Kontrol (Kor) ornek i¢cin 2,5 mL tampon ¢ozelti ve 2,5 mL linoleik asit
emiilsiyonu kullanildi. Biitiin 6rnekler 37 °C’ye ayarhi bir etiive transfer edildi. Bu islem
sonrasi, 5 glin boyunca her 12 saatte bir, biitiin test tliplerinden 100’er pL alind1 ve temiz yeni
tiiplere aktarildi. Bu islemin hemen pesine, lizerlerine 4,7 mL %75’lik ethanol ve 0,1 mL
%30’luk NH,; SCN eklenip karistirildi. Hemen sonra 6rnekler {izerine %3,5 HCl igeren 0,1 mL
20 mM FeCl, eklenerek karistirildi. Linoleik asit peroksidasyonu sirasinda, Fe?" 'nin Fe**'e
oksidasyonuna yol acan peroksitler olusur. Pesine, bu peroksit iyonlari, amonyum tiyosiyanat
ile bir kompleks olusturur ve bu kompleks, maksimum 500 nm'lik bir sogurma giiciine sahiptir
(Giilgin et al. 2010). Orneklerdeki peroksit seviyeleri 5 dakika sonra 500 nm’de &l¢iildii. Bu
isleme, her 12 saatte bir, Kor 6rnek 500 nm’de maksimum pik noktasina ulagincaya kadar
tekrarland1 ve Kor 6rnek (kontrol) en yiiksek degerdeki absorbansa ulastigi noktadan sonra
islemler durduruldu. Yiiksek absorbans, linoleik asidin yiiksek bir peroksidasyonunu gdsterir,
buna karsilik diisiik absorbans antioksidan kapasitenin yiiksekligine isaret eder. Hesaplamalar

i¢cin asagidaki formiil kullanildi.

FTC inhibisyon (%) = 1- (Ornek absorbans1 / K&r absorbansi) x 100
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Deney Hayvanlari

Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) 22.11.2018
tarihli 218 numarali karar ile hayvan deneyleri gerceklestirilmistir (EK 1). Atatiirk Universitesi,
Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi Midiirligii’nden (ATADEM) temin edilen
70 adet Wistar albino erkek sigan kullanildi. Siganlar 250-300 gr agirhiginda olup 25+1 °C oda
sicakligi, 12/12 saat aydinlik/karanlik 1s1k periyodunda ad libitum (kisitlama olmaksizin)
beslenerek biiyiitiildii. Yapilan calismada, hayvanlara ve deneysel parametrelere olumsuz etki
edecek faktorler en aza indirilmesi i¢in gerekli biitiin 6nlemler alindiktan sonra uygulamaya
gecildi. Tim deney siiresince 4R (responsibility, reduction, replacement, refinement)
kurallarmma uygun olarak tiim deney asamalar1 gergeklestirildi. Deneye baslamadan once
gruplarin agirliklar: esit olacak sekilde 7 gruba olusturuldu. Bunlar; her bir grup i¢in 10 si¢an
olacak sekilde; 1. Kontrol, 2. DM (Diabetes Mellitus), 3. DM+SF (Serum Fizyolojik, SHAM
grubu), 4. DM+Insiilin, 5. DM+Metanol Ekstrakti, 6. DM+n-Butanol ekstrakti, 7. DM+Su
Ekstrakti olacak sekilde gruplandirildi. Siganlar renksiz (R0), kirmizi bag (KB), siyah bas (SB),
kirmiz1 bag siyah kuyruk (KBSK), siyah bag kirmizi kuyruk (SBKK) seklinde isaretledi.

Sicanlarda STZ ile Tip-1 DM olusturulmasi

Wistar albino siganlarda tip DM modeli literatiire uygun olarak olusturuldu. Oncesinde
tiim deney hayvanlarinin kan plazma glukoz degeri Accu-Check glukometre cihazi ile 6l¢iildi,
hipoglisemik olanlar 50 mg/dL dis1 birakildi. Deney hayvanlar streptozotosin (STZ)
enjeksiyonu Oncesi a¢ birakildi. 12. saat sonunda 0,1 M Sitrat tamponu (pH 4,5) i¢inde
hazirlanan 55 mg/kg STZ (streptozotosin) intraperitonal (1.P.) olarak enjekte edildi. .P. STZ
enjeksiyonu sonrasinda deney hayvanlarinin suluklarina %5°’lik dekstroz ¢ozeltisi verildi ve
hayvanlar hipoglisemik durum agisindan takip edildi. Ardindan deney hayvanlarimin suluklar
normal su ile degistirildi ve ad libitum beslendi. STZ enjeksiyonundan 3 giin sonra deney
hayvanlarinin kuyruk venlerinden Accu-Check glukometre cihazi ile kan plazma glukoz degeri
olgiildii ve 200 mg/dL kan plazma glukoz seviyesine sahip sicanlar Tip-I DM olarak kabul
edilip galismaya dahil edilirken 200 mg/dL altindakiler ¢alisma dis1 birakildi. 200 mg/dL
tizerinde olan siganlar Tip- | DM olarak kabul edildi (Sani et al. 2012; Gonzales et al. 2013;
Dogan 2015; Fatima et al. 2015; Baz et al. 2016; Demir et al. 2016).

Insiilinin ve tohum ekstraktlarinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Insiilin ve metanol ekstrakt: (ME), butanol ekstrakti (BE) ve su ekstrakti (SE), ayr1 ayr1
distile su ile ¢6ziilerek hazirlandi. Ekstraktlar 50, 100, 200, 400, 800 ve 1200 pg/mL dozlarinda

verildi. Insiilin icin yapilan literatiir arastirmalarinda uygulanabilecek dozun 0,25 TU/kg olarak
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hazirlandi (King 2012). Insiilin uygulamasi i¢in sigir pankreasindan elde edilen saf insiilin
kullanildi. Calismada kullanilan bitki ekstraktlart metanol ekstraktt (ME), butanol ekstrakti
(BE) ve su ekstrakti (SE), 50, 100, 200, 400, 800 ve 1200 pug/mL olarak hazirlandi (Krishna et
al. 2004).

Ratlara tohum ekstraktlarin verilmesi ve kan plazma glukoz degerinin 6l¢iilmesi

Hazirlanan insiilin 1.P. yolla, bitki ekstraktlar1 ise gavaj yolu ile deney hayvanlarina
verildi. STZ enjeksiyonu sonrasinda biitiin deney hayvanlarinin kan plazma glukoz degerleri
olgiilerek 200 mg/dL iizeri Tip1 diyabet kabul edildi. Kontrol grubu 80-140 mg/dL kan plazma
glukoz seviyesinde olan deney hayvanlari kontrol grubu olarak deneye dahil edildi. Bu
calismada uygulanan bitki ekstraktlart ve insiilinin farmakokinetik 6zelliklerini belirlemek
amaci ile uygulama sonrasinda saat basi (1., 2., 3., 4., 5., 6, 7. ve 8. saat) deney hayvanlarinin
kuyruk venlerinden alinan kanlarda plazma glukoz degerleri 6l¢iildii. Her 8 saatlik kan plazma
glukoz oOlgiimlerinin ardindan, deney hayvanlarinin kuyruklarimin iyilesmesi icin 4 giin
beklenildi ve bu sekilde tiim dozlar 50, 100, 400, 800, 1200 pug/mL verilerek kan plazma glukoz
degerleri 6l¢iildii. Siganlarin kan plazma glukoz degerleri, her ¢alisma 6ncesinde glukometre
ile Ol¢iilerek kaydedildi. Tip- | DM olusumu goriildiikten sonra kontrol grubuna herhangi bir
madde verilmeden rutin beslenmelerine devam edildi. DM+insiilin grubuna 0,25 IU/kg insiilin
verildi. Diger gruplara da ilgili ekstraktlar, ilk basta 50 mg/mL olarak verildi ve doz zamanla
artirildi. Ekstraktlarin farmakokinetiginin arastirilmasi amaciyla; verilen ekstraktlarin her
birinin yarilanma 6mrii ve etkilerinin bitis stireleri, saat basi belirlenen kan glukoz degerleri ile

valide edildi (Kaplan et al. 2019).

Deneyin Sonlandirilmasi

Deney hayvanlar1 yiiksek doz inhale anestezik (sevofluran) ile derin anesteziye
sokulmustur. Deney hayvanlarinin derin anesteziye girip girmedikleri korneal refleksleri
kontrol edilerek ve agrili uyarana verilen tepkisizlik valide edildi. Deney hayvanlar1 derin
anesteziye girdikten sonra intrakardiyak (kalp i¢i) ponksiyonla kan almarak Otenazi
gerceklestirilmistir. Kanlar tiiplere alinarak 10000 rpm’de 5 dakika siire boyunca santrifiij
edildikten sonra plazmalar ayr1 eppendrof tiiplerine alinarak -20 °C’de muhafaza edildi.
Ardindan ilgili organlar %10’luk formaldehit ¢6zeltisi igerisine konularak sonraki ¢aligmalar
i¢in oda sicakliginda saklandi. Toplanan plazmalar, Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi
Biyokimya Laboratuvarinda kan plazma glukoz degerleri olgiilerek Accu-Check cihaziyla

Olgiilen sonuclar valide edildi.
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ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada, Datura innoxia tohumlarindan Hekzan, Etil asetat, Metanol, n-Biitanol
ve Su c¢oziciileri kullanilarak elde edilen ckstraktlarin oncelikle antioksidan &zellikleri
belirlenmis ve daha sonra ayni1 ekstraktlarin (STZ) ile deneysel diyabet Tip-I olusturulan deney
hayvanlarinda kan plazma glukoz diizeyleri {izerine etkileri arastilmistir. Calisilan bu
parametrelere ait bulgular, SPSS 20.0 yazilim programinda Anova One Way Posthoc

testlerinden Duncan kullanilarak P<0,05 seviyesi anlamli kabul edilerek degerlendirilmistir.

Coziiciilerin Ekstraksiyon Verimleri

Calismada, D. innoxia tohumlarinda hekzan, etil asetat, metanol, biitanol ve su
ekstraksiyonlari kendi ic¢inde degerlendirildiginde, bu c¢oziiciilerden elde edilen ekstrakt
verimleri hekzan igin %12,73; etil asetat i¢in %0,098; metanol i¢in %1,69; biitanol i¢in %0,91
ve su ekstrakti i¢in %2,59 (w/w) olarak belirlenmistir. Bu verilere gore ekstrakt verimi en

yiiksek hekzan ekstrakti olurken, en diisiik verim etil asetat ekstraktindan elde edilmistir.

Ekstraktlari Fenolik ve Flavonoid Madde Icerikleri

Calisilan ekstraktlarin fenolik madde igerigi Sekil 8’de sunulmustur. Ekstraktlar
arasinda fenolik madde icerigi en diisiik hekzan ekstrakti (150 pg/gr) olurken, en yiiksek fenolik
madde icerigi su (968 ug/gr) ve etil asetat (962 ng/gr) ekstraktlarinda belirlenmistir. Metanolik
ve biitanolik ekstraktlar ise hekzan ekstraktindan yiiksek, ancak su ve etil asetat ekstraktindan
daha diisiik olmustur. Bu verilere gore, D. innoxia tohumlarinda bulunan fenolik bilesikler
hemen her polaritede olurken, apolar olan etil asetat gibi polaritesi diisiik bir ¢6ziiciide gelen
apolar fenolikler oldugu gibi, polaritesi en yliksek olan sulu ortamda ekstrakte olabilen polar
fenolikler bilesikler de bulunabilmektedir. Bu da tohumlarin fenolik madde bakimdan zengin

ve farkli ¢esitlilikte oldugunu gosterir.

Ekstraktlarin flavonoid igerikleri degerlendirildiginde farkli bir durum goézlenmistir
(Sekil 9). Genel olarak c¢oziiclilerin polariteleri arttikca, elde edilen flavonoid igerigi
artmaktadir. En yiiksek flavonoid igerigi su ekstraktinda (0,29 pg/gr) belirlenirken, en diisiik
flavonoid igerigi hekzan 6ziitiinde (2,92 ng/gr) belirlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 8. Ekstraktlarda fenolik madde igerigi. He: Hekzan ekstrakti; BE: Biitanol
ekstrakti; EAE: Etil asetat ekstrakti; ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti. Ayn1
harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
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Sekil 9. Ekstraktlarda flavonid madde igerigi. He: Hekzan ekstrakti; BE: Biitanol
ekstrakti; EAE: Etil asetat ekstrakti; ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti. Ayni
harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

Bu verilere gore, D. innoxia tohumlarinda bulunan flavonoid bilesikler hemen her

polaritede olurken, tohumlarda bulunan flavonoidlerin biiylik cogunlugunun suda ¢6ziinebilir

yani polar yapida flavonoidler oldugu degerlendirilebilir.
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Ekstraktlarin ABTS* Radikali Giderme Aktivitesi Bulgulari

Ekstraktlarin standart antioksidan BHT (Butile edilmis hidroksitoluen) esdegerine
karsilik ABTS radikali giderme aktiviteleri Sekil 10°da sunulmustur. Ekstraktlardan HE ve
EAE’de ABTS radikal giderme aktivitesi belirlenememistir. Diger ekstraktlardan, su ekstrakti
(SE) en giiglit ABTS radikal giderme aktivitesi sergilemistir. Hatta {i¢ konsantrasyonda da su
ekstrakti BHT den daha gii¢lii bir giderme aktivitesi sergilemistir. ME ve BE ise BHT ile
kiyaslandiginda radikal giderme aktiviteleri diisiik olmustur (Sekil 10).

Calisilan ekstraktlarin ABTS+ radikali giderme oranlari ise Sekil 11°de sunulmustur.
ABTS radikali giderme oranlar1 sadece ME, BE ve SE ekstsraktlarinda belirlenmistir. HE ve
EAE ekstraktlarinda ABTS radikali giderme aktivitesi belirlenemediginden yiizdeleri
verilmemistir (Sekil 11). Radikal giderme oranlar1 belirlenen ii¢ ekstrakt igerisinde ise en
yiiksek ABTS radikali giderme orani, su ekstraktinda (SE) belirlenmistir (Sekil 11). Ornegin su
ekstraktlarinda SE75, SE125 ve SE250 dozlarinda ABTS radikali giderme yiizdeleri sirasiyla
%88, %92 ve %94 olmustur. BE ekstraktinda en yiiksek aktivite BE250 dozunda olmak iizere
%357 olmustur. ME ekstraktinda ise her ne kadar ABTS radikali giderme aktivitesi belirlenmis
olsa da belirlenen aktiviteler %50°nin altinda olmustur. ABTS radikal giderme oranlart ve

aktiviteleri birbirini desteklemistir (Sekil 10 ve 11).

Yapilan istatistiksel hesaplamalar sonucunda ekstraktlar SE ekstrakti ile

karsilastirildiginda elde edilen veriler sonucunda (P<0,05) anlamli fark bulunmustur (Sekil 11).

] ——BHT —+8-BE ——SE —&—ME
0,9 -
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Sekil 10. Ekstraktlarin ABTS radikali giderme aktivitesi.
BHT: Butile edilmis hidroksi toluen; BE: Biitanol ekstrakti; ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti
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Sekil 11. Ekstraktlarin ABTS radikali giderme yiizdeleri.
Ayni harflerle belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P<0,05). HE: Hekzan Ekstrakti; BE:
Biitanol ekstrakti; EAE: Etil asetat ekstrakti; ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti

DPPH"* Radikali Giderme Aktivitesi Bulgular:

Ekstraktlarin standart antioksidan Trolox esdegerine karsilik DPPH radikali giderme
aktiviteleri Sekil 12°de sunulmustur. Ekstraktlar igerisinde, su ekstrakti (SE) en giiclii DPPH
radikal giderme aktivitesi sergilemistir. Hatta {ic konsantrasyonda da su ekstrakti neredeyse
Trolox’a ¢ok yakin bir giderme aktivitesi sergilemistir. En diisik DPPH radikal giderme
aktivitesi HE ekstraktinda belirlenmistir. Ancak HE dozu arttik¢a aktivite artmis ve HE250
dozda neredeyse %50 giderim saglamistir. BE, ME ve EAE ekstraktlarinda ise 75 ve 125
dozlarinda giderim aktivitesi Trolox’a gore diisiik olsa da 250 dozlarinda aktivite artmis ve
hatta EAE250 ve BE250 ekstrakt dozlarinda aktivite neredeyse Trolox’a yakin olmustur (Sekil
12). DPPH radikal giderme oranlar1 (%) degerlendirildiginde (Sekil 13), genel olarak
ekstraktlarin polariteleri artttkca DPPH radikali giderme oranlar1 da artmistir. Aktivite
bulgularini destekler nitelikte (Sekil 12), DPPH giderme oranlar1 da en fazla SE ekstraktinda
belirlenmistir (Sekil 13). Bu verilere gore D. innoxia tohumlarinda DPPH radikalini temizleyen
giiclii antioksidanlarin bulundugu ve bu antioksidanlarin daha ¢ok polar bilesikler oldugu

degerlendirilmistir.

Yapilan istatistiksel hesaplamalar sonucunda BE ve SE ile karsilastirildiginda kendi
aralarinda anlamsizlik varken diger HE, EAE, ME gore elde edilen veriler sonucunda (P<0,05)

anlamli fark bulunmustur (Sekil 13).
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Sekil 12. Ekstraktlarin DPPH radikali giderme aktivitesi
He: Hekzan ekstrakti; BE: Biitanol ekstrakti; EAE: Etil asetat ekstrakti; ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti
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Sekil 13. Ekstraktlarin DPPH radikali giderme yiizdeleri
Ayni harflerle belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak dnemsizdir (P<0,05). HE: Hekzan ekstrakti; BE:
Biitanol ekstrakti; EAE: Etil asetat ekstrakti; ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti.

Siiperoksit (O2°) Radikali Giderme Aktivitesi Bulgulari

Stiperoksit anyon radikali (SAR) temizleme aktivitesi ve yiizdeleri Sekil 14 ve Sekil
15’te sunulmustur. Calismada BE ve EAE ekstraktlarinda aktivite belirlenememistir. Ancak
diger 3 ekstrakt SAR temizleme aktivitesinde anlamli etkiler sergilemistir. Bunlardan SE,
Trolox standart esdegeri ile kiyaslandiginda en yiiksek aktivite sergilemistir. SE {i¢ dozunda da
(75, 125 ve 250 pg), Trolox’a yakin bir siipirme saglamistir. ME ve HE SAR giderme aktivitesi
sergilese de SE’ye gore oldukca diisiik olmustur (Sekil 14). SAR giderme ylizdeleri
degerlendirildiginde elde edilen bulgu, aktivite bulgulariyla ortiistiigii belirlenmistir (Sekil 15).
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Ilgili Sekil incelendiginde en yiiksek SAR giderme yiizdesi SE’ye aittir. Ekstraktlardaki en
yiiksekten diistige sirastyla SAR giderim ylizdeleri; SE>SBE>ME>HE>EAE olarak siralanabilir.
Bu verilere gore D. innoxia tohumlarinda SAR radikalini temizleyen gii¢lii antioksidanlarin

bulundugu ve bu antioksidanlarin daha ¢ok polar bilesikler oldugu degerlendirilmistir.

Yapilan istatistiksel hesaplamalar sonucunda ekstraktlar SE (125 ve 250 ng) ile
karsilastirildiginda elde edilen veriler sonucunda (P<0,05) anlamli fark bulunmustur (Sekil 15).
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Sekil 14. Siiperoksit anyonu uzaklastirma aktivitesi
HE: Hekzan Ekstrakti; ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti.
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Sekil 15. Siiperoksit anyonu uzaklastirma yiizdeleri.
Ayni harflerle belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P<0,05). HE: Hekzan Ekstrakti; BE:
Biitanol ekstrakti; EAE: Etil asetat ekstrakti; ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti
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Demir (111) Indirgeme (Fe3*- Fe?*) Kapasitesi Bulgular

2*>ve indirger ve bu esnada olusan

Bu metoda gore, ortamdaki antioksidanlar Fe**ii Fe
renk yogunlugu oOl¢iilerek antioksidanin indirgeme kapasitesi belirlenir. Renk yogunlugunun
artmast giiclii aktiviteyi gosterir. Ekstraktlardan elde edilen verilere gore, EAE ve HE
ekstraktlarida Fe**ii indirgeme aktivitesi ¢alisilan 3 dozda da Trolox standardindan daha diisiik
olmustur (Sekil 16). Ozellikle HE ekstraktinda aktivite yok denecek kadar az olmustur. Ancak
diger ii¢ ekstraktlarda (SE, ME ve BE) belirlenen Fe3* indirgeme aktivitesi, tiim dozlarda
Trolox’dan daha yiiksek olmustur. Bu ekstraktlarda aktivite yiiksekten diisiige siraladiginda
ME>SE>BE siralamas1 ve Fe*"ii indirgeme aktivitesi en yiiksek ME ekstraktinin oldugu
goriilebilmektedir (Sekil 16). Calismada ayni ekstraktlarin Trolox esdegerine gore miktarlar
Sekil 4.10°da verilmistir. Aktivite sonuglariyla tutarli olarak Trolox esdegerleri de en fazla ME,
SE ve BE ekstraktlarinda olmustur. Trolox esdegeri anlaminda; Fe®* indirgeme aktivitesi
ME250’de 943 pg, SE250°de 758 pug ve BE250°de ise 397 ug olarak en yiiksek degerlere
ulasmistir. Bu verilere gore D. innoxia tohumlarinda Fe*'ii indirgeyen c¢ok giiclii
antioksidanlarin oldugu ve bu antioksidanlarin ¢éziiniirliikklerinin daha ¢ok metanol ve suyun

polaritesine yakin oldugu degerlendirilebilir.

Yapilan istatistiksel hesaplamalar sonucunda eckstraktlar ME ve SE ekstrakti ile
karsilastirildiginda elde edilen veriler sonucunda diger konsantrasyonlarina gore (P<0,05)

anlamli fark bulunmustur (Sekil 17).
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Sekil 14. Demir (111) indirgeme aktivitesi
HE: Hekzan Ekstrakti; BE:Biitanol ekstrakti; EAE: Etil asetat ekstrakti; ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti.
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Sekil 15. Ekstraktlarin Trolox esdegeri olarak demir (III) indirgeme esdegerleri

Ekstraktlarin Trolox esdegeri olarak demir (III) indirgeme esdegerleri. Ayni harflerle belirtilen veriler arasindaki
fark istatistik olarak dnemsizdir (P<0,05). HE: Hekzan ekstrakti, BE: Biitanol ekstrakti; EAE: Etil asetat ekstrakti;
ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti.

Total Antioksidan Kapasitesi (TAC) Bulgulari

Total antioksidan kapasitesinin (TAC) belirlenmesi, 5 giin (120 saat) boyunca her 12
saatte bir gerceklestirildi. Calismada, 5 ekstrakt ve her ekstraktin 3 farkli dozu oldugu i¢in
ekstraktlarin Kor ornege karsi TAC aktiviteleri, tek bir grafik iizerinden verilemedi. Ciinkii
grafik ¢ok karisik ve anlasilmaz olacakti. Bunun yerine her bir ekstraktin Kor 6rnege karsi olan
aktiviteleri ayr1 ayr1 verilmistir. Calismada ayn1 kosullarda standart olarak Trolox ile askorbik
asit (ASA) de calisildi ve ekstraktlarin TAC aktiviteleri Trolox ve askorbik asit (ASA)
standardina gore sunuldu (Sekil 18, 19, 20, 21 ve 22). Genel olarak degerlendirildiginde
calisilan biitiin ekstraktlar standart Trolox ve ASA’ya yakin ve hatta ¢cogu zaman giiclii bir TAC

aktivitesi sergilemistir. Her bir ekstraktin TAC aktivitesi bulgular asagida 6zetlenmistir.

HE ekstraktinin TAC aktivitesi 12. saat itibariyle Trolox ve ASA’ya yakin oldugu
gbzlenmekte ve bu paralellik 120. saate kadar siirmektedir. Ozellikle 60. saatte de (K&r’iin en
yiiksek oldugu saat) gii¢lii bir aktivite goriilmektedir. HE ekstrakti igcin HE75 dozu en fazla
toplam antioksidan kapasitesi oldugu, bunu HEI25 ve HE250 dozlarin takip ettigi
goriilmektedir (Sekil 18). EAE ekstraktinin 12. saat itibariyle EAE75 dozunda ASA ile yakin
bir aktivite gosterirken, Troloxtan daha yiiksek bir aktivite belirlenmistir. Ayrica 60. saatte de
giiclii bir aktivite goriilmektedir. EAE ekstraktinda EAE75 dozunda en yiiksek toplam
antioksidan kapasitesi ve en diisiik ise EAE250 dozunda olgtilmiistiir (Sekil 19). ME ekstrakti
ise 12. saate standart ASA ve Troloxtan diisiik aktivite gdstermesine ragmen, 48. saatten
itibaren ASA ve Troloxla yakin aktivite gostermistir. ME125 ve ME25’te ise 72. saatte ASA
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ile benzer aktivite goriilmiistiir (Sekil 20). BE ekstrakti incelendiginde, 12. saatte BE75 ve
BE125 dozlar1t ASA ve Trolox kadar etki gosterirken, bu etki 48. saatten sonra BE250 dozunda
da goriilmiistiir. Ozellikle 60. saat ve sonrasinda BE ekstraktlarmimn standart calismada
kullanilan ASA ve Troloxtan daha giiglii TAC aktivitesi gosterdigi belirlenmistir (Sekil 21). SE
ekstrakt1 verileri incelendiginde ise 48. saate kadar standartlar ASA ve Trolox kadar aktivite
gosterdigi 60. saatte ise ASA ve Troloxtan daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir (Sekil
22).

Yapilan istatistiksel hesaplamalar sonucunda ekstraktlar SE ekstrakti ile

karsilastirildiginda elde edilen veriler sonucunda (P<0,05) anlamli fark bulunmustur.
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Sekil 16. Hekzan ekstraktinin (HE) toplam antioksidan kapasitesi (TAC).
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Sekil 17. Etil asetat ekstraktinin (EAE) toplam antioksidan kapasitesi (TAC).
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Sekil 18. Metanol ekstraktinin (ME) toplam antioksidan kapasitesi (TAC).
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Sekil 19. Biitanol ekstraktinin (BE) toplam antioksidan kapasitesi (TAC).
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Sekil 20. Su ekstraktinin (SE) toplam antioksidan kapasitesi (TAC).

Diger taraftan ekstraktlarin % TAC degerleri 60. saatteki veriler baz alinarak yapilmistir
(Sekil 23). Clinkii 5 giin siireyle yapilan testlerde, antioksidan igermeyen Kor 6rnegin 60. saatte
en yiiksek radikal olusturma pik degerine ulastig1 belirlendi (Sekil 18-22). Bu saatten sonra Kor
ornekte absorbansin giderek diistiigli, yani radikal olusumunun giderek zayifladigi goriildii
(Sekil 18-22). Bu nedenle c¢alisilan ekstrakt dozlar1 (75, 125 ve 250 pg) igeren Orneklerde,

%TAC verilerinin hesaplanmasi icin 60. saatteki aktivite degerleri kullanilmastir.

Yapilan istatistiksel hesaplamalar sonucunda ekstraktlar HE, ME (125, 250), BE (125,
250) ile EAE, ME (75), BE 75 ve SE’den elde edilen veriler sonucunda kendi aralarinda
anlamsizlik goriilse de karsilastirildiginda (P<0,05) anlamli fark bulunmustur (Sekil 23).
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Sekil 21. Ekstraktlarin toplam antioksidan kapasitesi oranlar1 (%).

Ekstraktlarin Trolox esdegeri olarak demir (III) indirgeme esdegerleri. Ayni1 harflerle belirtilen veriler arasindaki
fark istatistik olarak onemsizdir (P<0,05). HE: Hekzan ekstrakti, BE: Biitanol ekstrakti; EAE: Etil asetat ekstrakti;
ME: Metanolik ekstrakt; SE: Su ekstrakti.

Deney Hayvanlarimin Agirhiklar:

Calisma oncesi ve sonlandirildiginda deney hayvanlarinin agirliklar1 kayit altina
almarak D. innoxia tohum ekstraktlarinin ad. libitum beslenen deneklerde etkileri
gozlemlenerek Tablo 1°de gruplarin agirlik ortalamalari verilmistir. Kontrol grubunun 42 gr
agirlik ortalamasi artmis, diyabet grubu calismayr tamamlayamadi ve agirliklart 0 ile
belirtilmistir. Diyabet+ SF grubunda 60 gr. Diyabet+Insiilin grubunda 84,4 gr. ME uygulanan
grupta 51,5 gr. BE uygulanan grupta 35,5 gr. SE uygulanan grupta ise 85,9 gr ortalama agirlik
kayb1 olmustur. Bulgular neticesinde en az agirlik kayb1 BE grubunda, en ¢ok agirlik kaybi ise
SE grubunda gozlemlenmistir.

Tablo 1. Ratlarin ¢alisma oncesi ve ¢alisma sonlandirildiginda agirlik ortalamalari (gr.)

Deney Gruplari Deney Hayvanlarmin Deney Hayvanlarinin Calisma
Calisma Oncesi Agirhk Sonlandirilma Agirhik
Ortalamasi Ortalamasi

Kontrol 337,6 379,8

Diyabet 348,7 0

Diyabet+SF 344.8 284,5
Diyabet+Ins1'ilin 344,4 260,0
Diyabet+ME 344.5 293,0
Diyabet+BE 338,6 303,1

Diyabet+SE 324,5 238,6

SF: Serum Fizyolojik; ME: Metanolik Ekstrakt; BE: Biitanol Ekstrakti; SE: Su Ekstrakti.
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Datura innoxia Tohum Ekstraktlarimin Kan Plazma Glukoz Diizeyine Etkileri

Bu c¢alisma sonucunda pozitif kontrol olarak kullanilan saf sigir insiilinine kars1 D.
innoxia tohum ekstraktlarinin 50 mg/mL uygulanan kan glukoz degerlerinin sonuglar1 Tablo 2’
te verilmistir. Insiilin uygulanan grupla, tohum ekstraktlar1 uygulanan grup karsilastirildiginda
1. Saatte glukometre ile yapilan 6l¢iimde plazma kan glukozunda su ekstraktin ve metanol
ekstraktinda diislis gozlenirken 2. Saatte su ekstraktin kan plazma glukoz seviyesinde beklenen
azalmay1 gostermemektedir. Biitanol ekstrakti ise 2. ve 4. Saatte etki gostermesine ragmen
sonraki 6l¢iimlerde kan glukoz seviyesi HI (high, yiiksek) olarak 6l¢tilmiistiir. Metanol ekstrakti
ise 7 saat boyunca insiilin gibi kan plazma glukoz seviyesini diislirdiigli gozlemlenmekle
birlikte 8 saat boyunca yapilan 6l¢iimlerde insiilin kadar etki siiresi oldugu 6l¢limlenmistir.
Bununla birlikte 2 ay boyunca ekstrakt dozu literatiir bilgileri dahilinde deneylerde stok ¢6zelti
icindeki ekstraktlarin ve insiilinin etkisinin zamanla kaybettigi veya sicanlarda olusan kronik
diyabet kaynakli glukometrenin 6lgebileceginden daha yiliksek olan kan glukoz seviyelerinin
sonuglar1 Tablo 3-7’ de verilmektedir (Gidado et al. 2007). Asagida verilen tablolar sonucunda
-24°C saklanan stok ¢ozeltilerin etken madde veya maddelerinin kararsiz yapida oldugu ya da
kolay bozuluma ugrayan bilesikler oldugu sonucuna varilabilmektedir. Atatiirk Universitesi
Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda her sigan i¢in 17002836 numarali dosyada
ayrintili yapilan kan glukoz degerlerinin her grup icin ortalamalar1 Tablo 8 da verilmistir.
Sicanlarin 6tenazi sonrasinda o organlarinda histolojik incelemeler olmasina ragmen gézlemler
dogrultusunda karaciger, pankreas, bobrek, mide ve bagirsaklarda herhangi bir anormali
goriilmemektedir. Veriler sonucunda Datura innoxia bitki tohum ekstraktlarinin DM iizerinde

olumlu etkisi oldugu gézlenmektedir.

Tablo 2. 50 mg/mL tohum ekstrakti uygulanmis siganlarin kan glukoz ortalamalari

Grup DM-insiilin DM+ME DM+BE DM+SE
(@) (@) (b) (b)
u.0 549 534 HI HI
1. Saat HI HI HI 491
2. Saat 558 414 419 HI
3. Saat 273 424 HI HI
4. Saat 370 398 454 HI
5. Saat 460 321 HI HI
6. Saat 517 386 HI HI
7. Saat 551 455 HI HI
8. Saat 438 376 HI HI

Aym harflerle belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak onemsizdir (P<0,05). U.O: Uygulama
Oncesi; DM: Diabetes Mellitus; ME: Metanol Ekstrakti; BE: Biitanol Ekstrakti; SE: Su Ekstraktr.
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Tablo 3. 100 mg/mL tohum ekstrakt1 uygulanmis si¢anlarin kan glukoz ortalamalari

Grup DM-+insiilin DM+ME DM+BE DM+SE
(a) (@) (a) (@)
U.0 518 592 568 HI
1. Saat 574 564 527 HI
2. Saat HI HI HI HI
3. Saat HI HI HI HI
4. Saat HI HI HI HI
5. Saat HI HI HI HI
6. Saat HI HI HI HI
7. Saat HI HI HI HI
8. Saat HI HI HI HI

Aymi harflerle belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak énemsizdir (P<0,05). U.O: Uygulama
Oncesi Dm: Diabetes Mellitus; Me: Metanol Ekstrakti; Be: Biitanol Ekstrakt1; Se: Su Ekstrakt1.

Tablo 4. 200 mg/mL tohum ekstrakt1 uygulanmis si¢anlarin kan glukoz ortalamalari

Grup DM-insiilin DM+ME DM+BE DM+SE
(@) (a) (@) (@)
u.0 HI HI HI HI
1. Saat HI HI 485 HI
2. Saat 503 HI 487 419
3. Saat 480 HI HI HI
4. Saat HI HI HI HI
5. Saat HI HI HI HI
6. Saat HI HI HI HI
7. Saat HI HI HI HI
8. Saat HI HI HI HI

Ayni harflerle belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak dnemsizdir (P<0,05). U.O: Uygulama
Oncesi; DM: Diabetes Mellitus; ME: Metanol Ekstrakti; BE: Biitanol Ekstrakti; SE: Su Ekstrakti.
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Tablo 5. 400 mg/mL tohum ekstrakti uygulanmis si¢anlarin kan glukoz ortalamalari

Grup DM-insiilin DM+ME DM+BE DM+SE
(@) (@) (@) (@)
u.0 HI HI HI 520
1. Saat 530 HI HI HI
2. Saat HI HI HI HI
3. Saat HI HI HI HI
4. Saat HI HI HI HI
5. Saat HI HI HI HI
6. Saat HI HI HI HI
7. Saat HI HI HI HI
8. Saat HI HI HI HI

Aym harflerle belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak énemsizdir (P<0,05). U.O: Uygulama
Oncesi; DM: Diabetes Mellitus; ME: Metanol Ekstrakti; BE: Biitanol Ekstrakti; SE: Su Ekstrakti.

Tablo 6. 800 mg/mL bitki ekstrakti uygulanmis sigan kan glukoz ortalama sonuglari

Grup DM-+insiilin DM+ME DM+BE DM+SE
(@) (@) (@) (a)
U.0 595 HI 555 HI
1. Saat 546 560 542 585
2. Saat 493 517 559 553
3. Saat 560 538 559 576
4. Saat 587 HI HI HI
5. Saat HI HI HI HI
6. Saat HI HI HI HI
7. Saat HI HI HI HI
8. Saat HI HI HI HI

Aym harflerle belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak dnemsizdir (P<0,05). U.O: Uygulama
Oncesi; DM: Diabetes Mellitus; ME: Metanol Ekstrakti; BE: Biitanol Ekstrakti; SE: Su Ekstrakti.
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Tablo 7. 1 200 mg/mL tohum ekstraktit uygulanmis sicanlarin kan glukoz ortalamalari

Grup DM-insiilin DM+ME DM+BE DM+SE
(@) (@) (@) (@)
u.0 HI 596 HI HI
1. Saat HI HI HI HI
2. Saat HI HI HI HI
3. Saat HI HI HI HI
4. Saat HI HI HI HI
5. Saat HI HI HI HI
6. Saat HI HI HI HI
7. Saat HI HI HI HI
8. Saat HI HI HI HI

Ayni harflerle belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak énemsizdir (P<0,05). U.O: Uygulama
Oncesi; DM: Diabetes Mellitus; ME: Metanol Ekstrakti; BE: Biitanol Ekstrakti; SE: Su Ekstrakt:

Tablo 8. Sigan Kan Glukoz Biyokimya Ortalama Sonuglari

Ortalama Kan Glukozu

GRUP (mg/dL)
DM-insiilin 520
DM+ME 613
DM+BE 781
DM+SE 688

DM: Diabetes Mellitus; ME: Metanol Ekstrakti; BE: Biitanol Ekstrakti; SE: Su Ekstrakt.
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TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada Datura innoxia bitki tohumlariin hekzan, etil asetat, metanol, n-biitanol
ve su coziiciileri kullanilarak elde edilen ekstraktlarin antioksidan 6zellikleri ve streptozotosin
(STZ) ile indiiklenen deneysel Tip- | diyabet olusturulmus deney hayvanlarinin kan plazma
glukoz seviyeleri tizerine etkileri caligilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu D. innoxia
tohumlarindan elde edilen ekstraktlardan 6zellikle metanol, biitanol ve su ekstraktlarinin gii¢lii
anti-oksidatif etkilere sahip oldugu ortaya konmustur. flave olarak ekstraktlardan metanol,
biitanol ve su ekstraktlarinin deneysel Tip- | diyabet modeli olusturulmus deney hayvanlarinda
insiiline benzer anti-hiperglisemik etkilerinin oldugu belirlenmistir. Bu etkilerin ekstraktlar
igerisinde bulunan anti-oksidatif ve biyoaktif bilesenler sayesinde oldugu 6ngoriilmektedir.
Literatirde Datura innoxia yaprak veya tohum 0ziitlerinin anti-oksidan, anti-inflamatuvar ve
sedatif 6zellikleri arastirilmistir (Babalola et al. 2015; Fatima et al. 2015; Bhardwaj et al. 2016).
Ancak, D. innoxia tohumlarimin anti-hiperglisemik potansiyeli ilk kez bu ¢alismayla

degerlendirilmis ve literatiire kazandirilmistir.

Calismada, D. innoxia tohumlarinda hekzan (HE), etil asetat (EAE), metanol (ME),
biitanol (BE) ve su ekstraktlarinin (SE) verimleri yiiksekten diisiige sirasiyla hekzan > su >
metanol > biitanol > etil asetat olarak belirlenmistir. Bu verilere gore ekstrakt verimi en yiiksek
hekzan ekstrakti olurken, en diisiik verim etil asetat ekstraktindan elde edilmistir. Datura
innoxia tohumlariyla ilgili olarak ilk kez polariteleri boyle genis spektrumda olan ¢oziiciilerle
ekstraktlar elde edilmistir. Bu nedenle elde edilen verilerin literatiir icin 6nemli olacagi

degerlendirilmistir.

Antioksidanlar, hiicrelerde siiperoksid anyonu (O2°), hidroksil radikali (OH") ve H20-
gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile etkilesen ve bunlarin zararl etkilerini gideren bilesiklerdir.
ROT’lar, bir veya daha fazla eslenmemis elektronsa sahip, yarilanma Omrii kisa, yiiksek
seviyede kararsiz ve reaktif bilesiklerdir. ROT’lar hiicrelerde membran lipidleri, DNA,
karbohidrat ve proteinler gibi biyomolekiilleri oksitleyerek hiicrede toksik etki yaparlar.
Antioksidanlar bu etkilerini ROT’lar1 biyolojik hedefleriyle etkilesmeden Once pargalayarak,
peroksidatif zincir reaksiyonlari Onleyerek, oksijenin daha reaktif bilesige doniismesini
engelleyerek veya oksidanlardan otiirli olusan hasar1 azaltarak Yyaparlar. Diyabetli bir
organizmada oksidatif stresin artmasiyla ROT diizeylerinin arttig1 ve buna karsilik antioksidan

diizeyinin azalmasi karakterize bir durumdur (Johansen et al. 2005).
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Hem yenilebilir hem de sifali bitkilerde yaygin bulunan fenolik bilesikler olarak
flavonoidler, tanenler, sinnamik tiirevleri ve lignin sayilabilir. Bir elektron vericisi olarak
davranan fenolikler, antioksidan &zelliklerini zincir kirma ve gegis metalleri ile selatlagarak
yaparlar. Ayrica serbest radikallerin hiicre i¢ine difiizyonunu kisitlayarak peroksidatif
reaksiyonlar1 onlerler. Genel olarak antioksidan, anti-enflamatuar ve anti-agregator ve damar
genigletme 6zelligi gibi bir¢ok biyolojik etkiye sahip olduklari da bildirilmektedir (Hopia et al.
1999). Calismamizda, Datura innoxia tohum ekstraktlar1 fenolik madde igerigi bakimindan
degerlendirildiginde, fenolik madde miktar1 en diisiik hekzan ekstrakti olurken, en yiiksek su
ekstrakti olmustur (Sekil 8). Metanolik ve biitanolik ekstraktlar ise hekzan ekstraktindan
yiiksek, ancak su ve etil asetat ekstraktindan daha diisiik olmustur. Bu sonug
degerlendirildiginde Datura innoxia tohumlarinda bulunan fenolik bilesiklerin daha ¢ok
polaritesi yiiksek sulu ortamda ekstrakte olabilen polar fenolik bilesikler oldugu ileri siiriilebilir.
Bu da tohumlarin fenolik madde bakimdan farkli polaritede ve cesitlilikte oldugunu gosterir.
Tohumlarmin fenolik madde igerigince zengin olmasi hidrojen atomlarint serbest radikallere
baglanmasini OH:, NO2, N203, ONOOH ve HOCL gibi diger reaktif tiirlerini gesitli
mekanizmalarla uzaklastirarak yiiksek antioksidan aktivitesi gostermektedirler (Sandhir et al.
2014). Bir ¢calismada da D. innoxia ve D. metel tohum metanolik ekstraktlarinin yiiksek fenolik
madde i¢erdigi belirlenmistir (Kumar et al. 2014). Meyan (Glycyrrhiza glabra) bitkisinin farkli
kisimlarindan elde edilen su ve etanol oziitlerinde, total fenolik miktar1 degerlendirildiginde
bizim ¢alismamiza benzer olarak polar olan etanol ve su ekstrelerinde fenolik madde miktarinin

yiiksek oldugu belirlenmistir (Serbetci 2007).

Flavonoidler, bitkilerde oldukca yaygin olan suda ¢o6ziinebilen polifenolik bilesiklerdir.
Flavonoidler iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden meydana gelmis difenil-
propan yapisindaki fenolik bilesiklerdendir. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi hidroksil
gruplarinin yapisina ve baglanma modeline baghdir (Nudeh et al. 2009). Calismamizda
ekstraktlarin flavonoid igerikleri degerlendirildiginde (Sekil 9) genel olarak c¢oziiciilerin
polariteleri arttik¢a, elde edilen flavonoid igerigi artmaktadir. En yiiksek flavonoid igerigi su
ekstraktinda belirlenirken, en diisiik flavonoid igerigi hekzan oziitiinde belirlenmistir. Benzer
olarak bir ¢alismada, D. innoxia ve D. metel bitkilerinin tohum ve yapraklarin metanolik
ekstraktlarinda toplam flavonoid igerikleri karsilastirihirmistir. Flovonoid igerigi bakiminda D.

innoxia yaprak ve tohumlarin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sandhir et al. 2014).

Antioksidan bilesiklerin hiicrelerde ROT giderme aktiviteleri, serbest radikallerin
zararl etkilerini gidermek agisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Giiniimiizde serbest radikallerin

veya diger bir tanimla ROT’larin giderilme derecelerini 6lgen bir¢cok metot bulunmaktadir.
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Bunlarin basinda ABTS™" radikali giderme, DPPH radikali giderme, siiperoksit (O2") radikali
giderme, demir (IIl) indirgeme (FRAP) ve total antioksidan kapasitesi (TAC) aktivitesi metotlari
bulunmaktadir. Bu radikal giderme metotlarinin uygulama kolayligi, duyarliliklar1 ve
analizlerin kisa siirede uygulanabilirligi gibi 6nemli avantajlardan dolay1 yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. ABTS"" radikali temizleme aktivitesi bitki kaynaklarinin radikal giderme
aktivitelerinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. ABTS radikali DPPH radikalinden
daha reaktiftir ve reaksiyonu bir hidrojen (H) transferini gerektiren DPPH radikalinden
farklidir. ABTS radikali bir elektron transferi yapar ve giderme mekanizmasi, asagida DPPH
radikali giderme mekanizmasina benzerlikler tasir (Giil¢in 2006; Giilgin et al. 2006a,b). Bizim
calismamizda ise D. innoxia bitki tohumlarinda en yiiksek ABTS radikali giderme aktivitesi su
ekstraktinin (SE) ti¢ konsantrasyonunda (SE75, SE125, SE250 pg) belirlenmistir (Sekil 11).
Aralarinda istatistik fark olmasa da SE ekstrakti dozu (75, 125, 250 pg) arttikca aktivitede de
artis belirlenmistir. Yine ilgili sekil incelendiginde HE ve EAE ekstraktlarinde hemen hig
aktivite goriilmezken ME ve BE ekstraktlarinin 6zellikle yiiksek dozlarinda onemli aktivite
belirlenmistir. Ayrica standart BHT ile kiyaslandiginda SE ekstraktinin BHT den daha yiiksek
bir aktivite giderimi belirlenmistir. ME ve BE ekstraktlarin ABTS radikali giderimi ise
BHT’den daha diisiiktii (Sekil 10). Bu verilere gore, Datura innoxia bitki tohumlarinda ABTS
radikali giderme kapasitesine sahip antioksidan metabolitlerin ¢ogunlukla polar bilesikler
oldugu degerlendirilebilir. Ilgili sekle dikkat edilirse, HE ve EAE gibi apolar ekstrakrlarda
ABTS giderimi neredeyse hig belirlenememistir. Literatiirde ABTS radikal temizleme aktivitesi
ile ilgili bir ¢aligmada, Annona squamosa bitkisinin ABTS radikal temizleme aktivitesinin daha
cok apolar ¢oziiciilerden elde edilen ekstraktlarda belirlenmistir (Akhil et al. 2017). Ancak
baska bir ¢calismada D. metel ve D. innoxia bitkilerinin metanol ekstraktlarinda ABTS radikali
giderme aktivitesinin yiiksek oldugu ve ayrica ABTS radikali gidermede D. innoxia bitkisinin
daha basarili oldugu belirlenmistir (Kumar et al. 2014). Yine Datura alba ile yapilan bir
calismada, tohumlardan elde edilen metanol, hekzan, etil asetat ve kloroform ekstraktlarinin
ABTS radikali giderme aktiviteleri karsilastirilmistir. Bulgulara gére en yliksek aktivite
sirastyla metanol > kloroform > hekzan > etil asetat ekstraktlarinda olmustur (Subhan et al.

2019). Bu sonug bizim verilerimizle genelde ortiismektedir.

DPPH radikali nispeten uzun omiirlii ve kararli bir serbest radikaldir. Bitkilerde
antioksidan bilesiklerin radikal giderme kapasitelerini belirlemek i¢in siklikla kullanilan
metotlar arasindadir. Bu metota gore antioksidanlar, okside olan DPPH radikalini sar1 renkli
difenil pikrilhidrazine indirgerler. Bu metodun temeli, hidrojen verebilen gruplara sahip
antioksidanlarin varliginda, DPPH radikallerinin DPPH-H’a indirgenmesine dayanir.

Calismamizda DPPH radikal giderme aktivitesi ile ilgili bulgular degerlendirildiginde, ilk goze

49



carpan sonucun ¢alisilan biitiin ekstraktlarin DPPH radikal uzaklastirma aktivitesine sahip
olmasidir (Sekil 13). Bununla birlikte DPPH giderim yiizdesi en fazla SE ve BE ekstraktlarda
belirlenmistir. En diigiik giderim ise HE esktraktinda belirlenirken, EAE ve ME ekstraktlari
radikal giderimi HE ekstraktindan yiiksek, ancak SE ve BE ekstraktlarindan diisiik olmustur.
DPPH radikal giderimi HE ve EAE ekstraktlarinda doza bagli olarak artarken ME, BE ve SE
ekstraktlarinda aktivite artis1 ekstrakt dozu artisindan anlamli (P<0.05) seviyede degismemistir.
Bu da ilgili ekstraktlarn en kii¢lik dozounda (75 pg) aktivitenin doyuma eristigi ve ekstrakt
miktar1 artisiyla degismedigi anlamina gelebilir. Bu ayrica ekstraktin DPPH radikalini giiglii
giderim aktivitesine sahip olduguna da isaret eder. Nitekim ekstraktlarin trolox standartina gore
aktiviteleri incelendiginde SE ekstraktinin hemen hemen trolox kadar giiclii bir giderime sahip
oldugu ve bunu en diisiik dozunda bile saglayabildigi goriilmektedir. Diger ekstraktlar ise
troloxa gore daha diisiik bir aktivite sergilemislerdir (Sekil 12). Bu veriler genel olarak
degerlendirildiginde, D. innoxia tohumlarinda DPPH radikalini giderici olarak polarite
cesitliligi ¢ok farkli olan antioksidan metabolitler oldugu ileri siiriilebilir. Bu metabolitlerin
muhtemelen fenolik grubunda oldugu disiiniilmektedir. Ciinkii Sekil 3 ve Sekil 4
incelendiginde fonolik ve flavonoid bilesiklerin hem hekzan gibi apolar ¢éziiciilerde hem de su
gibi yiiksek polariteye sahip ¢oziiciide geldigi goriilebilir. Bir ¢alismada, Datura metel ve D.
innoxia bitkilerinin yaprak ve tohum metanolik ekstraktlarinin DPPH aktivitesi
karsilastirildiginda, tohumlarin DPPH radikali giderme aktivitesinin daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Ayrica D. innoxia’nin D. metel’e gore DPPH radikali giderme aktivitesi daha
yiiksek olmustur (Kumar et al. 2014). Datura stramonium bitkisi ile yapilan bir ¢alismada %80
metanol ile yapilan ekstraksiyonda DPPH radikali giderme aktivitesinin yiiksek oldugu
belirlenmis ve bitki ekstrakt konsantrasyonu artigina paralel olarak DPPH radikal giderim
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Cherie and Amare 2020). Her ne kadar bu ¢alismada, bizim
calismamizdaki gibi, polariteleri farki ¢oziiciiler kullanilmamis olsa da bizim bulgularimizi
destekler niteliktedir. Ciinkii ¢alismada kullanilan %80 metanol hem su hem de metanol gibi

polaritesi yiiksek bir ¢oziicti karigimidir.

Stiperoksit anyonu radikali (O2™) kloroplast ve mitokondriyal ETS sisteminde veya
oksijenin kullandigi ya da iiretildigi baska hiicresel mekanizmalarda rol alan molekiiler
oksijenin (Oz2), 1 elektron alarak indirgenmesi ile olusan ¢ok kararsiz bir radikaldir. Stiperoksit
anyonu radikalinin (SAR) hiicrelere dogrudan zarar vermesi diisliktlir, ancak hiicrelerde
hidrojen peroksitin (H202) ve diger radikallerin 6nemli bir kaynagi olup hiicresel membranlarda
lipid peroksidasyonunu baslatir ve metal iyonlarini indirgemesine yol agar. Sonugta bu
radikalin artis1 6nemli doku hasarlarina neden olur (Lee et al. 2004 ve 2015; Halliwell and
Gutteridge 2015). ilave olarak SAR katalaz (CAT) ve peroksidaz (POX) enzimlerini inhibe

50



edebilir, oksihemoglobini met-hemoglobine oksitleyebilir ve eritrositlerin membranlarini
pargalayabilir (Han 2012). Bugiin bu radikal ve ondan tiireyen diger radikal tiirlerinin hiicresel
seviyelerindeki artiglar; hiicre ve doku hasarina, kontrolsiiz hiicresel boliinmelerine yol agarak
karsinojenez, kroner kalp hastalig1 ve ilerleyen yaslarda farkli saglik sorunlarinin patojenezi ile
iliskilendirilmektedir (Stohs and Bagchi 1995, Cadenas and Davies 2000, Marnett 2000). Bu
sebeplerden dolay1 hiicresel ortamlardaki SAR’in ¢abuk giderilmesi biiyiikk onem arz eder.
Antioksidan bilesikler de tam olarak bu gorevleri iistlenirler. Calismamizda, Datura innoxia
bitki tohumlarinin farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarinda, SAR uzaklastirma aktivitesinin
en yiiksek degeri, SE ekstraktinda belirlenmistir (Sekil 15). Ayrica, SE ekstraktinda SAR
temizleme aktivitesi artan ekstrakt konsantrasyonu ile dogru orantili artmistir. HE ekstraktinda
SAR aktivitesi artan HE dozlarina bagli olarak artsa da SE ekstraktindan diigsiik olmustur.
Calismada EAE ckstraktlarinda anlamli aktivite belirlenememistir. Ancak ME ve BE
ekstraktlarin ozellikle 250 pg ekstrakt dozlarinda aktivite anlamli (P<0.05) seviyede
bulunmustur. Ekstraktlarda belirlenen SAR giderimi trolox esdegeri ile kiyaslandiginda, SE
ekstrakti hemen hemen trolox yakin bir SAR giderimi saglamistir. ME ve HE ekstraktlart SAR
giderme aktiviteleri ise trolox ve SE’ye gore dnemli seviyede (P<0.05) diisiik olmustur (Sekil
14). Bu veriler genel olarak degerlendirildiginde, D. innoxia tohumlarinda siiperoksit radikalini
gidermede rol alan daha cok giiclii polar 6zellikte antioksidan metabolitler oldugu ileri
stiriilebilir. Cogu fenolik bilesiklerin polar &zellikte olmasi (Han 2012) ve D. innoxia
tohumlarinda fenolik bilesenlerin de yiiksek olmasi nedeniyle, bu metabolitlerin muhtemelen
fenolik grubunda oldugu distiniilmektedir. Annona squomosa bitki tohumlarinin gesitli
ekstraktlarinin siiperoksit radikalini uzaklastirma aktivitesinin arastirildigi bir calismada
Kloroform, etil asetat ve metanol ¢oziiciileriyle elde edilen ekstraktlar iginde siiperoksit
radikalini uzaklastirma aktivitesi en yliksek metanol ekstraktinda belirlenmistir (Akhil et al.

2017).

Ekstraktlarimizin indirgeme giicii potansiyelini degerlendirmek i¢in kullandigimiz diger
bir yontem FRAP metodudur. Bu yontem de ekstraktlar i¢cinde bulunan antioksidan bilesiklerin
elektron vererek antioksidatif aktivite verdikleri bir metottur. Metotta 6zetle Fe**TPTZ
kompleksi Fe**'TPTZ kompleksine indirgenir. Olusan bu demir-TPTZ kompleksi oksidan
olarak kullanilir (Han 2012; Giil¢in et al. 2006a). Calismamizda, D. innoxia bitki tohumlarinin
farkl1 ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarinin FRAP metoduna gore ferrik iyonlarini (Fe3*) ferroz
iyonlarma (Fe?") indirgeme kapasitesinin en yiiksek degeri, sirastyla ME, SE ve BE
ekstraktinda belirlenmistir (Sekil 17). Ayrica, bu ii¢ ekstraktin iiglinde de ferrik iyonlarini
indirgeme aktivitesi artan ekstrakt konsantrasyonu ile dogru orantili olmustur. HE ve EAE

ekstraktlarinda ise indirgeme aktivitesi ¢ok diisiik olmustur. Calismada ayn1 ekstraktlarin trolox
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esdegerine gore indirgeme giicleri degerlendirildiginde ME, SE ve BE ekstraktlarinin
indirgeme giicii roloxdan yiiksek olmustur (Sekil 16). Bu verilere gore D. innoxia tohumlarinda
Fe*"ii indirgeyen cok giiclii antioksidanlarin oldugu ve bu antioksidanlarin ¢dziiniirliiklerinin
daha ¢ok metanol ve suyun polaritesine yakin oldugu ileri siiriilmiistiir. Dipsacus laciniatus ve
Datura innoxia bitkilerinin metanol 6zleri elde edilerek yapilan FRAP tayininde D. innoxia
bitkisinin toprak iistii kisimlarmin Dipsacus laciniatus bitkisine oranla daha yiiksek Fe**'ii
indirgeme aktivitesi sergilemistir (Sarikurkcu et al. 2019). Diger bir ¢alismada ise Annona
squamosa tohumlarinin kloroform, etil asetat ve metanol ¢oziiciileri kullanilarak elde edilen
ekstraktlar FRAP ile ¢alisildiginda, ekstraktlar arasinda Fe**'ii indirgeme aktivitesi bakiminda
cok giiclii bir fark belirlenememistir (Akhil et al. 2017). Bu veri bizim bulgularimizla
karsilastinildiginda, Fe*"ii indirgeme aktivitesi olan antioksidanlarin polariteleri bitkiden

bitkiye gore degisebilecegi sonucu ¢ikarilmistir.

Calismada ekstraktlarin total antioksidan aktiviteleri Ferrik Tiyosiyanat YOntemine
(FTC) gore belirlendi. Bu yontem, linoleik asitin otooksidasyonu sonucu olusan peroksidin
spektrofotometrik olarak dl¢lilmesi esasina dayanir. Absorbans yiiksekligi, reaksiyon esnasinda

peroksidasiyon ile olusan toplam peroksit miktarinin fazla olduguna isaret eder. Daha sonra

2+ 3+

ortamdaki peroksit, Fe’"’yi Fe®“’e oksitler. Sonugta olusan Fe®* amonyum tiyosiyanat
(NH4SCN) ile bir kompleks olusturarak spektrofotometrede Olgiilebilir bir renk olusturur.
Calismamizda ekstraktlarin farkli dozlarint (75, 125 ve 25 pg) iceren Orneklerde, %TAC
verilerinin hesaplanmasi igin 60. saatteki aktivite degerleri kullamlmustir (Sekil 23). Tlgili sekil
incelendiginde hem ekstraktlar arasinda hem de ekstraktlarin dozlar1 arasinda ¢ok anlamli bir
fark belirlenememistir. Diger taraftan her bir ekstraktin 3 dozuna ait TAC kapasitesi, 120 saat
boyunca her 12 saatte bir trolox ve ASA (askorbik asit) standartlarina kiyasla belirlendi (Sekil
18-22). llgili sekiller incelendiginde trolox ve ASA standart antioksidanlara en yakin aktivite
SE ve BE ekstraktlarinda belirlenmistir. Diger ekstraktlarin da her iki standart antioksidana
yakin TAC kapasitesi belirlenmistir. Ekstraktlarin dozlar1 arasinda ise ¢ok anlamli (P>0.05) bir
fark belirlenememistir. Bu veriler genel olarak degerlendirildiginde hem %TAC hem de
standartlara gore (trolox ve ASA) TAC kapasiteleri bakimindan tiim ekstraktlar gii¢lii bir
antioksidan kapasitesi sergilemislerdir. Yapilan literatiir incelemelerine gore Datura tiirlerinde
TAC kapasitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada, D. innoxia’nin yaprak ve tohum metanolik
ekstraktlarinin TAC kapasitesi D. metel’den daha yiiksek olmustur (Bhardwaj et al. 2016).
Diger bir ¢alismada ise Datura stramonium’un farkli kisimlarinin antioksidan potansiyelini
degerlendirmek i¢in yapilmistir. Bitkinin farkli kisimlarinin metanol ekstraktlari galisilmistir.

Calismada en yiiksek TAC kapasitesi bitki ¢igek ve tohumlarindan elde edilmistir (Sana et al.
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2014). Bununla birlikte bitki tiirleri arasinda TAC degeri bakimindan biiylik farkliliklar
bulunmaktadir (Chun et al. 2003; Vance et al. 2015).

Yapilan bu ¢aligmada Datura innoxia tohumlarindan Hekzan, Etil asetat, Metanol, n-
Biitanol ve Su ¢oziiciileri kullanilarak elde edilen ekstraktlarin antioksidan ozellikleri; ABTS™
radikali giderme, DPPH radikali giderme, siiperoksit (Oz") radikali giderme, demir (III)
indirgeme (FRAP) ve total antioksidan kapasitesi (TAC) aktivitesi yOniinden
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore, Datura innoxia tohumlarindan elde edilen
ekstraktlardan ozellikle metanol, bitanolik ve Su ekstraktlarinin ¢alisilan hemen her
parametrede giiclii antioksidatif etkilere sahip oldugu ortaya konmustur. Bu nedenle,
calismanin bu asamasindan sonra bu 3 ekstrakt insiilin ile karsilastirilmali bir sekilde
streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet olusturulan siganlarda Tip-I diyabet {izerindeki anti-

hiperglisemik etkileri degerlendirilmistir.

Deneysel Tip- I diyabet modeli olusturulmadan 6nce g¢alismaya dahil edilecek tiim
deney hayvanlarinin kuyruk venlerinden kan plazma glukoz diizeyleri Accu-Check nano cihazi
ile ol¢iildi ve 200 mg / dL kan plazma glukoz diizeyinin altindaki deney hayvanlar1 deneye
dahil edildi. 200 mg / dL kan plazma glukoz diizeyinin istiindeki deney hayvanlarinin yerine
yenileri eklenerek istatistiksel anlam degismeyecek sekilde gruplara esit olarak eklenmistir.
STZ ile deneysel Tip- I diyabet modeli indiiklendikten 3 giin sonra deney hayvanlarinin kuyruk
venlerinden kan plazma glukoz seviyeleri 6l¢iildii ve 200 mg/dL altinda kalanlar deneyden harig
tutuldu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim Tip- I diyabet olusturulmus gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmustur (P<0,05). Bu istatistik sonug¢larina gére kontrol grubu ile
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmasi deneysel Tip- | diyabet

modelimizin tam anlamiyla olusturuldugunu gostermektedir.

50 mg/mL D. innoxia ile muamele edilmis gruplar diyabet kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildi. 50 pg/mL D.innoxia’nin
metanol ve butanol ekstraktlari insiilin grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur. Saf su, diyabet kontrol ve kontrol gruplari insiilin grubuyla karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

100 mg/mL D. innoxia ile muamele edilmis gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii. 100 mg/mL D. innoxia nin safsu, metanol ve
butanol ekstraklar insiilin ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi.

Diyabet kontrol grub ile insiilin karsilastirildiginda p=0,177 bulumustur.

200 mg/mL D. innoxia ile muamele edilmis gruplar kontrol grubuyla karsilagtirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildi. 200 mg/mL D. innoxia nin saf su, metanol ve
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butanol ekstraktlari insiilin grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi. Kontrol grubu ile diyabet, safsu, metanol ve butanol ekstraklari istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulundu metanol grubu, diyabet kontrol grubu ile
karsilastirildiginda p= 0,171 bulundu.

400 mg/mL D. innoxia ile muamele edilmis gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii. Insiilin grubu diyabet kontrol grubuyla
karsilastirildiginda p=0,566 bulundu. metanol ve butanol grubu diyabet kontrol grubu ile

karsilastirildiginda p= 0,587 olarak bulundu.

800 mg/mL D.innoxia ile muamele edilmis gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii. Diyabet kontrol gurubuyla metanol, butanol ve saf
su gruplan karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark bulunmadi. Insiilin grubuyla diyabet
kontrol grubu karsilastirildigida p=0,608 olarak bulundu.

1 200 mg/mL D.innoxia ile muamele edilmis gruplar kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii. Metanol grubu diyabet kontrol
grubuyla karsilastirildiginda p=0,345 olarak bulundu, insiilin grubu diyabet kontrol grubu ile
karsilastirildiginda p=0,180 butanol ve saf su grubu ise p= 0,180 olarak bulundu.

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, STZ ile deneysel Tip-I diyabet modeli
olusturulduktan sonra deney hayvanlarinin kuyruk venlerinden alinan kan sonuclarina gére 50
ug/mL D. innoxia tohum ekstraktlarinin insiilin gurubu ile karsilagtirildiginda 100, 200, 400,
800 ve 1 200 mg/mL D. innoxia tohum ekstraktlarinda gére daha anlamli bulunmustur. Normal
sartlarda doz arttirildik¢a ya ilacin etkisinin artmasini ya da ilacin giiven araliginin azalmasi
sebebiyle yan etkilerinin ¢ikabilecegini veya toksik etkilere yol agmasi beklenir. Bu deneyde
muhtemelen D. innoxia tohum ekstraktlarinin biyo-bozulmasi gergeklesmis olup kan plazma

glukoz seviyelerini yeteri derece etkileyememistir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak ileride yapilacak olan ¢alismalarla tohum ekstraktlarinin
HPLC veya benzer yontemlerle saflastirma islemlerini gergeklestirerek, D. innoxia’nin anti-
hiperglisemik etkisinin hangi molekiil ile oldugu tespit edilecektir. Yapilacak bu calismalarin
ileride diyabet hastalarina kan plazma glukoz diizeylerini diizenlemede yardimci olabilecegi

diistinilmektedir.
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