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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Tibbi Farmakoloji Programi
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STREPTOZOTOSIN iLE DENEYSEL DIiYABET OLUSTURULMUS SICANLARDA
SILiBININ’IN ANTIDIiYABETIK VE ENDOTEL DiSFONKSiYONU UZERINE
ETKIiLERI

Esra UN ARSLAN

Konya-2023

Diabetes mellitus (DM), insiilin sekresyonunda ve/veya etkisinde goriilen azalma sonucu ortaya ¢ikan
hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. DM tedavisindeki ilerlemelere ragmen, terapotik
hedeflere ulasmak her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu durum hastalarin DM tedavisine ek olarak
“tamamlayic1” tibbi alternatiflere yonelmesine yol agmaktadir. Bitkisel tibbi iiriinleri igeren takviye gidalar
saglikl1 ve DM’li bireyler tarafindan yaygin sekilde kullanilmaktadir.

Bu caligmada saglikli ve streptozotosin (STZ) ile deneysel tip I diyabet (T1DM) olusturulan siganlarda
Silybum marianum bitkisinin aktif bilesenlerden olan silibinin’in antidiyabetik ve endotel disfonksiyonu iizerine
etkileri arastirilmigtir.

Caligmada 48 adet 350-440 g agirliginda 4 aylik Wistar albino cinsi erkek sigan kullanilmigtir. Siganlar
saglikli kontrol (SK), diyabet kontrol (DMK), SLB30 (silibinin 30 mg/kg), SLB60 (silibinin 60 mg/kg),
DM+SLB30 (diyabet + silibinin 30 mg/kg), DM+SLB60 (diyabet + silibinin 60 mg/kg) olmak iizere 6 gruba
ayrilmistir. Deneysel T1IDM modeli olusturmak i¢gin DMK, DM+SLB30, DM+SLB60 gruplarina tek doz 50
mg/kg STZ uygulanmi ve STZ uygulamasindan 72 saat sonra diyabet modeli dogrulanmistir. SLB30, SLB60,
DM+SLB30, DM+SLB60 grubu siganlara 8 hafta boyunca silibinin uygulamasi 30 mg/kg/giin ve 60 mg/kg/glin
olmak iizere iki farkli dozda gergeklestirilmistir. Iki haftada bir kan glikoz diizeyi ve canli agirlik Sl¢iimleri
yapilmustir.  Siganlardan 8. haftanin sonunda anestezi altinda aort, pankreas dokulari, kan 6rnekleri alinmig ve
daha sonra sicanlar sakrifiye edilmistir. Torasik aort dokularinda qRT-PCR ile VCAM-1 ve eNOS gen
ekspresyon Olc¢limlerinin yani swra in vitro izole organ banyosunda asetilkoline bagli gevseme yanitlar
incelenmistir. Pankreas dokular: si¢an insiilin antikoru kullanarak immunohistokimyasal olarak incelenmistir.
Alman kan 6rneklerinden HbA . ve insiilin diizeyi 6l¢timii yapilmustir.

Silibinin tedavisi STZ ile TIDM olusturulan siganlarda gelisen hiperglisemiyi ve HbAi. diizeylerini
azaltmig, kandaki insiilin seviyelerini ise artirmistir. Bunun yaninda, silibinin tedavisi alan TIDM’li siganlarin
DMK ’ya gore pankreas dokularinda insiilin antikoruyla boyanma siddeti ve yayginlig1 artmistir. Ayrica silibinin
eNOS ekspresyonunu arttirmig ve VCAM-1 ekspresyonunu azaltmigstir. eNOS ekspresyonundaki artigla paralel
olarak asetilkolin, TIDM’li silibinin tedavi gruplarinin aort dokularinda DMK’ya gore daha fazla gevseme
olusturmustur. Caligmada yiiksek dozda silibinin tedavisi alan saglikli siganlarin eNOS ekspresyonlarinda artis
gorlilmiistiir.

Sonug olarak bu galismadan elde ettigimiz bulgular silibinin tedavisinin T1IDM’de gelisen hiperglisemi,
hipoinsiilinemi, agirlik kayb1 ve pankreas hasarini iyilestirebilecegini ayrica eNOS ekspresyonlarim artirarak
hem saglikli hem T1DM’de endotel disfonksiyon iizerine koruyucu olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Silibinin, diabetes mellitus, tip 1 diyabet, endotel disfonksiyon.
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Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease characterized by hyperglycemia and results from
impaired insulin secretion, insulin action, or both. In spite of progress in the treatment of DM, it’s not at all time
possible to achieve therapeutic goals. This situation leads patients to turn to ‘“complementary” medical
alternatives in addition to DM treatment. Supplementary foods containing herbal medicinal products are widely
used by healthy individuals and individuals with DM.

In this study, the effects of silibinin, one of the active components of the Silybum marianum plant, on
antidiabetic and endothelial dysfunction in healthy and streptozotocin (STZ)-induced experimental type I
diabetes (T1DM) rats were investigated.

In this study, 48 male 4-months-old Wistar albino rats weighing 350-440 g were used. Rats were
randomly divided into 6 groups: healthy control (SK), diabetes control (DMK), SLB30 (silibinin 30 mg/kg),
SLB60 (silibinin 60 mg/kg), DM+SLB30 (diabetes + silibinin 30 mg/kg), DM+SLB60 (diabetes + silibinin 60
mg/kg). To induce experimental TIDM, a single dose of 50 mg/kg STZ was administered to the DMK,
DM+SLB30, DM+SLB60 groups, and the diabetes model was confirmed 72 hours after STZ administration.
Silibinin was administered to SLB30, SLB60, DM+SLB30, DM+SLB60 groups for 8 weeks at two different
doses: 30 mg/kg/day and 60 mg/kg/day. Blood glucose level and body weight measurements were made every
two weeks. At the end of the 8th week, aorta, pancreatic tissues, blood samples were taken from the rats under
anesthesia and then the rats sacrificed. Besides VCAM-1 and eNOS gene expression measurements by qRT-PCR
in thoracic aortic tissues, acetylcholine-induced relaxation responses in isolated organ bath in vitro were
investigated. Pancreatic tissues were examined immunohistochemically using rat insulin antibodies. HbAic and
insulin levels were measured from the blood samples taken.

Silibinin treatment decreased hyperglycemia and HbA . levels, and increased insulin levels in rats with
STZ-induced T1DM. In addition, the intensity and prevalence of insulin antibody staining in pancreatic tissues
of rats with TIDM treated with silibinin were increased compared to DMK. In addition, silibinin increased
eNOS expression and decreased VCAM-1 expression. In parallel with the increase in eNOS expression,
acetylcholine caused more relaxation than DMK in the aortic tissues of silibinin treatment groups with TIDM. In
the study, healthy rats treated with high doses of silibinin had increased eNOS expressions.

In conclusion, our findings from this study suggest that silibinin treatment can improve hyperglycemia,
hypoinsulinemia and pancreatic damage in TI1DM. It also shows that by increasing eNOS expressions, it may be
protective on endothelial dysfunction in both healthy and TIDM.

Keywords: Silibinin, diabetes mellitus, type 1 diabetes, endothelial dysfunction.
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1. GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM), pankreasin yeterince insiilin iiretememesi veya viicudun
drettigi insiilini etkili bir sekilde kullanamamasi sonucu ortaya ¢ikan hiperglisemi ile
karakterize kronik metabolik bir hastaliktir (World Health Organization, 2023). Uzun siireli
hiperglisemi, makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlara neden olmaktadir (Fowler,
2011). Tim diinyada diyabet prevalansinin giderek arttig1 bilinmektedir. DM ve neden oldugu
komplikasyonlar iilkeler, saglik sistemleri, diyabetli bireyler ve aileleri lizerinde ciddi bir

ekonomik yiik olusturmaktadir (IDF, 2021).

Saglikli endotelden nitrik oksit (NO), prostasiklin (Pgl2) ve bradikinin gibi vazodilator
mediyatorlerin yani sira endotelin-1 (ET-1), anjiyotensin II (Ang II), prostaglandin H> (PgH>)
ve tromboksan A (TxA:z) gibi vazokonstriktor mediyatorler de salinmaktadir. Endotel
hiicreleri tarafindan salgilanan bu maddeler arasindaki denge, vaskiiler homeostazin
korunmasina yardimci olmaktadir (Knapp ve ark., 2019). Endotel disfonksiyon, damar
endotelinin isleyisinde meydana gelen yapisal ve/veya fonksiyonel bozulmalar1 ifade etmekte
ve diyabetik vaskiiler hastaliklarin patogenezinde énemli bir rol oynamaktadir. Hiperglisemi,
diyabetli hastalarda endotel disfonksiyona ve endotel bagimli vazodilatasyonun bozulmasina

neden olan baglica faktorlerdendir (Hadi ve Al Suwaidi, 2007).

Dogal iirlinler, ilag kesfi i¢in potansiyel kaynak olarak kabul edilmekte ve ilag
aragtirma gelistirme programlarinda yer almaktadir. DM tedavisinde biguanidler,
stilfoniliireler, tiazolidindionlar, a-glukozidaz inhibitorleri gibi bir¢ok oral antidiyabetik ajan
ve insiilin kullanilmaktadir. DM tedavisinde yaygin sekilde kullanilan biguanid tiirevi olan
metformin ilk kez Galega officinalis bitkisindeki galegine isimli bilesik sayesinde
kesfedilmistir (Hundal ve Inzucchi, 2003). Ayrica a-glukozidaz inhibe edici aktivitesi
gosterilen bir¢ok tibbi bitki bulunmaktadir. Son yillarda geleneksel bitkisel tibbi iiriinler, daha
az advers etki ile diyabetik komplikasyonlarin 6nlenmesine ve hipergliseminin diizeltilmesine

yardimci olan potansiyel terapdtik ajanlar olarak dikkat cekmektedir (Yin ve ark., 2014).

Silybum marianum, “milk thisle, deve dikeni” olarak da bilinen kullanimi 2000 yil
oncesine dayanan tibbi bir bitkidir (Marty, 1999). Halk arasinda hepatoprotektif etkileri
nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica hipoglisemik, antioksidan, antikanser,

antipsoriyatik, antiosteoporotik, santral sinir sistemi ve bdbrek fonksiyonlar1 {izerine



koruyucu etkileri oldugunu gosteren caligmalar da bulunmaktadir (Bahmani ve ark., 2015;

Rainone, 2005).

Bu tez calismasinda Silybum marianum bitkisinin aktif bileseni olan silibinin’in
antidiyabetik ve endotel disfonksiyon iizerine etkilerinin arastirilmasi amaclanmigtir. Bu
aragtirmanin diyabetteki hiperglisemi ve buna bagl gelisen komplikasyonlarin 6nlenmesinde

kullanilacak potansiyel ajanlarin arastirilmasina katki saglamasi beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus

DM, pankreas f hiicrelerinden insiilin saliniminin azalmasi, hi¢ iiretilememesi ya da
viicudun iiretilen insiilini etkili bir sekilde kullanamamasi gibi sebeplerden kaynaklanan
hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. Hiperglisemiye karbonhidrat,
lipit ve protein metabolizmasindaki bozukluklar da eslik etmektedir (American Diabetes
Association, 2009). DM’nin karakteristik klinik bulgular1 polidipsi, poliiiri, gorme bulaniklig:
ve kilo kaybidir. Genellikle semptomlar hafif seyreder ve yavas ilerler. Kisi tamamen
asemptomatik olsa bile, yillarca devam eden hafif hiperglisemi sebebiyle doku hasari

gelisebilir (Holt ve ark., 2010).

2.1.1. Diyabetin epidemiyolojisi

Tim diinyada DM goriilme sikligi giderek artmaktadir. DM’nin yetiskinlerde,
diinyadaki prevalanst 1980 yilinda %4,7 iken 2021 yilinda %10,5’e yiikselmistir ve 2045
yilinda %12,2’ye ulasacagi tahmin edilmektedir. Tiirkiye, Uluslararas1 Diyabet Federasyonu
(International Diabetes Federation, IDF) verilerine gore Avrupa’daki en yiiksek DM
prevalansina sahip ilkedir. 2021 yilinda yayimlanan verilere gore DM’nin Tiirkiye’deki
prevalanst 20-79 yas yetiskinler arasinda %15,9 olarak bildirilmistir. IDF verilerine gore
Tiirkiye’de 2011 yilinda diyabetli hasta sayis1 3,5 milyon iken 2021 yili itibariyle bu say1 9
milyona ulagsmigtir. Tiim diinyada artan DM prevalansi kiiresel saglik harcamalarinda da
biiyiik artiglara neden olmaktadir. Diyabetli yetigkinlerin 2007 yilindaki kiiresel saglik
harcamasi miktar1 232 milyar $ iken 2021 yilinda bu miktar 966 milyar $’a yiikselmistir (IDF,
2021).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére diinya ¢apinda 422 milyon DM hastasi
bulunmaktadir. 2019 yilinda 1,5 milyon kisi dogrudan DM sebebiyle hayatin1 kaybetmistir.
Bunun yaninda DM’nin neden oldugu kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik bobrek hastalig
gibi komplikasyonlar da dolayli olarak oliimlere neden olmaktadir (World Health
Organization, 2023).

2.1.2. Diyabet tam kriterleri

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA, American Diabetes Association) DM tanisi igin
bazi kriterler belirlemistir. Tanida aglik plazma glikozu, hemoglobin A (HbA1c) degeri veya
Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT) kullanilmaktadir (American Diabetes Association, 2021).



DM tanisi i¢in kullanilan kriterler Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. ADA diyabet tan1 kriterleri

ADA Diyabet Tam Kriterleri

AKG (Aglik Kan Glikozu) > 126 mg/dL (7,0 mmol/L).
(Aclik en az 8 saat boyunca kalori alim1 olmamasini ifade eder.)

veya

OGTT sonras1 2. saatte kan glikozu > 200 mg/dL (11.1 mmol/L). (OGTT, 75 g susuz glikoz esdegeri igceren
bir glikoz yiikiiniin suda ¢oziinmiis hali kullanilarak WHO tarafindan tarif edilen sekilde yapilmalidir.)

veya

HbAic > 6,5% (48 mmol/mol). (Test, NGSP sertifikali ve DCCT testine gore standardize edilmis bir yontem
kullanilarak bir laboratuvarda ger¢eklestirilmelidir.)

veya

Hiperglisemik kriz veya klasik hiperglisemi semptomlar1 gosteren hastada, rastgele bir zamanda 6lgiilen
plazma glikozu > 200 mg/dL (11,1 mmol/L)

(American Diabetes Association, 2021)

Polidipsi, poliiiri, kilo kaybi, tekrarlayan enfeksiyonlar, koma gibi diyabet
semptomlarinin bariz sekilde bulundugu durumlarda tek bir kriter taniy1 kesinlestirmek i¢in
yeterlidir. Ancak asemptomatik bireylerde konulan taninin daha sonraki bir giin, ayn1 ya da

farkl1 bir test kullanilarak dogrulanmasi gerekmektedir (Imamoglu ve ark., 2015).

Plazma glikoz diizeyleri normalden yiiksek olmasina karsin diyabet tani kriterlerini
kargilamiyorsa bu durum “prediyabet” olarak adlandirilmaktadir. Diyabet gibi prediyabet de

kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk faktorii olusturmaktadir (Salman ve ark., 2020).

2.1.3. Diyabet simflandirmasi

DM tipleri yillar icerisinde farkli isimler ile farkli sekillerde tanimlanmistir. ADA’nin
2021 yilinda yayinladig: giincel kilavuza gére DM 4 temel sinifta incelenmektedir. ADA’nin
onerdigi bu siniflandirma DSO tarafindan da kullamlmaktadir (American Diabetes

Association, 2021; Imamoglu ve Ozyardimci Ersoy, 2022).

1. Tip I Diyabet
2. Tip II Diyabet
3. Gestasyonel diyabet

4. Bazi hastalik durumlarinda spesifik olarak olusan diyabet



Tip I diyabet

Tip I diyabette (TIDM) pankreasta  hiicre yikimi sonucu mutlak insiilin eksikligi
vardir. Klinik diyabet semptomlar1, B hiicre rezervi %80-90 oraninda azaldiginda ortaya
cikmaktadir. Genelde ¢ocukluk ¢aginda veya genclerde sikligi daha fazla olmakla birlikte her
yasta goriilebilmektedir. Tiim diyabetlilerin yaklasik %5-10’luk kismini olusturmaktadir
(Salman ve ark., 2020).

TIDM otoimmiinite bagimli immiin aracili diyabet ve otoimmiin baglantisi

bulunmayan idiyopatik diyabet olarak iki sinifa ayrilmaktadir.

a) Immiin aracili diyabet
Hiicresel aracili otoimmiin 3 hiicre hasar1 vardir. Cocukluk ve ergenlik doneminde
en stk gorilen DM seklidir. Bu DM tipi onceleri “insiilin bagimli diyabet,
cocukluk cagi diyabeti” olarak da adlandirilmistir. f hiicre yikim hiz1 oldukga
degiskendir; bebekler ve c¢ocuklarda hizli iken yetigskinlerde daha yavagtir

(American Diabetes Association, 2021).

b) Idiyopatik diyabet
Kalic1 instilinopeni vardir ancak B hiicre otoimmiinitesine dair kanit yoktur.
TIDM’li hastalarin sadece kiigiik bir kismi bu kategoriye girer. Bilinen bir
etiyolojisi yoktur. Diyabetin bu formu gii¢lii kalitsal 6zellik gosterir (American

Diabetes Association, 2021).

T1DM etiyopatogenezinde genetik yatkinlik, ¢evresel faktorler ve otoimmiinite dnemli
rol oynamaktadir. Genetik faktorlerden giiglii bir sekilde etkilenmesine ragmen, T1DM
herhangi bir mendel kalittm modeline uymaz, karmasik ve ¢ok faktorlii bir hastalik olarak
kabul edilir. TIDM vakalarinin %85°1 ailede hastalik dykiisii olmayan kisilerde goriiliir. Tek
basina hicbir gen, TIDM gelisimini tahmin etmek i¢in yeterli degildir (Haller ve ark., 2005).
Genetik ¢aligmalarda TIDM gelisme riski ile iliskili 60’tan fazla gen tanimlanmistir. Bu
genlerden Ozellikle HLA (human leukocyte antigen, insan lokosit antijeni)’nin TIDM’de
onemli rol oynadig1 bilinmektedir. Ozellikle HLA’nin DR3-DQ2 ve DR4-DQ8 haplotipleri
T1DM goriilme riski ile iligkilidir (Giwa ve ark., 2020).



T1DM’nin, genetik olarak duyarli bireylerde gevresel bir tetikleyicinin sonucu olarak
ortaya c¢iktig1 diisiiniilmektedir. Virisler, etnik kdken, annenin yasi ve kilosu, mikrobiyota,
kardes sayisi, diyet ve cografi konum gibi birgok cevresel faktoriin TIDM insidansin

etkiledigi tahmin edilmektedir (Giwa ve ark., 2020).

T1DM histolojik olarak insiilitis ve bununla iligki adacik hiicre hasar1 ile
karakterizedir. T1DM’deki otoimmiinite, insiilin iireten [ hiicrelerine 6zgiidiir. Bununla
birlikte otoimmiiniteyi indiiklemeden sorumlu spesifik mekanizmalar heniiz tam olarak
acikliga kavusturulamamistir (Haller ve ark., 2005). Otoimmiin siire¢ ile pankreasin adacik
hiicrelerinde yavas ve progresif yikim sonucu insiilin sekresyonunun azaldigi bilinmektedir

(Abact ve ark., 2007).

Tip 11 diyabet

Tip I diyabet (T2DM), pankreas [ hiicrelerinden insiilin sekresyonunda azalma,
insiilin direnci veya bu iki durumun birlikte goriilmesi sonucu goriliir. Daha 6nceleri “insiilin
bagimli olmayan diyabet, yetiskin diyabeti” olarak da adlandirilmistir ve tiim diyabetlilerin

yaklasik 9%90-95’ini olusturmaktadir (American Diabetes Association, 2021; DeFronzo ve
ark., 2015).

T2DM, genetik ve cevresel faktdrlerden etkilenen multifaktoriyel bir hastaliktir.
Hastaliktaki patofizyolojik degisiklikler; B hiicre disfonksiyonu, insiilin direnci ve kronik
inflamasyon olarak sayilabilir. Bu durumlar kan glikoz diizeyinde asamali olarak
bozulmalara, mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelismesine yol ag¢maktadir

(DeFronzo ve ark., 2015).

T2DM etiyopatogenezinde ¢esitli genetik, ¢evresel ve davranigsal faktorler rol
oynamaktadir (Baynest, 2015). T2DM gelisme riski yas, obezite ve fiziksel aktivite eksikligi
ile artmaktadir. GDM, hipertansiyon, dislipidemi, polikistik over sendromu oykiisii olan
kisilerde ve belirli irksal/etnik alt gruplarda (Afrikali Amerikali, Kizilderili, Hispanik/Latin ve
Asyali Amerikal1) daha sik goriilmektedir. Genellikle birinci derece akrabalarda giiclii bir
genetik yatkinlik (T1DM’den daha fazla) s6z konusudur (American Diabetes Association,
2021).



T2DM, c¢ogunlukla yetiskinlerde goriilse de son dénemlerde ¢ocuk ve adolesanlarda
goriilme sikligi da artmaya baslamistir. Hastalar genelde fazla kilolu ya da obezdir. Bu
nedenle yasam tarzi degisikligi, fiziksel aktivitenin artirilmasi, diyet ve kilo kontrolii
onerilmektedir. Hastaligin baglangici genelde asemptomatiktir ancak bazi hastalar bulanik
gorme, el ve ayaklarda uyusma ve karincalanma, ayak agrilari, tekrarlayan mantar
enfeksiyonlar1 veya yara iyilesmesinde gecikme ile hastaneye basvurabilmektedir (Salman ve

ark., 2020).

Gestasyonel diyabet

Gestasyonel diyabet (GDM), gebelikten dnce diyabeti olmayan kisilerde gebeligin
ikinci veya tlglincli trimesterinde ortaya ¢ikan ve dogumdan sonra diizelen DM seklidir
(American Diabetes Association, 2021). GDM’nin altinda yatan mekanizma tam olarak
bilinmemekle birlikte B hiicre disfonksiyonu ve insiilin direnci s6z konusudur (Plows ve ark.,
2018). Risk faktorleri olarak annenin ileri yasta olmasi, yiiksek viicut kitle indeksi, 6nceki
gebelikte GDM Oykiisii veya fetal makrozomi, ailede T2DM veya GDM &ykiisii, DM
prevalansimin yiiksek oldugu etnik kokene sahip olmak sayilabilir (Farrar ve ark., 2016).
GDM prevalansi ¢ok merkezli yapilan bir arastirmada %9 ile %26 arasinda, ortalama %18
olarak bulunmustur (Sacks ve ark., 2012). GDM’nin hem anne hem de bebek icin gesitli
komplikasyonlara neden oldugu bilinmektedir (Johns ve ark., 2018).

GDM taramasi i¢in iki farkli yol bulunmaktadir. Tan1 yontemi olarak tek asamali (75 g
glikozlu OGTT) veya iki asamali (50 g glikozlu 6n tarama testini takiben 100 g glikozlu 3
saatlik OGTT) test kullanilabilir (Salman ve ark., 2020).

Bazi hastalik durumlarinda olusan spesifik diyabet

Bu diyabet tiirleri arasinda monogenik diyabet (yenidogan diyabeti ve genglerde
goriilen T2DM gibi), ekzokrin pankreas hastaliklar: (kistik fibrozis ve pankreatit gibi), ilaglar
nedeniyle olusan diyabet (glukokortikoidler) sayilabilir (American Diabetes Association,

2021).



2.1.4. Diyabet tedavisi
TIDM tedavisi
T1IDM’de mutlak insiilin eksikligi oldugu icin tek tedavi segenegi insiilin

replasmanidir. Etki siirelerine gore temel olarak 4 ¢esit insiilin vardir:

e Hizhi etkili: Insiilin lispro, insiilin aspart ve insiilin glulisin bu gruba
girmektedir. Etki baglangici ¢ok hizli gerceklesir ve etki siiresi kisadir.

o Kisa etkili: Notral regiiler insiilin bu gruptadir. Etki hizli baslar. Noétral regiiler
insiilin intravenoz (i.v.) yolla verilebilen tek insiilindir.

e Orta etkili: Izofan insiilin, nétral protamin Hagedorn (NPH) olarak da
bilinmektedir, bu gruptadir. NPH insiilinin etkisi yaklagik 2-5 saat icinde baglar
ve 4-12 saatlik etki siiresine sahiptir.

e Uzun etkili: Insiilin glarjin, insiilin detemir bu gruptadir. Etki baslangici
yavastir ancak etki siiresi uzundur.

(Dokmeci, 2007; Kayaalp, 2012; Rosenfeld ve Loose, 2016).

T2DM tedavisi

T2DM tedavisinde oral antidiyabetikler ve oral antidiyabetiklerin yeterli glisemik
kontrolii saglayamamasi durumunda ek olarak insiilin kullanilmaktadir. Tedavide
stilfoniliireler, meglitinidler, biguanidler, tiazolidindionlar, glukagon benzeri polipeptit-1
agonistleri, dipeptidil peptidaz-4 inhibitorleri, a-glukozidaz inhibitorleri ve safra asidi

sekestranlar gibi farkli oral antidiyabetik ilaclar kullanilmaktadir (Katzung, 2021).

T2DM tedavisinde kullanilan oral antidiyabetik ilaglar ve etki mekanizmalar1 Tablo

2.2°de verilmistir.



Tablo 2.2. T2DM tedavisinde kullanilan oral antidiyabetikler

ila¢c Grubu

Etki Mekanizmasi

ila¢

Siilfoniliire Tiirevi
Ilaclar

Pankreas B hiicrelerindeki K* kanallarini bloke eder ve
depolarizasyona yol agarlar. Depolarizasyon sonucu voltaj
bagimli kalsiyum kanallari agilir ve Ca®" hiicre igine girer.
Sonugta sentezlenmis ve vezikiiller i¢cinde depolanmis
olan insiilinin saliverilmesini artirirlar.

 Glibenklamid
* Glipizid
« Gliklazid

Meglitinidler

Pankreas B hiicrelerinde ATP-bagimli K* kanallarini bloke
ederek insiilin salinimini artirirlar.

Kanal blokaj1 ve kanala baglanma kinetikleri
stilfoniliirelerden farklidir.

* Repaglinid
* Nateglinid

Biguanidler

T2DM’de artmis olan glikoneojenezi azaltarak
karacigerden glikoz ¢ikisini azaltirlar. Glikozun periferik
dokularda kullanimin artirirlar.

Insiilin salinimini artirmazlar, periferik insiilin
duyarliligini artirirlar. Ince bagirsaktan glikoz
absorbsiyonunu azaltirlar.

¢ Metformin

Tiazolidindionlar

Insiilin direncini azaltirlar ve hedef hiicrelerde insiilin
duyarliligini artirirlar. Etki gosterebilmeleri igin ortamda
insiilin bulunmalidir.

Insiilinin hedef hiicrelerinde, dzellikle yag dokusu
hiicrelerinde bulunan peroksizom proliferatoriinii aktive
eden reseptor-gama (PPARY) isimli reseptore baglanirlar.

* Rosiglitazon
* Pioglitazon

Glukagon Benzeri
Polipeptit-1
(GLP-1) Agonistleri

T2DM’de, postprandiyal GLP salinimi azalmaktadir.
Bunun sonucunda glukagon baskilanmasinda yetersizlik
ve hepatik glikoz ¢ikiginda artig goriilmektedir. Bu ilaglar
GLP-1 etkisini arttirarak etki gosterirler.

Glikoz aracili insiilin salinimini potansiyalize etme,

glukagon salinimini baskilama, mide bosalma hizin
yavaglatma ve istah1 azaltma gibi birgok etkileri vardir.

* Eksenatid
* Liraglutid

Dipeptidil
Peptidaz-4 (DPP-4)
Inhibitérleri

Inkretinler insiilin salgilatic1 6zellige sahip, yarilanma
omrii ¢ok kisa hormonlardir; DPP-4 enzimi tarafindan
hizla pargalanirlar.

Bu ilaglar GLP-1 ve glikoz-bagimli insiilinotropik peptit
(GIP) gibi inkretinlerin inaktivasyonunu engeller. Boylece
glukagon salinimi inhibe edilirken insiilin salgilanmasin
artirirlar.

« Sitagliptin
* Vildagliptin
* Saksagliptin

a-glukozidaz
inhibitorleri

Barsaklarda disakkaritleri pargalayan glikozidaz enzimini
inhibe ederek disakkarit absorbsiyonunu azaltirlar. Nisasta
ve disakkaritlerin sindirimini ve emilimini geciktirerek
yemek sonrasi glikoz dalgalanmalarini azaltirlar.

Akarboz ve miglitol bagirsak a-glukozidazlarinin
kompetitif inhibitorleridir.

« Akarboz
* Miglitol
e Guar sakizi

Safra asidi
sekestranlar1

Safra asidi baglayici 6zellik gosterir. Etki mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir. Ancak farnesoid X reseptorii
aktivasyonunda azalma ve enterohepatik dolagim
izerinden etki gosterdigi diisiiniilmektedir.

« Kolesevelam

(Dokmeci, 2007; Katzung, 2021; Kayaalp, 2012; Rosenfeld ve Loose, 2016)
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2.1.5. Deneysel diyabet modelleri

Diyabette uygun deneysel modeller, hastaligin patogenezini, komplikasyonlarini, DM
risklerini artiran genetik veya c¢evresel faktorleri anlamak ayrica terapotik ajanlarin test
edilmesi i¢in gerekli araglardir (Srinivasan ve Ramarao, 2007). Hayvanlarda deneysel diyabet

olusturmak i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.

Cerrahi yolla diyabet olusturulmasi

Pankreasin tamamen alinmasi (pankreatektomi) ile cerrahi olarak gergeklestirilir. Bu
sekilde pankreas B hiicre kitlesinde azalma saglanmaktadir. Hayvanda enfeksiyon gelisme
riski, teknik uzmanlik, gerekli cerrahi kosullar, pankreatektomi sonrasi yeterli analjezi ve
antibiyotik uygulamasi gerektirmesi bu metodun kullanimini sinirlamaktadir (Cigek ve ark.,

2018).

Genetik olarak olugturulan diyabet modelleri
T1DM modeli olusturmak i¢in non-obez diyabetik fare ve biobreeding sigan spontan
olarak hastaligin gelistigi en yaygin kullanilan hayvanlardir. Cogunlukla otoimmiin diyabeti

modellemede kullanilmaktadir (Cigek ve ark., 2018).

Kimyasal yolla diyabet olusturulmasi
Pankreas Langerhans adaciklarinda alfa ve delta hiicrelerine zarar vermeden segici
olarak [ hiicre harabiyetine neden olan streptozotosin (STZ) ve alloksan kimyasal yolla DM

modeli olusturmak i¢in en sik kullanilan iki ajandir (Srinivasan ve Ramarao, 2007).

STZ, Streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenen genis spektrumlu bir
antibiyotik ve antineoplastiktir (Rees ve Alcolado, 2005). STZ nin toksik etki gosterebilmesi
icin hiicre i¢ine alinmasi gerekir. Pankreasta B hiicre membrani iizerinde glikozun membranin
dis yiiziinden i¢ yliziine tasinmasini saglayan glikoz transportorii-2 (GLUT2) bulunur. Glikoz
analogu olan STZ, GLUT-2 ile hiicre i¢ine alinir ve bu hiicrelerde birikir. B hiicreleri glikozu
almada pankreasin diger hiicrelerine gore daha secicidir (Lenzen, 2008; Yamamoto ve ark.,

1981).

STZ’nin sitotoksik etkisinden esas olarak yapisinda bulunan metilnitroziire grubu
sorumludur. STZ hiicre i¢ine girdikten sonra, metilnitroziire grubundaki metilin hiicrenin
DNA’sma transferi ile gerceklesen hasar, DNA’nin pargalanmasi ile sonuglanir (Lenzen,
2008). DNA hasarina cevap olarak DNA tamiri i¢in poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)

stimiilasyonu gerceklesir. PARP’1in artis1 sonucu hiicre i¢i nikotinamid adenin diniikleotit
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NAD™") tiikenir ve pankreas adacik hiicrelerinde proinsiilin sentezinin inhibe edilmesi ile
p p

sonuglanir (Yamamoto ve ark., 1981).

STZ’nin tek doz 35-65 mg/kg intraperitoneal (i.p.) uygulanmasi ile TIDM modeli
olusturulmaktadir. Sicanlarin diisiik doz STZ’ye (30-35 mg/kg) ek olarak yiiksek yaglh diyet
ile beslenmesi veya yenidogan si¢anlara dogumdan sonraki 2. giinde 100 mg/kg STZ
uygulanmast T2DM modeli olusturulmak icin kullanilmaktadir (King, 2012; Kurger ve
Karaoglu, 2012).

Alloksan, STZ’den sonra DM olusturmak i¢in en yaygin kullanilan kimyasal ajandir.
Alloksan kullaniminda ketozis insidansi ve buna bagli 6liim orani yiiksektir. Ayrica alloksan
verilen hayvanlarda pankreas rejenerasyonuna bagli hipergliseminin tersine dénmesi erken ve
yaygindir (Srinivasan ve Ramarao, 2007). Alloksanin diyabetojenik dozlari ile toksik dozlar
birbirine ¢ok yakin oldugundan doz dikkatle ayarlanmalidir (King, 2012). Bu nedenlerden
dolay1, laboratuvar hayvanlarinda diyabet indiiksiyonu i¢in alloksan yerine ¢ogunlukla STZ

kullanilmaktadir (Srinivasan ve Ramarao, 2007).

2.2. Diyabetin Komplikasyonlari

DM’nin komplikasyonlar1 akut ve kronik olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadir.
Hastaligin akut komplikasyonlarinin 6nlenmesi ve uzun vadede gelisen kronik komplikasyon
riskinin azaltilmasi DM tedavisi yonetiminde kritik 6nem tasimaktadir (American Diabetes

Association, 2015)

Diyabetin akut komplikasyonlar1 hipoglisemi, laktik asidoz, diyabetik ketoasidoz
(DKA) ve hiperozmolar hiperglisemik durum olarak sayilabilir. Kan glikoz diizeyinin 70
mg/dl’nin altinda olmas1 hipoglisemi kabul edilmektedir. Hipoglisemi, tedavide kullanilan
insiilin ya da oral antidiyabetik dozunun fazlalig1, agir egzersiz, insiilin duyarliliginin artmasi
ve yetersiz beslenme gibi farkli sebeplere bagli olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Laktik asidoz,
kanda laktat seviyelerinde artis ile ortaya ¢ikan agir bir metabolik asidoz durumudur. Nadiren
goriiliir ancak altta yatan sebebe bagli olarak mortalitesi oldukga yiiksektir. DKA’da mutlak
insiilin eksikligi vardir ve bundan dolay1 lipolizin baskilanmamasi sonucu ketonemi ve
ketoniiri gortiliir. Hiperozmolar hiperglisemik durumda asil sebep dehidratasyondur, DKA’nin
aksine az miktarda insiilin vardir. Bu insiilin lipolizi baskilamaya yeter ve sonugta keton

cisimleri olusmaz (Salman ve ark., 2020).
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Kronik komplikasyonlar ise makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlar olarak
iki sinifa ayrilmaktadir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar; nefropati, ndropati ve retinopati iken
makrovaskiiler komplikasyonlar; koroner arter hastaligi (KAH), serebrovaskiiler hastalik ve

periferik arter hastaligi (PAH) olarak sayilabilir (American Diabetes Association, 2015).

2.2.1. Mikrovaskiiler komplikasyonlar
Retinopati

Diyabetik retinopati erigkinlerdeki gérme kaybinin en sik goriilen sebeplerindendir.
Diyabet siiresinin uzamasi, kronik hiperglisemi ve hipertansiyon retinopati riskini artiran
baslica risk faktorleridir. Bunun yaninda endotel disfonksiyon, diyabetik nefropati ve obezite
de retinopati gelisme riskini artirmaktadir (American Diabetes Association, 2015; Wong ve
ark., 2016). Tedavi siiresince normogliseminin saglanmasi diyabetik retinopatinin baglamasini
onlemekte ve hastaligin ilerlemesini geciktirmektedir (UK Prospective Diabetes Study

(UKPDS) Group, 1999).

Noropati

Diyabetik noropati, periferik sinir sisteminde biiyiik dl¢lide duyusal ve otonomik sinir
uclarimi etkileyen ndrodejeneratif bir bozukluktur. Diyabetli bireylerin %50’sinden fazlasinda
diyabetik noropati gelismektedir (Feldman ve ark., 2019). Hastalarda tipik olarak ayaklarda
baslayan uyusma, karincalanma, agr1 ve/veya gii¢siizliik vardir (Callaghan ve ark., 2012).
Diyabetik noropati risk faktorleri arasinda hiperglisemi, hipertrigliseridemi, obezite,

hipertansiyon, dislipidemi ve metabolik sendrom bulunmaktadir (Feldman ve ark., 2019).

Nefropati (Diyabetik bobrek hastaligi)

Diyabetik nefropati, diyabetli hastalarda patolojik miktarlarda albuminiiri, diyabetik
glomeriiler lezyonlar ve glomeriiler filtrasyon hizinda azalma ile karakterize bir
komplikasyondur (Lim, 2014). Kronik bdbrek yetmezliginin baslica nedenlerindendir ve
kardiyovaskiiler mortalite riskini artirdig1 bilinmektedir. Hiperglisemi, hipertansiyon, genetik
yatkinlik gibi durumlar diyabetik nefropati gelisimi i¢in ana risk faktorleridir (American

Diabetes Association, 2015).
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2.2.2. Makrovaskiiler komplikasyonlar

DM, endotel, diiz kas hiicreleri ve trombositler gibi bircok hiicrenin islevinde
degisiklige neden olmaktadir (Beckman ve ark., 2002). Diyabette makrovaskiiler
komplikasyonlarin nedeni arter duvarlarinin daralmasina yol acan ateroskleroz siirecidir
(Fowler, 2011). Kronik hiperglisemi, dislipidemi ve insiilin direnci gibi faktorler, arterleri

ateroskleroza daha duyarl hale getirmektedir (Beckman ve ark., 2002).

Aterosklerozun koroner veya periferik arter duvarlarinin kronik inflamasyonu ve
hasar1 sonucu gelistigi diisliniilmektedir. Endotel hasar1 ve inflamasyona yanit olarak LDL
partikiillerinden oksitlenmis lipitler, arterlerin endotel duvarinda birikmektedir. Ang II, bu
partikiillerin oksidasyonunu kolaylagtirmaktadir. T2DM’de aterom olusumuna ek olarak,
trombosit adezyonunda ve hiperkoagiilasyonda artis oldugunu gosteren kanitlar vardir. NO
iretiminde bozulma, trombositlerde serbest radikal olusumunun artmasi ve kalsiyum
diizeylerindeki bozulmalar trombosit agregasyonunda artisa neden olmaktadir. Pihtilasma
egiliminin artmas1 ve fibrinolizisdeki bozulma kardiyovaskiiler komplikasyon riskini

artirmaktadir (Fowler, 2011).

Koroner arter hastalig

Koroner arter hastaligi, diyabetli hastalarda morbidite ve mortaliteyi ciddi oranda
artirir. Diyabet ayrica akut koroner sendromlara bagli sonuglari da kotiilestirmektedir
(Beckman ve ark., 2002). Yas, diyabet siiresi, dislipidemi ve hipertansiyon koroner arter
hastaligi i¢in risk faktorleridir (Salman ve ark., 2020).

Periferik arter hastalig

Periferik arter hastaligi (PAH) ateroskleroza bagli olarak gelismekte, alt ekstremite
arterlerinde tikanma ve kan dolasiminda bozulmalar goriilmektedir. Diyabetli bireylerde PAH
goriilme oran1 2 ila 4 kat artmaktadir PAH, alt ekstremite amputasyonu i¢in major bir risk
faktoriidiir. Yas, hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara ve diyabet PAH riskini artirmaktadir
(American Diabetes Association, 2015; Beckman ve ark., 2002).

Serebrovaskiiler hastalik

Diyabet, koroner ve alt ekstremite damarlarindaki etkilerine benzer sekilde
serebrovaskiiler arter dolasimini da olumsuz etkiler. Diyabetli hastalarda ekstrakraniyal
ateroskleroz artmaktadir. Bununla birlikte diyabette inme riski %150 ila %400 artar, glisemik

kontroliin saglanamamasi1 dogrudan inme riskiyle iliskilidir (Beckman ve ark., 2002).
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2.3. Endotel

1980 yilinda Furchgott ve Zawadzki, izole aort dokularinin asetilkoline verdikleri
gevseme cevabr icin endotel hiicrelerinin varliginin gerektigini ayrica damar endotel
hiicrelerinin gevsemeye neden olan bir veya daha ¢ok maddenin saliverildigini

yayimlamislardir (Furchgott ve Zawadzki, 1980).

Viicuttaki en biiylik organlardan biri olan endotel, damar duvarinin i¢ yiiziini
olusturan tek katli hiicrelerdir. Endotel, kan basinct ve kan akis gerilimi gibi mekanik
uyaranlarin yani sira vazoaktif uyaranlari da algilamaktadir. Bu uyaranlara yanit olarak
vazomotor fonksiyonu diizenleyen, enflamatuvar siiregleri tetikleyen ve hemostazi etkileyen

cesitli maddeler salgilamaktadir (Endemann ve Schiffrin, 2004).

Endotel hiicrelerinden saliverilen vazodilator maddeler; NO, Pgla, cesitli endotel
kaynakl1 hiperpolarize edici faktorler ve C-tip natriiiretik peptid; vazokonstriktor maddeler ise
ET-1, Ang II, TxA: ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak sayilabilir. Endotelden ayni
zamanda hiicreler aras1 adezyon molekiili-1 (ICAM-1), vaskiiler adezyon molekiilii-1
(VCAM-1), E-selektin ve niikleer faktér - kB (NF- kB) gibi enflamatuvar modiilatorler de
salgilanmaktadir (Endemann ve Schiffrin, 2004). Endotelden vaskiilerden homeostazi

siirdliirmek i¢in salgilanan faktorler ve islevleri Tablo 2.3.’te verilmistir.

Tablo 2.3. Vaskiiler endotelden saliverilen maddeler ve islevleri

Saliverilen Madde Vaskiiler Endotelin Islevleri

Nitrik oksit
Prostaglandinler
Endotelyal hiperpolarize edici faktor
Endotelin-1
Anjiyotensin II

Vaskiiler tonusun diizenlenmesi

C-tipi natritiretik peptit

Nitrik oksit
Doku plazminojen aktivatorii
Heparinler
Trombomodulinler Kan akis1 ve tromboz dengesi
Plazminojen aktivator inhibitorii (PAI-1)
Doku faktorii
Von Willibrand faktorii

Monosit kemotaktik faktor-1 (MCP-1)
Hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1 (ICAM-1)
Vaskiiler adezyon molekiili-1 (VCAM-1) Vaskiiler enflamatuvar siirecin kontrolii
Interlokin 1,6 ve 18
Tiimor nekroz faktorleri

(Widlansky ve ark., 2003)
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Endotel, damar duvar1 ve liimendeki hiicrelerle birtakim etkilesmeler araciligiyla
vaskiiler homeostazi siirdiirmektedir. Bunun yaninda trombosit aktivitasyonu, pihtilasma
stireci ve fibrinolitik sistemi diizenleyen faktorlerin tiretimi yoluyla kanin viskozitesini ve
pihtilasmasini da kontrol eder. Enflamatuvar siireci diizenleyen ve yonlendiren sitokinler ve
adezyon molekiilleri iiretme kapasitesine sahiptir. Endotel, arter tonusu ve kan akisinin

diizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Widlansky ve ark., 2003).

2.3.1.Nitrik oksit

NO, insan viicudundaki hemen hemen tiim hiicre tiplerinde, dokularda ve organlarda
sentezlenen, ¢ok kisa yart dmiirlii endojen bir gazdir (Doulias ve Tenopoulou, 2020). NO,
damar genisletici bir etkiye sahiptir ve endotel aracili gevsemenin biiylik boliimiine aracilik
etmektedir. Trombosit aktivasyonunu inhibe eder, 16kositlerin endotele yapismasini ve damar
duvarina gogiinii azaltarak inflamasyon olusumunu engeller. Ayrica vaskiiler diiz kas hiicresi
proliferasyonunu ve hiicre gogiinii azaltmaktadir. NO, bu o6zellikleri ile kan damarlarini

aterogeneze karsi korumaktadir (Beckman ve ark., 2002).

NO sentezi, nitrik oksit sentazlarin (NOS) ii¢ izoformu olan noéronal (nNOS),
indiiklenebilir (iINOS) ve endotelyal (eNOS) niktrik oksit sentaz tarafindan
gerceklestirilmektedir. Ug izoform da substrat olarak L-arjinin ve yardimci substratlar olarak
molekiiler oksijen ile indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit fosfat1 (NADPH) kullanir.
Sentez reaksiyonunda L-arjinin hidroksile edilir, ardindan hidroksile ara {iriiniin oksidasyonu
ile NO ve L-sitrulin olusur. Bu izoformlar, hiicre tipi ve dokuya 0zgii ekspresyonu
gostermektedir. eNOS birincil olarak endotelyal hiicrelerde eksprese edilmektedir. Ayrica
kardiyomiyosit, trombosit, insan plasentas1 ve bdbrek epitel hiicrelerinde de iiretildigi
gosterilmistir. nNOS; merkezi ve periferik sinir sistemi hiicrelerinin yani sira gesitli
organlarin epitel hiicrelerinde, pankreas adacik hiicrelerinde ve vaskiiler diiz kaslarda eksprese
edilmektedir. iNOS baslangicta sadece makrofajlarda tanimlanmistir ancak farkli inflamatuvar
ajanlarin etkisiyle herhangi bir hiicre tipinde de iNOS ekspresyonunun indiiklenebilecegi

gosterilmistir (Doulias ve Tenopoulou, 2020).

2.3.2. Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1)

VCAM-1, immiinoglobulin siiper ailesine ait bir proteindir, monosit ve T lenfosit
hiicrelerinin vaskiiler ylizeye yapismasina aracilik etmektedir (Osborn ve ark., 1989). Koroner
arter hastalig1 olanlarda VCAM-1 diizeylerinin belirgin sekilde arttig1 gosterilmistir (Semaan
ve ark., 2000). TIDM’lilerde sVCAM-1 (soluble VCAM-1)’deki artis retinopati, albliiminiiri
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ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artirmaktadir (Soedamah-Muthu ve ark., 2006). VCAM-
I’in kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda ve gelisimini tahmin etmede bir biyobelirte¢

olabilecegi ileri siiriilmektedir (Troncoso ve ark., 2021).

2.3.3. Endotel disfonksiyon

Endotel disfonksiyon, NO duyarliliginda ve iiretiminde bozulmalarla birlikte goriilen
endotelin vaskiiler homeostazi uygun sekilde siirdiirme yeteneginin bozulmasidir. (Cyr ve
ark., 2020; Widlansky ve ark., 2003). Endotel, homeostatik kosullar altinda normal vaskiiler
tonusun saglanmasi i¢in gerekli maddeleri salgilamakta ve kanin akigkanligin1 korumaktadir.
Ancak kardiyovaskiiler risk faktorlerinin varligi, vazodilatér ve antitrombotik faktorleri
azaltirken vazokonstriktor ve protrombotik faktorlerde artisa neden olarak kronik bir
enflamatuvar siireci baslatmaktadir. Sigara, yaslanma, obezite, hiperkolesterolemi,
hipertansiyon, hiperglisemi ve ailede erken aterosklerotik hastalik dykiisii gibi risk faktorleri
hem yetiskinlerde hem de ¢ocuklarda endotel bagimli vazodilatasyonun zayiflamasi ve kaybi

ile iliskilendirilmektedir (Widlansky ve ark., 2003).

Endotel disfonksiyon, aterom plaklarinin olusumunun baglamasina ve ilerlemesine
neden olur, ateroskleroz patogenezinde goriilen erken olaylardandir. Ayrica hipertansiyon,
koroner arter hastaligi, kronik kalp yetmezligi, periferik arter hastaligi, diyabet ve kronik
bobrek yetmezligi dahil olmak iizere bircok kardiyovaskiiler hastaligin patofizyolojisinde rol

oynamaktadir (Endemann ve Schiffrin, 2004).

2.3.4. Diyabet ve endotel disfonksiyon iliskisi

Diyabette goriilen kronik hiperglisemi, dislipidemi ve insiilin direnci gibi metabolik
bozukluklar, endotel disfonksiyona neden olarak vaskiiler yapi islevlerinde bozulmalara yol
acmaktadir. DM’nin neden oldugu oksidatif stres, protein kinaz C aktivasyonu ve ileri
glikasyon son iiriin reseptdrlerinin aktivasyonu gibi durumlar endotel fonksiyonu bozar,
vazokonstriksiyonu ve inflamasyonu arttirir, tromboz olugumunu kolaylastirir (Beckman ve
ark., 2002; Nesto, 2004). DM’de, endotel aracili (nitrik oksit aracili) vazodilatasyonun
bozulmas1 sonucu aterom plaklart olusmaktadir (Endemann ve Schiffrin, 2004; Giugliano ve

ark., 1997).

DM sonucu gelisen aterogenez siirecinde etkili olan olaylar Sekil 2.1°de gdsterilmistir.
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Diabetes Mellitus
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Insiilin direnci Hiperglisemi Serbest yag asitleri
Oksidatif Stres

Protein kinaz C aktivasyonu

Ileri glikasyon son iiriinii reseptorlerinin aktivasyonu

L 4

ENDOTEL
| Nitrik oksit
o . | Nitrik oksit 1 Doku faktorii
| Nitrik OkSIt 1 NF- kB aktivasyonu 1 Plazminojen aktivator
1 Enc.l.otelmﬂ 1 Anjiyotensin IT inhitor-1
1 Anjiyotensin II 1 Aktivatdr protein-1’in aktivasyonu | Prostasiklin
Vazokonstriksiyon Inflamasyon Tromboz
Kan basincinda artma Kemokinlerin salgilanmasi Hiperkoagiilasyon
Vaskiiler diiz kas hiicre Sitokinlerin salgilanmasi Platelet aktivasyonu
biiyiimesi Hiicresel adezyon molekiillerinin Fibrinolizde azalma
ekspresyonu
Aterogenez

Sekil 2.1. Diyabette ger¢eklesen bozulmalar sonucu aterogenez gelisimi

(Beckman ve ark., 2002)

Diyabette endotel kaynakli NO’nun biyoyararlanimi azalmaktadir. Hiperglisemi,
endotel ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde eNOS aktivasyonunu bloke etmekte ve siiperoksit
anyonu (O?*) gibi reaktif oksijen tiirlerinin iretilmesini artirarak NO iiretimini inhibe
etmektedir (Doulias ve Tenopoulou, 2020). NO azalmasina ek olarak ET-1 ve Ang II
konsantrasyonlarinda artis olmaktadir. Bunun sonucunda kan basincinda artis, vaskiiler diiz

kas hiicresi biiyiimesinde ve hiicre gocilinde artis meydana gelir. NF-kB ve aktivator protein-
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I’in aktivasyonu ise 16kosit gogiinden sorumlu kemokinlerin salgilanmasina, inflamatuvar
sitokinlerin iiretiminde ve hiicresel adezyon molekiillerinin ekspresyonunda artigsa neden olur.
Doku faktorii ve plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1)’in liretiminde artigla birlikte NO
ve Pgly’de goriilen azalma protrombotik bir ortama zemin hazirlar. Biitiin bu olaylar sonugta

aterogenez olusumuna neden olur (Beckman ve ark., 2002).

2.4. Pankreas

Pankreas abdomende bulunan hem endokrin hem ekzokrin salg1 yapan bir organdir.
Pankreas, sindirime yardimc1 olan ekzokrin islevi ve kan sekerini diizenleyen endokrin islevi
olmak {tizere iki ana isleve sahiptir. Pankreasin %98-99 gibi biiyiik bir kism1 ekzokrin salgi
yapan asiner hiicreler (%80) ile bosaltim kanallarindan (%18) olusurken, yalmiz %1-2 gibi
kiigtik bir kism1 endokrin salg1 yapan Langerhans adaciklarindan olusur (Columbia University

Department of Surgery, 2023; Caglar ve ark., 2014).

Langerhans adaciklar1 pankreasin tamamina dagilmistir ancak bezin kuyruk kisminda
daha yogun bulunmaktadir, sayilar1 1-2 milyon kadardir. Pankreas, Langerhans
adaciklarindan salgiladigi iki hormonla kan glikoz seviyelerini kontrol etmektedir. Bunlardan
insiilin kan sekerini distiriir, glukagon ise kan sekerini yiikseltir (Columbia University

Department of Surgery, 2023).

Pankreasta beta hiicrelerinden insiilin, alfa hiicrelerinden glukagon, delta
hiicrelerinden somatostatin ve PP hiicrelerinden pankreatik polipeptid salgilanmaktadir.

(Caglar ve ark., 2014). Pankreastan salgilanan hormonlar ve islevleri Tablo 2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4. Pankreastan salgilanan hormonlar

Hiicre Tipi Salgilanan Hormon Islevi
Beta Hiicreleri Insiilin Kan sekerini diisiiriir
Alfa Hiicreleri Glukagon Kan sekerini yiikseltir
Delta Hiicreleri Somastotin Insiilin ve glukagon salintminin inhibisyonu
PP Hiicreleri Pankreatik polipeptit Istah iizerinde rol oynar

(Kayaalp, 2012)
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2.4.1. Insiilin

Insiilin 51 amino asitten olusan peptit yapida bir hormondur. Pankreasin endokrin
kism1 olan Langerhans adaciklarinin B hiicreleri tarafindan tretilmekte ve salgilanmaktadir.
Insiilin genelde anabolik bir hormondur. Glikoz, yag, protein ve niikleik asitlerin sentezine
ve/veya depolanmasina yonelik metabolik olaylarda etkilidir. Membrandaki insiilin
reseptorlerini aktive ederek bircok endojen maddenin hiicre membraninda taginmasini

diizenlemektedir.

Insiilin reseptorii (IR), o ve B zincirlerinden olusur ve insiilinin yani sira insiilin
benzeri bliylime faktorii I ve II tarafindan da aktive edilmektedir. IR’nin A ve B olmak {izere
iki izoformu vardir, ancak B izoformu insiilin i¢in daha spesifiktir. B izoformu karaciger, kas
ve yag dokusunda eksprese edilir, bu nedenle insiilinin ¢cogu metabolik etkisine aracilik ettigi
diisiiniilmektedir. Insiilin dogrudan ya da dolayli olarak biitiin organlarin ¢aligmasin etkiler.
Farmakolojik yar1 omriiniin 5 ila 8 dakika arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Bagsta
karaciger ve bobrekler olmak iizere diger bazi dokularda bulunan insiilinaz enzimi ile
yikilmaktadir (Kayaalp, 2012; Park ve ark., 2021). Insiilinin temel metabolik olaylar {izerine

olan etkileri Tablo 2.5’te verilmistir.

Tablo 2.5. insiilinin temel metabolik olaylar iizerine etkileri

Metabolizma Metabolik olay Etkisi

Glikojenez Artirir

Glikoz oksidasyonu Artirir

Glikoz metabolizmasi Glukoneojenez Azaltir

Glukojenoliz Azaltir

Ketojenez Azaltir

Lipoli Azalt

Yag metabolizmasi . lp.o IZ 7t

Lipojenez Artirir

Protein sentezi Artirir

. . Glukoneojenez Azaltir
Protein metabolizmasi .

Proteoliz Azaltir

Ureojenez Azaltir

Diger maddelerin ATP olusumu Artirir

metabolizmas: DNA ve RNA olusumu Artirir

(Kayaalp, 2012)
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2.4.2. Pankreastan insiilin salgilanmasi

Insiilin, plazma glikoz diizeyindeki artisa yanit olarak pankreas P hiicreleri tarafindan
salgilanir. Pankreas B hiicre membraninda glikoreseptorler ve glikozun membranin dig
yliziinden i¢ yiizline taginmasini saglayan glikoz transportorii-2 (GLUT-2) bulunmaktadir.
GLUT-2 araciligiyla B hiicresine giren glikoz, glukokinaz tarafindan glikoz-6-fosfata fosforile
edilmekte ve mitokondride adenosin trifosfat (ATP) iliretimine yol agmaktadir. B hiicresinde
ATP konsantrasyonun artmast membrandaki Karp kanallarinin kapanmasi ile membranin
depolarize olmasi, voltaj bagimli Ca*™ kanallarinin agilmasi ve Ca*™’nin hiicre igine girisi ile
sonuglanan olaylar zincirini tetiklemektedir. Glikoreseptorler, kalsiyum kanallarini agar ve
hiicre igine giren Ca?" aracihigi ile glikoza bagli hizli insiilin saliverilmesini baglatirlar

(Kayaalp, 2012; Park ve ark., 2021).

Pankreas P hiicresinden insiilin saliverilmesi Sekil 2.2°de gdsterilmistir.

Sekil 2.2. Pankreas 3 hiicresinden insiilin salinimi

SUR: siilfoniliire reseptorii, Kate: ATP ile regiile edilen K™ kanali (Rorsman ve ark., 2000)

Pankreas [ hiicresinde glikozun indiikledigi insiilin salinimi bifaziktir. Birinci faz
insiilin sekresyonu, sitozolik Ca?" diizeylerinin artmasiyla indiiklenir ve biiyiik olgiide hiicre
icindeki insiilin graniillerinin ekzositozu ile gerceklesmektedir. Birinci faz kisa siirer ve
saliverilme hizi bunun ardindan azalir. Daha sonra saliverilme hizinda uzun siireli bir

yiikselmenin meydana geldigi ikinci faz insiilin sekresyonu gerceklesir. Ikinci faz insiilin
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sekresyonu yavastir, sitozolik Ca*, ATP ve siklik adenosin monofosfat iiretimi ve daha sonra
salgilanacak insiilin gereksinimi ile aktive olmaktadir. Birinci fazda, sadece depolanmig
insiilin salinirken ikinci fazda hem depolanmis olan insiilin hem de yeni sentezlenen insiilin
salinmaktadir (Kayaalp, 2012; Park ve ark., 2021). Glikoza bagl insiilin salgilanmasinin iki
fazli profili Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Sekil 2.3. Glikoza bagli insiilin sekresyonunun iki fazli profili

(Rorsman ve ark., 2000)

2.5. Silybum marianum

Silybum marianum, “milk thisle, deve dikeni” olarak da bilinen kullanimi 2000 yil
oncesine dayanan tibbi bir bitkidir. Botanik ismi Silybum marianum (L.) Gaertn. olup
Asteriaceae familyasina aittir (Post-White ve ark., 2007). Mor renkli tek ve biiylik bir ¢icegi
vardir, dik bir gévde tizerinde boyu 70-150 cm’ye ulasabilir, yapraklarinin kenarlar1 boyunca

dikenleri vardir. Bitkinin tedavide kullanilan kismi olgunlagsmis tohumlaridir (Marty, 1999).

Silybum marianum bitkisine ait fotograf Sekil 2.4’te gdsterilmistir.
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Sekil 2.4. Silybum marianum (deve dikeni) bitkisi

S. marianum’un temel aktif bilesenlerinden olan silimarin, flavanolignan yapisindaki
dort temel izomerden olusmaktadir; silibinin, isosilibinin, silikristin, silidianin (Post-White ve
ark., 2007). Silimarin, enterohepatik siklusa katilmaktadir, bunun sonucunda karaciger
hiicrelerinde serumdan daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Silimarin, mantardaki
toksinlerin hepatositlere baglanmasin1 ve toksinlerin enterohepatik dolasima gegmesini
engeller, boylece zehirlenme durumunda karaciger iizerinde koruyucu etki gosterir (Rainone,

2005).

2.5.1. Silibinin (Silibin)

Halk arasinda basta hepatoprotektif olarak kullanilmaktadir, son yillarda baska
amaclar i¢in kullanim1 da arastirilmaktadir. Hipoglisemik, nefroprotektif, antioksidan,
noroprotektif, antikanser, antipsoriyatik ve antidsteoporotik etkilerini inceleyen ¢aligmalar
mevcuttur (Bahmani ve ark., 2015; Binienda ve ark., 2019; Liu ve ark., 2020; Rainone, 2005).

Silibinin’in kimyasal yapis1 Sekil 2.5’te gdsterilmistir.

Sekil 2.5. Silibinin kimyasal yapisi
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2.5.2. Silibinin’in farmakolojik etkileri
Silibinin kan glikoz diizeyi iizerine etkileri

Yiiksek yagl diyetle obezite modeli olusturulmus sicanlara 4 hafta 30 mg/kg/giin per
os (p.o.) silibinin tedavisi 3. ve 4. haftalarda kan glikozunu kontrole gore anlamli olarak
diisiirmiistiir (Feng ve ark., 2021). Wang ve arkadaslari, deneysel T2DM olusturduklari
siganlara 12 hafta boyunca 50 ve 100 mg/kg/giin (p.o.) silibinin uygulamis, 100 mg/kg dozda
silibinin uygulanan si¢anlarin kan glikoz diizeylerinin 5. haftadan itibaren anlamli olarak

azaldigini bildirmislerdir (Wang ve ark., 2017).

Silibinin’in mantar zehirlenmelerinde kullanimi

Amanita phalloides, 6liimciil mantar zehirlenme vakalarina neden olan diinyadaki en
zehirli mantarlardan biridir (Garcia ve ark., 2015). 4. phalloides, A.verna, A. virosa gibi
mantar tiirleri i¢erdikleri amatoksin, fallotoksin, virotoksin gibi toksinler sebebiyle oldukc¢a
zehirlidir. Bir amanita sapkas1 yaklasik 10-15 mg amatoksin i¢erdiginden tek bir mantar bile
oliime neden olabilir. Tedavi edilmedigi takdirde zehirlenme sonrasi 3-5 giin icerisinde agir
karaciger ve bobrek yetmezligi, ¢oklu organ yetmezligi, koma ve oliime sebep olur (SB,
RSHMB, Hifzissihha Mektebi Miidiirliigli, 2007). Silibinin, amatoksin zehirlenmelerinde
sagkalimi artirmaktadir. Bu etkinin silibinin’in antioksidan aktivitesine bagli oldugu
diistiniilmektedir (Garcia ve ark., 2015). T.C. Saglik Bakanligi Birinci Basamaga Yonelik
Zehirlenmeler Tan1 Ve Tedavi Rehberleri’'nde silibinin’in, amatoksin igeren mantar
zehirlenmesinde, yilikleme dozu olarak 5 mg/kg ven icine 1 saatte verildikten sonra 20 mg/
kg/glin hizda infiizyonla karaciger islev testleri normale doniinceye kadar uygulanmasi
gerektigi belirtilmistir (SB, RSHMB, Hifzissihha Mektebi Miidiirliigii, 2007). Silibinin ayrica
Ulusal Zehir Danigma Merkezi Antidot Listesi’nde de mantar zehirlenmelerinde antidot

olarak belirtilmistir (Ozcan ve Ikinciogullari, 2009).

Silibinin’in hepatoprotektif etkileri

S. marianum, M.O. 4. yiizyildan bu yana kronik karaciger hastaliklarinda
hepatoprotektif Ozellikleri nedeniyle kullanilmaktadir. Non-alkolik steatohepatit (NASH),
obezite ve diyabet ile iliskili bir karaciger hastaligidir. Silibinin’in NASH iizerine etkilerinin
arastirildig1 bir calismada siganlar 3 gruba ayrilmistir. Kontrol grubu standart sivi diyetle 12
hafta boyunca beslenmistir. Diger gruplara 12 hafta boyunca yiiksek yagl sivi diyet verilerek
deneysel NASH modeli olusturulmustur. Gruplardan birine son 5 hafta es zamanli olarak

silibinin olarak 200 mg/kg silibinin’e esdeger silibinin-fosfatidilkolin kompleksi verilmistir.
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Silibinin ile tedavi edilen grupta, karaciger yaglanmasi ve inflamasyonda iyilesme gézlenmis
ayrica silibinin’in  NASH’nin neden oldugu lipid peroksidasyonunu, plazma insiilin
seviyelerini ve TNF-a’y1 azalttigin1 gozlemlemislerdir. Arastirmacilar silibinin’in, NASH nin
neden oldugu karaciger hasarina kars1 etkili antioksidan, hipoinsiilinemik ve hepatoprotektif
ozelliklere sahip oldugunu ve tedavide umut verici terapétik Ozellikler gosterdigini

belirtmislerdir (Haddad ve ark., 2011).

Diger bir arastirmada 8 haftalik farelerde ConA (Convacalin-A) ya da GalN (D-
galaktozamin) ile kombine rekombinant murin (rmu) TNF (timor nekrozis faktor) ile
indiiklenerek karaciger hasar1 olusturulmustur. ConA veya GalN/rmuTNF uygulamasindan
bir saat Once farelere silibinin verilmistir. Silibinin, ConA’nin neden oldugu karaciger
hastaligin1 6nemli Sl¢iide inhibe etmistir. Ancak GalN/rmuTNF’nin neden oldugu karaciger
hasarma kars1 koruyucu etkisi gdzlenmemistir. Arastirmacilar silibinin’in, intrahepatik
immiinosupresyonun gerekli oldugu terapotik durumlarda degerli bir ilag olabilecegini

belirtmislerdir (Schiimann ve ark., 2003).

Silibinin’in santral sinir sistemi iizerine etkileri

Silibinin’in noroprotektif etkileri oldugu ileri siiriilmektedir. Yapilan bir arastirmada
intraserebroventrikiiler streptozotosin ile hafiza hasar1 olusturulmus, nissl cisimlerinin sayisi
azalmig ve hipokampal noronal hiicrelerin morfolojik yapist bozulmustur. Arastirmacilar
silibinin’in bu hasar1 azalttigini, néronlarin apoptozunu belirgin sekilde inhibe ettigini ve

insiilin sinyal iletim yolunu up-regiile ettigini rapor etmislerdir (Liu ve ark., 2020)

Amiloid B kaynakli biligsel islev bozukluklarinda oksidatif stresin rol oynadigi
diistiniilmektedir. 2009 yilinda Japonya’da yapilan bir ¢alismada arastirmacilar silibinin’in
antioksidan Ozelliklere sahip olusundan yola c¢ikarak amiloid [ kaynakli norotoksisiteyi
tyilestirip iyilestirmedigi arastirmislardir. Fareler iizerinde yaptiklar1 ¢alismada silibinin’in,
AP2s3s5’in neden oldugu oksidatif stresin bellek bozuklugu ve oksidatif stres birikimi
tizerindeki etkisini incelemislerdir. Farelere intraserebroventrikiiler AP2s.3s uygulanmig
sonrasinda gruplara silibinin (2, 20 ve 200 mg/kg, giinde bir kez, p.o.) verilmistir. Y-labirent
testi ve obje tanima testleri ile biligsel fonksiyonlar iizerine etkiler degerlendirilmistir.
Silibinin’in, AP2s.35’in neden oldugu bellek bozuklugunu onledigi, hipokampusta Af2s.3s ile
indiiklenen lipid peroksidasyonu (malondialdehit) ve antioksidan (glutatyon) tiikenmesini
hafiflettigi goriilmiistlir. Aragtirmacilar silibinin’in Alzheimer hastalig1 i¢in potansiyel bir

terapotik ajan olabilecegini belirtmislerdir (Lu ve ark., 2009).
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Silibinin’in kanser iizerine etkileri

Silibinin meme kanseri tedavisinde, karboplatin, sisplatin ve doksorubisin gibi
kemoterapotik ilaglarla kombine edildiginde, kanser hiicrelerine karsi sinerjistik etki
gosterdigi bulunmustur. Arastirmacilar bunun 6zellikle agresif meme kanseri tiplerinin

tedavisinde umut verici bir gelisme olabilecegini belirtmislerdir (Binienda ve ark., 2019)

Silibinin’in yara iyilesmesi iizerine etkileri

Silibinin’in yara iyilesmesi lizerine etkisini incelemek i¢in farelerde insizyon ve
eksizyon yara modelleri olusturulmustur. Hayvanlar ¢6ziicii jeli igeren baz jel, %0,2 silibinin
jel ve ile glimiis igeren standart jel olarak 3 gruba ayrilmistir. %0,2 silibinin hidrojeli 8 giin
boyunca uygulanmis, yaranin durumunu c¢esitli parametrelerle Olgiilmiistiir. Arastirmacilar
silibinin hidrojeli ile tedavi edilen grupta yara iyilesmesinin kontrole gore anlamli olarak

arttigini bildirmislerdir (Samanta ve ark., 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismast Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Uygulama ve Aragtirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 21/04/2020 tarih
ve 2020-027 karar numarali izniyle gerceklestirilmistir. Necmettin Erbakan Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri (BAP) Koordinatorliigii tarafindan 201418008 proje numarast ile

desteklenmistir.

Izole organ banyosu deneyleri Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Tibbi Farmakoloji Laboratuvari’nda yapilmistir. Immiinohistokimyasal analizler Necmettin
Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. Insiilin, HbAi. ve gqRT-PCR ile gen ekspresyon analizleri icin ise dis

laboratuvarlardan hizmet alinmistir.

3.1. Deney Hayvanlan
Calismada kullanilan siganlar Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel
Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilmis ve deney gruplarina uygulanan

prosediirler bu merkezde yapilmistir.

Calismada 48 adet 4 aylik Wistar albino cinsi erkek sican kullanilmistir. Siganlar 21 +
2° C sicaklikta, %50 nem ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiiniin saglandig1 odalarda, tabani
odun talas1 ile kaplanmis polikarbonat kafeslerde ve her kafeste en fazla 4 hayvan olacak
sekilde tutulmustur. Siganlara standart sigan pellet yemi ve ¢esme suyu ad [libitum olarak

verilmistir.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneye baslanmadan once siganlar rastgele sekilde dagitilarak 6 gruba ayrilmistir. Her
grupta 8 sigan olacak sekilde, deney sirasinda STZ kaynakli komplikasyonlar nedeniyle dlen
sicanlarin  yerine yeni siganlar dahil edilerek sayilar1i her grupta 8 olacak sekilde
sabitlenmistir. Deneysel prosediirlere baslanmadan 6nce hayvanlarin kafeslerine adaptasyonu
icin bir hafta beklenmistir. Ayrica tiim siganlara bireysel kuyruk isaretlemesi yapilmistir. Bu
sekilde agirlik ve kan glikozu 6l¢limleri her sigan icin ayri olarak kaydedilmistir. Gruplarin
dagilimi su sekildedir:

1. Saghkh Kontrol Grubu (SK, n = 8) : 8 hafta boyunca her giin 1 ml %0,09’luk

NaCl ¢ozeltisi intraperitoneal (i.p) olarak verilmistir.
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2. 30 mg/kg Silibinin (SLB30, n = 8) : Saglikli sicanlara 8 hafta boyunca her giin 30
mg/kg silibinin %0,09’luk NaCl ¢dozeltisi i¢inde siispansiyon olarak i.p. yolla
verilmigtir.

3. 60 mg/kg Silibinin (SLB60, n = 8) : Saglikli sicanlara 8 hafta boyunca her giin 60
mg/kg silibinin %0,09’luk NaCl ¢ozeltisi i¢inde siispansiyon olarak i.p. yolla
verilmigtir.

4. Diyabet Kontrol Grubu (DMK, n = 8) : 50 mg/kg STZ enjeksiyonundan 3 giin
sonra baslanarak 8 hafta boyunca her giin 1 ml %0,09’luk NaCl ¢ozeltisi i.p. olarak
verilmigtir.

5. Diyabet + 30 mg/kg Silibinin (DM+SLB30, n = 8) : 50 mgkg STZ
enjeksiyonundan 3 giin sonra baglanarak deney bitimine kadar her giin 30 mg/kg
silibinin %0,09’luk NaCl ¢ozeltisi i¢inde siispansiyon olarak i.p. yolla verilmistir.

6. Diyabet + 60 mg/kg Silibinin (DM+SLB60, n = 8) : 50 mgkg STZ
enjeksiyonundan 3 giin sonra baglanarak deney bitimine kadar her giin 60 mg/kg
silibinin %0,09’luk NaCl ¢ozeltisi i¢inde siispansiyon olarak i.p yolla verilmistir.

Gruplandirmanin 6zeti Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan si¢anlarin gruplandiriimasi

Gruplar Gruptaki Sigan Sayisi
SK (Saglikli kontrol) 8
SLB30 (30 mg/kg silibinin) 8
SLB60 (60 mg/kg silibinin) 8
DMK (Diyabet kontrol) 8
DM+SLB30 (Diyabet + 30 mg/kg silibinin) 8
DM+SLB60 (Diyabet + 60 mg/kg silibinin) 8

Toplam 48

3.3. Deneysel Diyabet Olusturulmasi
Sicanlarda deneysel DM olusturmak i¢in STZ (Sigma-Aldrich, ABD) kullanilmistir.
DM olusturulacak gruplar i¢in 50 mg/kg STZ, taze hazirlanmig 0,1 M (pH = 4,5) sodyum
sitrat tamponunda ¢oziilerek i.p. olarak bir kez uygulanmustir.
Sodyum sitrat tamponu hazirlanirken 49.5 ml 9%0,09’luk NaCl i¢inde 147 mg
trisodyum sitrat (Sigma-Aldrich, ABD) ¢ozlilmiistiir. 1M 0,5 ml sitrik asit (Sigma-Aldrich,
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ABD) c¢ozeltisi ile pH 4,5’a ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH kontrolii pH metre
kullanilarak yapilmistir. Her hayvan i¢in kg basina 50 mg STZ hassas terazide tartilmistir.
STZ’nin stabil olmayan yapis1 nedeniyle tartim esnasindaki beklemelerde dahi buz akdisii
icinde tutulmustur. STZ sodyum sitrat tamponunda c¢oziilmiistiir ve ¢oziildiikten sonra
maksimum 5 dakika igerisinde enjeksiyon gergeklestirilmistir.

Diyabet olusturulmayacak gruplara da ayni hacimde sodyum sitrat enjeksiyonu
yapilmistir. STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra tiim sicanlarin kan glikoz diizeyleri
glikometre ile Sl¢tiliip 250 mg/dL iizeri bulunan hayvanlar diyabetli sayilmistir (Demirtas
Sahin ve ark., 2019; Lee ve ark., 2019).

Diyabet olusturulan gruplardaki hayvanlarin kafes altindaki talaslari poliiiri nedeniyle

her giin degistirilmistir.

3.4. Silibinin Uygulanmasi

Tablo 3.1.’de belirtilen 4 gruba 8§ hafta boyunca belirtilen dozlarda silibinin (S0417,
Sigma-Aldrich, ABD) uygulamas1 yapilmistir. Silibinin %0,09°luk NaCl ¢ozeltisi i¢inde, i.p
sekilde, slispansiyon halinde uygulanmistir. Silibinin toz halinde -20 °C’ de saklanmis ve her
giin uygulamadan hemen once taze olarak hazirlanmigtir. Silibinin uygulamasi her giin ayni

saatlerde (10:00- 12:00) ve ayni kisi tarafindan yapilmistir.

3.5. Canh Agirhk Olgiimii

Sicanlarin canli agirliklart 1 haftalik adaptasyon siirecinin sonunda ve g¢aligmanin
sonuna kadar her iki haftada bir olmak iizere giinlin ayni saatlerinde (10:00-12:00) 1 g
hassasiyetteki terazi kullanilarak oOlgiilmiistiir. Deney baslangicinda siganlarin igaretlenmis

olan kuyruklar sayesinde her si¢can i¢in diizenli 6l¢iim sonuglar1 kaydedilmistir.

3.6. Kan Glikoz Diizeylerinin Olciilmesi

Kan glikoz diizeyi 6l¢iimleri deney baglangicindan itibaren deney sonuna kadar her iki
haftada bir olacak sekilde yapilmistir. Glikoz 6l¢limleri i¢in kuyruk venine insiilin ignesi ile
punksiyon yapilip, alinan bir damla kanda Lifechek (TD-4287) markali glikometre ile kan
glikoz konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Lifechek markali bu glikometrenin dl¢tim aralig1 20-
600 mg/dL olup, 600 mg/dL’den biiyiik olan dl¢timler “high, (HI)” olarak gdsterilmektedir.
Olgiimler sirasinda HI olarak okunan degerler 600 mg/dL olarak kabul edilmistir. Tiim kan
glikoz diizeyi Ol¢iimleri, standardizasyonu saglamak igin sabah 10:00-12:00 arasinda

yapilmustir.
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3.7. Deneyin Sonlandirilmasi ve Orneklerin Toplanmasi

Tiim gruplar sekiz hafta sliren deney prosediirlerinin ardindan intramiiskiiler (i.m.) 80
mg/kg ketamin (Doga Ilag, Tiirkiye), 10 mg/kg ksilazin (Doga llag, Tiirkiye) enjeksiyonu ile
anestezi altina alinmistir. Anestezi derinligi parmak kistirma metodu ile yapilmis ve 15
dakikada bir tekrarlanmistir. Anestezi altindaki sicanlar kalpten 8-10 ml intrakardiyak kan
alimu ile sakrifiye edilmistir.

Almman kan oOrnekleri HbAic ve insiilin diizeylerini Olgecek olan merkeze
gonderilmeden once +4 °C’de saklanmistir. Daha sonra gdgiis bolgesi orta hattan agilarak
arkus aortadan baslamak iizere torasik aorta disseke edilmistir. Her sigandan alinan torasik
aorta dokular1 izole organ banyosu ve qRT-PCR analizlerinde kullanilmak tizere iki boliime
ayrimstir.

Torasik aortadan elde edilen damar halkalar1 hizlica Krebs-Henseleit ¢ozeltisi igine
alinmis ve in vitro organ banyosunda izometrik dl¢ilimler ayn1 giin i¢inde yapilmis ve sonuglar
kaydedilmistir.

gRT-PCR analizleri i¢in gerekli sigan aortast disseke edilip plastik tiiplere konulmus
ve sivi azot tankina atilarak hizli bir sekilde dondurulmustur. Olgiimlerin gonderilecegi
laboratuvara transfer edilinceye kadar -80 °C’de saklanmuigtir.

Sicanlardan pankreas dokular1 disseke edilmistir. Disseke edilen pankreaslar serum
fizyolojik ile yikanip ve %10 formalin tamponu i¢inde fikse edilmistir. Fikse edilen
pankreaslar immiinohistokimyasal analizler i¢in Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip

Fakiiltesi T1ibbi Patoloji Laboratuvari’na gonderilmistir.

3.8. Insiilin ve HbAc Degerlerinin Olciimii

Deney sonunda siganlar anestezi altindayken alinan kardiyak kan ile insiilin seviyeleri
ELISA kiti (Bioaasay Technology Laboratory, China) kullanilarak, HbAi. seviyeleri ise
HPLC kullanilarak ol¢iilmiistiir. Olgiimler hizmet alimi yoluyla dis laboratuvarda
gerceklestirilmistir.

3.9. immiinohistokimyasal Analizler

Dokular %10°luk formalin soliisyonu igerisinde tespit edilmistir. Tespit islemi sonrasi
tiim dokular kodlanarak plastik kasetlere almmis ve Sakura Tissue-Tek VIP6AI (Japonya)
doku takip cihazinda alinmistir. Bu islem tamamlandiktan sonra dokular parafin bloklara
gomiiliip, bu bloklardan mikrotom yardimiyla Spm kalinliginda kesitler lamlara konulmustur.

Bu kesitler Insulin (DAKO, Poliklonal Guinea Pig Anti-Insulin, Code IR002)
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immunhistokimya boyamasi uygulamak iizere otomatik immunhistokimya boyama cihazina
(DAKO Omnis-Danimarka) alinmigtir. Tetkik tamamlandiktan sonra preparatlar Olympus

BX53 (Japonya) 151k mikroskopunda degerlendirilmistir.

Dokularin 151k mikroskopunda boyanma siddeti ve boyanma yayginligina gore
arastirilmistir. Langerhans adaciklari boyama siddetine gore 0 (negatif), + (zayif), ++, (orta)
ve +++ (gliglii) immiin reaksiyon olarak, boyama yayginligina gore ise 0 (yok), fokal (bir
glomeriiler yumagin %50 sinden az1) ve difiiz (bir glomeriiler yumagin %50 si ve fazlasinda
boyanma olmasi) olarak degerlendirilmistir. Bu analizler Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji

Laboratuvari’nda ger¢eklestirilmistir.

3.10. eNOS ve VCAM-1 Gen Ekspresyonlarinin qRT-PCR ile Analizi
Sicanlardan alinan torasik aort dokularinda eNOS ve VCAM-1 gen ekspresyonlari
qRT-PCR ile asagidaki prosediirler izlenerek incelenmistir. Bu analiz dis laboratuvarda

hizmet alimi ile gerceklestirilmigtir.

Izole edilen arterlerden alman 25-50 mg’lik &rnekler bistiiri yardimyla kiigiik
parcalara ayrilmistir. Fiziksel olarak parcalanan 6rneklere 1 ml ekstraktor eklenip 10 dakika
bekletilmis ve orneklerin tamamen parg¢alanmasi saglanmistir. Daha sonra 0,2 ml kloroform
ilave edilip vorteklenmis ve 12 000 g ile 10 dakika santrifiij edilmistir. Ayrilan siipernatant,
RNAaz igermeyen santrifiij tlipline aktarilmis ve etanol eklenerek karistirilmistir. Yapilan seri
santrifiijler ile saf RNA eldesi amaclanmistir. Elde edilen RNA’larin kalite kontrolii ve
konsantrasyonlar1 spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. A260:A280 orani saf RNA ile

uyumlu olan 6rnekler ¢alismada kullanilmistir.

cDNA analizi i¢in ¢oziinen ornekler kit (OneScript® Plus ¢cDNA Synthesis Kit,
katalog numaras1:G236, ABM, Kanada) uyarinca hazirlanan karisima esit yogunlukta 6rnek
icerecek sekilde normalize edilerek ilave edilmistir. Hazirlanan karisgim termal cycler (Bio

Rad T100)’da kit talimatlarina uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilmistir.

Elde edilen cDNA, Master Mix (BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix, katalog numarast:
G891, ABM, Kanada) prosediiriinde tavsiye edilen oranda niikleaz free distile su ile dilue
edilerek qRT-PCR islemleri i¢in kullanilmistir. gqRT-PCR Master Mix, dilue edilmis cDNA
ve SYBR® Green boyasi ile Tablo 3.2.°de belirtilen primerler kullanilarak kitin protokoliine
uygun sekilde LightCycler® 96 (Roche) qRT-PCR cihazinda hedef genlerin ekspresyon

seviyeleri analiz edilmistir. PCR kosullar1 ve siklus sayis1 kullanilan kite uygun ayarlanarak
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reaksiyon gergeklestirilmistir. Caligmada belirlenen her bir grup i¢in veri analiz programlari
kullanilarak eNOS ve VCAM-1 genlerinin ekspresyon diizeyleri GAPDH housekeeping geni
ile normalize edilerek belirlenmistir. Gen ekspresyon seviyeleri kontrol grubu baz alinarak,

2-A4Ct yontemi kullanilarak kat degisimi (fold-change) seklinde ifade edilmistir.

Tablo 3.2. gRT- PCR analizinde kullanilan primer dizileri

Genler Primer Dizileri

5'-ATGACTCTACCCACGGCAAG-3' forward

GAPDH 5_CTGGAAGATGGTGATGGGTT-3' reverse
s 5-GCGTCAGGATGGTGAAAGGG-3' forward
¢ 5'-TCGATCAAAAGGTGGGTCTCC-3' reverse
5-ACTGCACGGTCCCTAATGTG-3' forward

VCAM-1

5'-CAAGAGCTTTCCCGGTGTCT-3' reverse

Sekil 3.1. GAPDH’e ait erime egrisi

Sekil 3.2. VCAM-1"¢ ait erime egrisi
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Sekil 3.3. eNOS’a ait erime egrisi

3.11. 1Izole Organ Banyosu Deneyleri

Izole organ banyosu deneyleri Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Tibbi Farmakoloji Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. /n vitro organ banyosu deneyleri i¢in
siganlardan izole edilen torasik aortlar bekletmeden +4° C Krebs-Henseleit soliisyonu (KHS)
icine alimmustir. Sigan aortu endotel hasarina sebep olmayacak sekilde c¢evre dokulardan
temizlenmis ve 2-3 mm genisliginde halka seklinde preparatlar hazirlanmistir. Dokular
37°C’de Krebs-Henseleit soliisyonu igeren ve %95 02-%5 CO; karigimi ile stirekli
gazlandirilan 10 ml hacminde izole organ banyosu i¢ine alinarak 1 g istirahat gerilimi altinda
60 dakika siireyle dinlendirilmis ve bu siire boyunca dokular 15 dakika araliklarla KHS ile
yikanmistir. Dinlenme periyodunun bitiminde asagidaki prosediirler uygulanmis ve alinan
cevaplar bir transdiiser (BIOPAC MP36, California USA) yardimi ile izometrik olarak
(Commat, Ankara, TURKIYE) kaydedilmistir (Okudan ve ark., 2011; Sahin ve Bariskaner,
2007).

In vitro organ banyosu deneylerinde; aort halkalarmin 80 mM KCI (potasyum kloriir)
ile bazal kasilma cevaplari alinmistir. KCl kullanilmasiin sebebi reseptor etkilesimlerini
ekarte edebilmek i¢in voltaj kapili Ca' kanallari {izerinden etki etmesinden
kaynaklanmaktadir. KCI ile kasilma sonrasinda dokular 60 dakika boyunca dinlendirilmis ve
bu siire boyunca dokular 15 dakika araliklarla KHS ile yikanmistir. Dinlendirme siiresi
bitiminde banyoya 10> M fenilefrin (FE) ilave edilerek kasilma yanitlar1 alinmistir. FE ile
alman kasilma yamitlari plato fazina ulaginca banyoya kiimiilatif olarak (10°-10° M)
asetilkolin (ACh) ilave edilmistir. Daha sonra banyoya tek doz 10> M SNP ilave edilerek

endotelden bagimsiz gevseme yanitlar1 degerlendirilmistir. ACh ile aliman doz yanit
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egrilerinde Emax (% maksimum gevseme) ve pD2 (%50 oraninda gevseme olusturan

konsantrasyonun negatif logaritmasi) degerleri hesaplanmstir.

3.12. Verilerin Analizi

Elde edilen verilerin analizi SPSS paket programi ile yapilmistir. Her gruptan elde
edilen verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ve grafiksel yontemler ile
degerlendirilmistir. Tanimlayict istatistikte kategorik verilerde sayi(%), sayisal verilerde
aritmetik ortalama + standart sapma kullanilmistir. Kategorik verilerin analizinde ise ki-kare
testi, sayisal verilerin karsilastirmasinda iki grupta Student-t testi, 3 ve iizeri grupta One Way
ANOVA testi kullanilmistir. Tekrarli 6lgiimlerde grup etkisini degerlendirmek icin mixed
ANOVA testi kullanilmistir. p degeri <0,05 oldugunda aradaki fark istatiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismadaki toplam 6 gruba 8 hafta boyunca deney prosediirleri uygulanmistir. Deney

sirasinda yapilan analizlerden elde edilen veriler kaydedilmistir.

4.1. Canli Agirlik Olciimlerine Ait Bulgular
Canl1 agirlik dl¢timleri deney baslangicinda ve deney boyunca her iki haftada bir kez

yapilmis, kaydedilen veriler Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Haftalara gore canli agirhik degerleri (Ortalama + SS)

DM DM

Gruplar SK SLB30 SLB60 DMK +SLB30 +SLB60

Baslangic  392,14323  393,8+27,5  399,8422,1 386,2424,8 386,2429,2 396,5421,1

2.hafta  403,3+332 383,543 393,7424,6  323,6+17,8"°  317,1£26,7 339,3£18,6

4.hafta  416,8+38,3  389,6+27,8 399,2+17 316,7423.8"""  304,6+31,2 334,8+12,5

6. hafta 428+37,9 39434292  403,7+14,9  301,8+31,177°  315,1+30,9 324,8+16,7

8. hafta  439+37,13 414+34,1 416,5+13.9 282+31,8"" 309,2426,8 319+22,6

* SK grubuyla kiyaslandiginda ***p <0,001

DMK ve SK gruplar karsilagtirilmis; deneyin 2., 4., 6. ve 8. haftasinda yapilan agirlik
Olgtimlerinde, DMK grubunun agirligimin SK grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu

bulunmustur (p<0,001).

DMK, DM+SLB30 ve DM+SLB60 gruplar karsilastirilmis; yapilan tim ol¢timlerde

bu gruplar arasinda agirliklar agisindan anlamli bir fark bulunmamastir.

SK, SLB30 ve SLB60 gruplar1 arasinda yapilan tiim dlgiimlerde agirliklar acisindan

anlamli bir fark yoktur.
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4.2. Kan Glikoz Diizeyi Ol¢iimleri
Kan glikoz diizeyi Ol¢limleri deney baslangicinda, STZ uygulamasi sonrasinda ve
deney sonuna kadar her iki haftada bir kez yapilmis, kaydedilen veriler Tablo 4.2°de

verilmistir.

Tablo 4.2. Haftalara gore kan glikoz degerleri (Ortalama + SS)

DM DM
Gruplar SK SLB30 SLB60 DMK +SLB30 +SLB60
Baslangic 82,8463  832+7,7  85,5+6,7 77,649,5 80,5+10,9 73,146,9
STZ

sonras1 72. 78,1458  77.5+44  75,0+50  476+120,1""" 529,6+96,7°  572,7+56,6"
saatte

2. hafta 76,1+6,2  77,7+6,1  75,3+5,7 532,6+85,5""" 497,1+92,2 4124648+

4. hafta 76,8£6,9  77,1+57 74,657  583,5+402"  466,6+73,97  410,8+85,17""

6. hafta 79,843,1  76,1£3,6  73,7%6,6  559,6+49.4"" 428247897  4052+35,6""

8. hafta 76,8£7,9 74395  83,1+8,1  579,1+32,1""  431,62444""  367,1481,97F

* SK grubuyla kiyaslandiginda *** p<0,001

+ DMK grubuyla kiyaslandiginda © p<0,05 * p<0,001

DMK ve SK gruplant karsilastirilmig; STZ enjeksiyonu sonrast yapilan tiim
Olgtimlerde, DMK grubunun kan glikoz diizeylerinin SK grubuna anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (p<0,001).

DM+SLB30 grubunun kan glikoz diizeyleri, 4., 6., ve 8. haftada yapilan dl¢iimlerde,
DMK grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu gériilmiistiir (»<0,05). DM+SLB60 grubuna
ait kan glikoz diizeyleri ise 2., 4., 6., ve 8. haftada yapilan ol¢iimlerde DMK grubuna gore
anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05). DM+SLB30 ve DM+SLB60 gruplar1 arasinda kan

glikoz diizeyleri agisindan anlamli fark goriilmemistir.

SK, SLB30 ve SLB60 gruplarinin kan glikoz diizeyleri arasinda anlamli bir fark

bulunmamastir.
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4.3. Insiilin Bulgular

Deney bitiminde siganlardan alinan kanlardan ELISA ile odlgiilen insiilin degerleri

Tablo 4.3’te, sonuglar1 gosteren grafik ise Sekil 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.3. Kan insiilin degerleri (Ortalama + SS)

DM DM
Gruplar SK SLB30 SLB60 DMK +SLB30 +SLB60
insiilin EE T 4t ot
@IUm))  10:9405 10,8+0,5 10,6+0,5 6,1£0,4 8,4+0,6 8,6+0,7

* SK grubuyla kiyaslandiginda *** p<0,001

+ DMK grubuyla kiyaslandiginda * p<0,001
DMK grubunun insiilin diizeyleri SK grubuna goére anlamli olarak diisiik bulunmustur

(p<0,001).

Silibinin tedavisi alan DM+SLB30 ve DM+SLB60 grubunun insiilin diizeylerinin
DMK grubuna gore anlamli olarak arttig1 saptanmistir (p<0,001). DM+SLB30 ve

DM+SLB60 gruplari arasinda insiilin degerleri agisindan anlamli fark bulunmamastir.

SK, SLB30 ve SLB60 gruplarinin insiilin degerleri arasinda anlamli fark yoktur.

— 15
= = SK
51’ =1 SLB30
'=. 10- Em SLB60
IS m DMK
2 1 DM+SLB30
= 57 B8 DM+SLB60
c
c
<
0

Sekil 4.1. Gruplarin kan insiilin diizeyleri

* SK grubuyla kiyaslandiginda *** p<0,001

+ DMK grubuyla kiyaslandiginda ** p<0,001
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4.4. HbA 1. Bulgulan
Deney sonunda sicanlardan alinan kandan HbA . diizeyleri HPLC cihazi ile 6l¢iilmiis;

elde edilen degerler Tablo 4.4’te, sonuglar1 gosteren grafik Sekil 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.4. HbA . degerleri (Ortalama + SS)

DM DM
Grupl SK LB LB DMK

ruplar SLB30 SLB60 +SLB30 +SLB60
HbA 1. (%) 4,2+0,1 4,1%0,1 4,1+0,1 10,9+0,5""" 8,641,111 8,0+1,4

* SK grubuyla kiyaslandiginda *** p<0,001
+ DMK grubuyla kiyaslandiginda ** p<0,001

DMK grubunun HbA|. diizeyleri, SK grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (p<0,001).

Deneysel T1DM olusturulup silibinin tedavisi almis olan DM+SLB30 ve DM+SLB60
gruplarinin HbA . seviyeleri, DMK grubuna gére anlamli olarak daha diisiik bulunmustur
(»<0,001). DM+SLB30 ve DM+SLB60 gruplar1 arasinda HbA . degerleri agisindan anlaml

fark goriilmemistir.

SK, SLB30 ve SLB60 gruplarinin HbA . degerleri arasinda anlamli fark yoktur.

15

SK

SLB30
SLB60
DMK
DM+SLB30
DM+SLB60

HbA1, (%)
EORBOO

Sekil 4.2. HbAic (%) diizeyleri

* SK grubuyla kiyaslandiginda *** p<0,001

+ DMK grubuyla kiyaslandigida * p<0,001
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4.5. Immiinohistokimyasal Analiz Bulgular

Deney sonunda disseke edilen pankreas dokulart %10 formaldehit igerisinde fikse
edilmistir. Pankreas dokulari, sican insiilin antikoru ile boyanmis ve immunohistokimyasal
olarak incelenmigtir.  Boyanan Langerhans adaciklarindan almman goriintiiler boyama
yogunluguna gore 0 (negatif), + (zayif), ++, (orta) ve +++ (kuvvetli) immiin reaksiyon olarak
degerlendirilmistir. Adaciklar boyanma yayginligina gore ise 0 (yok), fokal (<%50) ve difiiz
(>%50) olarak degerlendirilmistir.

SK ve DMK gruplar1 karsilastirildiginda, DMK grubunun boyanma siddeti ve
yayginlig1 acisindan anlamli olarak daha diisiik skorlara sahip oldugu goriilmistiir (p<0,001).

DM+SLB30 ve DM+SLB60 gruplar1 boyanma siddeti ve yayginlig1 agisindan DMK
grubuna gore daha yliksek skorlara sahiptir (p<0,05). DM+SLB30 ve DM+SLB60 gruplari

arasinda ise anlamli bir fark bulunmamustir.

SK, SLB30 ve SLB60 gruplar1 arasinda boyanma yogunlugu ve yayginligi agisindan

fark bulunmamustir.

Pankreaslarin boyanma siddetine gore gruplar arasi dagilimi Tablo 4.5’te, boyanma

yayginligina gore gruplar arasi dagilimi Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.5. Pankreaslarin boyanma siddetine gore gruplar arasi dagilimi

DM DM
1 K LB LB DMK
Gruplar S SLB30 SLB60 +SLB30 +SLB60
Zavif %87,5 %25 %12,5
Y ) ) ) n=7 n=2 n=1
%12,5 %62,5 %62,5
Orta - - - _ _ -
n=1 n=>5 n=5
. %100 %100 %100 %12,5 %25
Kuvvetli -~ _ _ - _ _
n=8 n=8 n=8 n=1 n=2
Tablo 4.6. Pankreaslarin boyanma yayginligina gore gruplar aras: dagilimi
DM DM
Grupl SK SLB30 SLB60 DMK
rapar +SLB30 +SLB60
Fokal i %100 %50 %75
(<%50) ) ) n=8 n=4 n=2
Difiiz %100 %100 %100 %50 %75
(>%50) n=8 n=8 n=8 ) n=4 n=6
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Deney gruplarina ait mikroskop goriintiileri Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6,
Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.

Sekil 4.3. SK grubuna ait immiinohistokimyasal olarak insiilin boyanma ile +++ (kuvvetli) siddette ve diffiiz
(>2%50) yayginlik ile boyanma gosteren fotograf

Sekil 4.4. SLB30 grubuna ait immiinohistokimyasal olarak insiilin boyanma ile +++ (kuvvetli) siddette ve diffiiz
(>2%50) yayginlik ile boyanma gosteren fotograf
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Sekil 4.5. SLB60 grubuna ait immiinohistokimyasal olarak insiilin boyanma ile +++ (kuvvetli) siddette ve diffiiz
(>2%50) yayginlik ile boyanma gosteren fotograf

Sekil 4.6. DMK grubuna ait immiinohistokimyasal olarak insiilin boyanma ile + (zay1f) siddette ve fokal (<%50)
yayginlik ile boyanma gosteren fotograf
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Sekil 4.7. DM+SLB30 grubuna ait immiinohistokimyasal olarak insiilin boyanma ile ++ (orta) siddette ve diffiiz
(2%50) yayginlik ile boyanma gosteren fotograf

Sekil 4.8. DM+SLB60 grubuna ait immiinohistokimyasal olarak insiilin boyanma ile ++ (orta) siddette ve diffiiz
(>2%50) yayginlik ile boyanma gosteren fotograf
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4.6. eNOS ve VCAM-1 Gen Ekspresyonlarina Ait Bulgular
Sicanlardan disseke edilen torasik aort dokularinin VCAM-1 ve eNOS mRNA
seviyeleri qRT-PCR ile 6l¢iilmiistiir.

DMK grubunun eNOS gen ekspresyonlart SK grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulunmustur (p<0,01). Hem DM+SLB30 hem de DK+SLB60 grubunun eNOS gen
ekspresyon diizeyleri DMK grubuna kiyasla anlamli olarak daha yiiksektir (p<0,001).
DM+SLB30 ve DM+SLB60 gruplar arasinda ise anlamli bir fark goriilmemistir.

Sagliklt gruplardaki sicanlar karsilastirildiginda; SLB60 grubunun eNOS gen
ekspresyonlar1 SK grubuna goére anlamli olarak ytliksek bulunmustur (p<0,05). SK - SLB30 ve
SLB30 - SLB60 gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark yoktur.

Gruplarin eNOS kat degisimleri Sekil 4.9°da gosterilmistir.

eNOS Gen Ekspresyonlari
1.5

*

SK

SLB30
SLB60
DMK
DM+SLB30
DM+SLB60

Kat Degisimi
EONDOO0

Sekil 4.9. eNOS gen ekspresyonlarina ait kat degisimleri

* SK grubuyla kiyaslandiginda * p<0,05 ** p<0,01

+ DMK grubuyla kiyaslandigida ** p<0,001
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DMK grubunun VCAM-1 gen ekspresyonlar1, SK grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0,01). Hem DM+SLB30 hem de DM+SLB60 grubunun VCAM-1 gen
ekspresyon diizeyleri, DMK grubuna goére anlamli olarak diistiktiir (p<0,05). DM+SLB30 ve
DM+SLB60 gruplar karsilastirildiginda, iki grup arasinda anlamli fark bulunmamustir.

SK, SLB30 ve SLB60 gruplar1 arasinda VCAM-1 gen ekspresyon diizeyleri arasinda
fark yoktur.

Gruplarin VCAM-1 gen ekspresyon diizeylerine ait grafik Sekil 4.10°da verilmistir.

VCAM-1 Gen Ekspresyonlari

SK

SLB30
SLB60
DMK
DM+SLB30
DM+SLB60

*%

Kat Degisimi
EONDOO

Sekil 4.10. VCAM-1 gen ekspresyonlarina ait kat degisimleri
* SK grubuyla kiyaslandiginda ** p<0,01

+ DMK grubuyla kiyaslandiginda * p<0,05

4.7. izole Organ Banyosundan Elde Edilen Emax ve pD: Degerlerine Ait Bulgular
Caligmadaki diyabetli ve saglikli gruplarda FE ile alinan kasilma cevaplar1 ayni

dokudaki KCI kasilmalar ile karsilastirildiginda anlaml bir fark bulunmamustir. Banyoya 107

M FE ilavesi dokularda tekrarlanabilir nitelikte ve zamana bagl degisim gostermeyen kasilma

cevaplari olusturmustur.

Arastirma sonunda sakrifiye edilen siganlarin torasik aortlarma 10~ M FE uygulanarak
kasilma, 10° M - 10> M kiimiilatif ACh uygulanarak alinan maksimum gevseme yanitlari

(Emax) yanitlarina ait degerler Tablo 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.7. izole organ banyosundan elde edilen Emax degerleri (Ortalama + SS)

DM DM
Gruplar SK SLB30 SLB60 DMK +SLB30 +SLB60
Emac 87243385 84758224  89,57+4,11 5393351 73,5412,67°  7185:4,44"

* SK grubuyla kiyaslandiginda *** p<0,001

+ DMK grubuyla kiyaslandigida * p<0,001

DMK grubunun Emax degerleri, SK grubuna gdre anlamli olarak diisiiktiir (p<0,001).

T1IDM olusturulup silibinin tedavisi uygulanan DM+SLB30 ve DM-+SLB60
gruplarinin Enax degerleri, DMK grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001).
DM+SLB30 ve DM+SLB60 gruplar1 arasinda Emax degeri agisindan anlamli bir fark

gbzlenmemistir.
SK, SLB30 ve SLB60 gruplar karsilastirildiginda anlamli fark bulunmamagtir.

Gruplarin Enax degerlerini gosteren grafik Sekil 4.11°de verilmistir.

SK

SLB30
SLB60
DMK
DM+SLB30
DM+SLB60

80 +++  +++

EORNEOO

Sekil 4.11. izole organ banyosundan elde edilen Emax diizeyleri

* SK grubuyla kiyaslandiginda *** p<0,001

+ DMK grubuyla kiyaslandiginda ** p<0,001
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Izole organ banyosunda FE kasilmasina alinan ACh gevseme yanitlarma ait pD->

degerleri hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. izole organ banyosundan elde edilen pD> degerleri (Ortalama + SS)

DM DM
I K LB LB DM
Gruplar S SLB30 SLB60 K +SLB30 +SLB60
pD: 7385022 7412009 7.35£0,17  650£0177"  697:008""  697+0,07"

* SK grubuyla kiyaslandiginda *** p<0,001
+ DMK grubuyla kiyaslandiginda ** p<0,01

DMK ve SK grubunun pD; degerleri kiyaslanmig, DMK grubunun pD; degeri anlaml
olarak daha diisiik bulunmustur (p<0,001).

Hem DM-+SLB30 hem DM+SLB60 grubunun pD> degerleri DMK grubu goére anlaml
olarak daha yiiksek bulunmustur (»<0,01). DM+SLB30 ve DM+SLB60 gruplar1 arasinda pD>

degerleri agisindan anlamli fark yoktur.

SK, SLB30 ve SLB60 gruplari arasinda pD, degerleri agisindan anlamli fark

bulunmamustir.

Gruplarin pD2 degerlerini gosteren grafik Sekil 4.12°de verilmistir.

SK

SLB30
SLB60
DMK
DM+SLB30
DM+SLB60

BEOROOCO

Sekil 4.12. izole organ banyosundan elde edilen pD: degerleri

* SK grubuyla kiyaslandiginda *** p<0,001

+ DMK grubuyla kiyaslandiginda ** p<0,01
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5. TARTISMA

DM tedavisinde kullanilan farkli farmakolojik alternatifler olmasina ragmen tedavide
her zaman istenen basar1 saglanamamaktadir. Bu durum DM hastalarinin geleneksel tedaviye
ek olarak “tamamlayic1” tibbi alternatiflere yonelmesine yol agmaktadir (Grossman ve ark.,
2018; National Center for Complementary and Integrative Health (NCCIH)). Geleneksel
bitkisel tibbi {irlinleri igeren takviye gidalar, saglikli ve DM’li bireyler tarafindan sikca
kullanilmaktadir (McKennon, 2021). Silimarin, S.marianum bitkisinin tohumlarindan elde
edilen, bitkinin temel bilesenlerinden biridir. Bu calismada saglikli ve deneysel T1DM
olusturulan siganlarda silimarin’in biyoaktif izomeri olan silibinin’in antidiyabetik ve endotel

disfonksiyon lizerine etkileri aragtirilmigtir.

Bu caligmada silibinin tedavisi 30 ve 60 mg/kg/giin (i.p) olmak tizere iki farkl1 dozda
saglikli ve TIDM’li sicanlara 8 hafta boyunca verilmistir. Silibinin tedavisi STZ ile TIDM
olusturulan sicanlarda gelisen hiperglisemi ve HbA|. diizeylerini azaltmig, kandaki insiilin
seviyelerini ise artirmistir. Bunun yaninda silibinin tedavisi alan TIDM’li si¢canlarin DMK ’ya
gore pankreas dokularinda insiilin antikoruyla boyanma siddeti ve yayginliginin arttigi, eNOS
ekspresyonunun arttigt ve VCAM-1 ekspresyonun azaldigi bulunmustur. eNOS
ekspresyonundaki artigla paralel olarak ACh, TIDM’li silibinin tedavi gruplarinin aort
dokularinda DMK ’ya gore daha fazla gevseme olusturmustur. Calismada yiiksek doz silibinin

tedavisi alan saglikli sicanlarin eNOS ekspresyonlarinda artig goriilmiistiir.

STZ, pankreasta B hiicrelerini segici bir sekilde yikima ugratmasi nedeniyle deneysel
T1DM modeli olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. STZ uygulanan sigcanlarda
hipoinsiilinemi ve hipergliseminin yani sira T1DM’nin tipik 06zelliklerden olan viicut
agirhginda azalma da goriilmektedir (Furman, 2015). Arastirmamizda DMK grubundaki
sicanlarin agirhigr SK grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Hem T1DM olusturulmus
sicanlara hem de saglikli siganlara uygulanan silibinin tedavisinin canli agirlik {izerine
istatiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmamigtir. TIDM’li siganlarda yapilan diger bir
calismada 4 hafta boyunca uygulanan 100 ve 200 mg/kg/giin (p.o.) silibinin tedavisi agirlik
iizerinde anlamli degisiklik olusturmamistir (Togay ve ark., 2018). Buna karsin Jain ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada STZ ile TIDM olusturulmus siganlara 28 giin boyunca 20,
40, 80 mg/kg/giin silibinin verilmistir. 20 mg/kg/giin silibinin tedavisi viicut agirliginda
anlamli bir fark olusturmazken, 40 ve 80 mg/kg/giin silibinin tedavisinin, diyabet kontrol

grubuna gore viicut agirliginda anlaml artisa neden oldugu goriilmiistiir (Jain ve ark., 2016).
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Bu bulgular silibinin’in diyabetli siganlarin agirlik {izerine etkilerinin doza, uygulamasi
stiresine ve deneysel prosediirlerdeki farkliliklara bagli olarak degisebilecegini

gostermektedir.

Sicanlara STZ uygulanmasiyla olusturulan TIDM modelinde B hiicre hasar1 sonucu
hipoinsiilinemi ve hiperglisemi gelistigi bilinmektedir (Furman, 2015). Calismamizda
DM+SLB30 grubunda 4. haftadan itibaren, DM+SLB60 grubunda 2. haftadan itibaren yapilan
olgtimlerde, DMK grubundaki si¢anlarin kan glikoz diizeylerine gore anlamli olarak azaldig:
goriilmistlir. Bu sonug, ¢alismamizdaki yiiksek silibinin dozunun hiperglisemi {izerine daha
kisa stirede etkili oldugunu gostermektedir. Silibinin’in TIDM’ye bagl hiperglisemi iizerine
etkilerinin arastirildigr diger calismalarda doz ve tedavi siireleri farkli olan deneysel
prosediirler uygulanmigtir. Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada STZ verilmesinden
sonra si¢anlar 12 hafta boyunca 50 ve 100 mg/kg/giin (p.o) silibinin ile tedavi edilmis; bu siire
sonunda diisiik doz silibinin verilen grupta kan glikoz diizeyi diyabet kontrol grubu ile benzer
bulunmus; 100 mg/kg/giin silibinin ile tedavi edilen sicanlarda ise kan glikoz diizeyleri 5.
haftadan itibaren anlamli azalma gostermistir (Wang ve ark., 2017). Diger bir ¢aligmada ise
giinlik 20, 40 ve 80 mg/kg silibinin ile tedavi edilen si¢anlarda 7 giinliik tedavi sonrasi
hiperglisemide azalma saptanmistir (Jain ve ark., 2016). Silibinin’in antihiperglisemik etkisi

uygulama siiresine ve doza bagli olarak degismektedir.

Calismamizda saglikli ve T1DM’li sicanlarda silibinin tedavisinin kan insiilin
diizeyleri iizerine etkisi incelenmigtir. TIDM olusturulan siganlarda gozlenen insiilin
diizeyindeki azalma 30 ve 60 mg/kg/giin silibinin ile tedavi edilen gruplarda artis gostermis
ve insiilin diizeyleri agisindan dozlar arasinda fark bulunmamistir. Bulgularimizla uyumlu
olarak Das ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada 50 mg/kg/giin (i.p) silibinin tedavisi STZ ile
diyabet olusturulan siganlarin insiilin seviyelerini anlamli olarak artirmistir (Das ve ark.,
2014). Diger bir ¢alismada ise Soto ve arkadaslar1 kismi pankreatektomi yaptiklar1 sicanlara
3, 7, 14, 21, 42 ve 63 gin siire ile 200 mg/kg/glin (p.o.) dozda silibinin tedavisi
uygulamiglardir. 21, 42 ve 63 giin boyunca silibinin tedavisi alan sicanlarin serum insiilin
diizeylerinde anlamli artis oldugunu belirtmislerdir. (Soto ve ark., 2014). T1DM
olusturulmayan SK, SLB30 ve SLB60 gruplari arasinda insiilin degerleri acisindan anlamli

fark yoktur.

HbA., onceki iki veya li¢ aym kiimiilatif glisemik seyrini yansitir ve uzun stireli

glisemik kontrolde 6nemli bir gostergedir (Sherwani ve ark., 2016). Ayrica diyabette mikro
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ve makrovaskiiler komplikasyon gelisme riskini degerlendirmek, hiperglisemi ve
glikozidasyona bagh kiimiilatif hasar1 degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir (Lyons ve Basu,
2012; Monnier ve ark., 2005). Insiilin direnci veya hiperlipidemisi olan kisilerde silimarin
iceren gida takviyelerinin etkilerinin arastirildigi on alt1 ¢aligmanin (n=1358) dahil edildigi bir
meta-analizde, silimarinin aglik kan sekeri seviyeleri ve HbAi. seviyelerinin belirgin bir
advers etki olmaksizin plaseboya gore anlamli olarak azalttifi yaymnlanmistir (Xiao ve ark.,
2020). Silimarinin aktif komponenti olan silibininle caligmalar az sayidadir. Jain ve
arkadaslarinin yaptig1 deneysel bir ¢alismada TIDM’li siganlara 28 giin siireyle 20, 40 ve 80
mg/kg/giin (p.o.) silibinin tedavisi uygulamis, 40 ve 80 mg/kg dozlarinin HbA . diizeylerinin
diyabet kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiirdiigiinii gosterilmistir (Jain ve ark., 2016).
Calismamizda STZ ile TIDM olusturulmus siganlarda HbAi. seviyelerinin SK’ya gore
anlamli olarak ytikseldigi goriilmiistiir. TIDM’li siganlara uygulanan 30 ve 60 mg/kg silibinin
tedavisinin, HbA|. seviyelerini DMK’ya gdre anlamli olarak azaltmistir ancak iki doz
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. SLB30 ve SLB60 gruplarinin HbA . seviyelerinde

anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.

Calismamizda T1DM’li sicanlarda silibinin’in her iki dozda da insiilin diizeyini
artirmasi, hiperglisemiyi ve HbA . diizeyini azaltmasi antidiyabetik etki potansiyeli oldugunu
gostermektedir. Silibinin’in antidiyabetik etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir; bu
konuda sinirli sayida arastirma mevcuttur. Xu ve arkadaslari yaptiklart bir calismada
silibinin’in bagirsakta GLP-1 ekspresyonunu artirdigini ve hepatik glikoz iiretimini azalttigini
sonucuna varmiglardir (Xu et al.,, 2018). Yapilan bir ¢alismada silibinin’in antioksidan
etkilerinin yani sira mitokondriyal ROS olusumunu azaltabilecegi ve izole hepatositlerde
piruvat kinazi inhibe ederek karbonhidratlardan glikolizi doza bagl olarak azalttii one
siriilmiigtiir (Detaille ve ark., 2008). Yang ve arkadaslar1 ise silibinin’in o-amilaz/a-

glukozidaz iizerine gii¢lii inhibitdr etki gosterdigini saptamistir (Yang ve ark., 2021).

STZ etkisinin bir sonucu olarak, pankreas P hiicreleri yikima ugrar. STZ ile DM
olusturulmus siganlarda Langerhans adaciklarinin sayist ve boyutu azalir ayrica insiilin
immiinoreaktivitesi de azalmaktadir (Sviglerova ve ark., 2017; Szkudelski, 2001).
Calismamizda insiilin antikoruyla boyanan pankreas B hiicrelerinin boyanma siddetini ve
yaygimligi, STZ ile TIDM olusturulan DMK grubunda, SK grubuna goére anlamli olarak
azalmistir. Her iki dozda silibinin uygulamasi da DMK’ya gore pankreas insiilin immiin

pozitif B hiicre popiilasyonunu artirmistir. Pankreas  hiicrelerinin boyanma siddeti ve
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yayginligt DM+SLB60 grubunda DM+SLB30 grubuna gore hafif artis gstermis olsa da bu
fark anlamli bulunmamustir. Soto ve arkadaslar1 kismi pankreatektomi yaptiklar1 sicanlarda
200 mg/kg/giin (p.o.) dozda silibinin tedavisinin B hiicre neogenezinde de anlamli artig
bildirmislerdir. (Soto ve ark., 2014). Chu ve arkadaslar1 4 hafta boyunca 100 mg/kg/giin (p.o)
silibinin uygulamasinin T2DM’li siganlarda pankreatik B hiicre sayisint artirdigini
saptamiglardir (Chu ve ark., 2020). Bu sonuglar g6z 6niinde bulunduruldugunda silibinin’in

diyabette hasarlanan beta hiicre fonksiyonlarini iyilestirme potansiyeli oldugu diisiiniilebilir.

DM sonucunda ortaya c¢ikan endotel disfonksiyon nedeniyle hiicresel adezyon
molekiillerinin ekspresyonunda artis goriilmekte ve bu siire¢ aterogeneze neden olmaktadir
(Beckman ve ark., 2002). VCAM-I, sitokinler tarafindan indiiklenen ve ateroskleroz
gelisiminde 106kositlerin vaskiiler endotele yapigsmasina neden olan bir hiicresel adezyon
molekiilidiir. T1DM’li adolesanlarda VCAM-1 diizeylerinin saglikli bireylere gdre daha
yiiksek oldugu gosterilmistir. VCAM-1 ekspresyonunun inhibe edilmesi potansiyel bir
antiinflamatuvar terapotik hedef olarak arastirilmaktadir (Glowinska ve ark., 2005; Preiss ve
Sattar, 2007). Calismamizda DMK grubunun SK grubuna goére anlamli olarak daha yiiksek
VCAM-1 diizeylerine sahip oldugu goriilmustiir. TIDM’1i gruplarda iki farkli dozda silibinin
tedavisi uygulanan sigan aortalarinda VCAM-1 ekspresyonunun azaldigi saptanmistir. Bu
bulgu silibinin VCAM-1 diizeyini azaltarak endotel disfonksiyonu Onleme potansiyeli
olabilecegini gdstermektedir. TIDM modeli olusturulan hayvan calismalarinda silibininin
VCAM-1 diizeyi lizerine etkisi ile ilgili literatiirde bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak
silimarin (50 ve 100 mg/kg/giin) ile 2 ay siire ile tedavi edilen TIDM’li siganlarda, her iki
dozda da VCAM-1 ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore azaldig1 gosterilmistir (Karimi ve
ark., 2022). Ayrica Kang ve arkadaslar1 da silimarinin, VCAM-1, ICAM-1 ve E-selektin gibi
hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonunu inhibe ettigini gostermislerdir (Kang ve ark.,
2003). Postmenopozal donemde ortaya ¢ikan vaskiiler disfonksiyon kaynakli aterosklerozu
arastirmak i¢in yapilan bir caligmada, overektomi yapilmis disi sicanlara 8 hafta 50
mg/kg/giin (p.o.) silibinin uygulamasi, VCAM-1 diizeylerini anlamli olarak azaltmistir
(Maleki ve ark., 2022).

Endotelde, L-arjininden eNOS aracilifiyla sentezlenen NO, endojen ve eksojen
maddelerin vazodilator etkilerine aracilik etmekte ve vaskiiler tonusun diizenlenmesine
onemli katki saglamaktadir (Deanfield ve ark., 2007). Hiperglisemi, endotel ve vaskiiler diiz

kas hiicrelerinde eNOS aktivasyonunu bloke etmekte ve siiperoksit anyonu (O*) gibi reaktif
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oksijen tiirlerinin iretilmesini artirarak NO {iretimini inhibe etmektedir (Doulias ve
Tenopoulou, 2020). Hiperglisemi sonucu NO’nun azalmasi, vaskiiler hemostazin bozulmasina
ve endotel disfonksiyona neden olmaktadir. Calismamizda DMK grubu siganlarin aort
dokularinda eNOS gen ekspresyonu SK grubuna goére anlamli olarak azalmistir. Ancak
silibinin tedavisi alan TIDM’li gruplarda DMK grubuna gére eNOS gen ekspresyonlarinda
anlamli artis oldugu gorilmistir. DM+SLB30 ve DM+SLB60 dozlar1 arasinda eNOS
ekspresyonlar1 agisindan fark bulunmamistir. Bulgularimiz silibinin’in her iki dozda da
diyabetli sicanlarda gelisen endotel disfonksiyona karsi koruyucu etkisi olabilecegini
gostermektedir. Literatiirde T1DM’deki eNOS gen ekspresyonu iizerine silibinin’in etkileri ile
ilgili ¢aligma bulunmamaktadir. Ancak postmenopozal donemde ortaya ¢ikan vaskiiler
disfonksiyon kaynakli aterosklerozu arastirmak i¢in overektomi yapilmis disi siganlara 8 hafta
50 mg/kg/glin (p.o.) silibinin uygulamasmin eNOS diizeylerini anlamli olarak artirdig:
gosterilmistir (Maleki ve ark., 2022). Diger bir ¢alismada ise hepatik iskemi-reperfiizyon
hasar1 olusturulmus sicanlara 60 mg/kg (i.p) silibinin uygulanmasi1 eNOS ekspresyonlarini
artirmis olsa da bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (Akbari-Kordkheyli ve ark.,
2019). Ayrica ¢alismamizda saglikli sicanlarda da 60 mg/kg dozunda uygulanan silibinin SK
grubuna gore eNOS gen ekspresyonunu anlamli olarak artirmistir. Bu bulgu silibin’in, saglikli
bireylerde herhangi bir sebeple ortaya cikabilecek endotel disfonksiyona karsi koruyucu

potansiyelinin oldugunu diistindiirmektedir.

Izole organ banyosunda yapilan deneylerde, oi-adrenerjik reseptdrlerinin kan basinci
diizenlenmesinde onemli rolii olmasi ve a; agonisti olan fenilefrin (FE) endotel ile
etkilesmeden hizli ve potent bir etki gdstermesi nedeniyle kasici ajan olarak FE kullanilmistir.
Hayvanlarda diyabet olusturulmast FE ile alman maksimum kasilma cevaplarini
etkilememistir. ACh’nin vazodilator etkilerine endotelden saliverilen NO’un aracilik ettigi ve
diyabette gelisen endotel disfonksiyonun, ACh’nin damarlarda endotel bagimli gevsetici
etkisini azalttig1 bilinmektedir (Johnstone ve ark., 1993). Calismamizda DMK grubu
sicanlarin aortalarinda ACh ile alinan maksimum gevseme cevaplart SK grubuna gore anlamli
olarak azalmistir. Silibinin ile tedavi edilen diyabetli gruplarda ise her iki dozda da benzer
oranda ACh’nin gevsetici etkisinin arttif1 goriilmistiir. TIDM’li gruplarda silibinin
tedavisinin hem eNOS gen ekspresyonunu hem de ACh’ye bagli NO aracili gevseme
yanitlarin1 artirmasi; diyabette gelisen endotel disfonksiyona karsi koruyucu etkisi
olabilecegini gostermektedir. Bir ¢alismada silibinin’in endotel disfonksiyon iizerine etkilerini

incelemek amaciyla, NOS’un endojen bir inhibitorii olan asimetrik dimetilarginin (ADMA)
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seviyelerini Ol¢gmiislerdir. Dort hafta boyunca db/db farelere 20 mg/kg/giin (i.p) silibinin
uygulamasinin, ACh’ye verilen gevseme yanitlarimi artirdigini, plazma ve vaskiiler ADMA
seviyelerini azalttigin1 bulmuglardir (Li Volti ve ark., 2011). Bagka bir ¢aligmada ise yiiksek
glikoz diizeylerine bagl oksidatif strese karsi S. marianum’un endotel hiicreleri {izerine
koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Arastirmacilar azalan glutatyon ve artan protein karbonil
seviyelerini diizelterek endotel hiicresini oksidatif hasara karsi korudugunu 6ne stirmiislerdir

(Palomino ve ark., 2017).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda saglikli ve STZ ile DM olusturulan sicanlara iki farkli dozda
silibinin uygulanmistir. DM’li siganlara uygulanan silibinin tedavisinin kandaki insiilin
seviyelerini yiikselttigi, hiperglisemiyi ve HbA|. diizeylerini azalttig1, pankreas dokularinda
ise insiilin ile boyanma siddeti ve yaygmligr arttirdigi bulunmustur. Ayrica aort dokusunda
ACh’ye bagli gevsemede artma, VCAM-1 gen ekspresyonunda azalma, eNOS gen
ekspresyonunda ise artma gozlenmistir. Saglikli sicanlarda ise silibinin eNOS gen

ekspresyonlarini artirmigtir.

S. marianum, uzun yillardir basta hepatoprotektif olmak {izere cesitli amaclarla
kullanilan geleneksel bitkisel tibbi bir iirlindiir. Silibinin, S. marianum bitkisinin en 6nemli
bilesenlerinden biridir ve antidiyabetik etkinliginin gosterildigi ¢esitli arastirmalar mevcuttur.
Bu arastirma hem saglikli hem TIDM’li sicanlarda silibinin’in pankreas ve endotel

disfonksiyon lizerine etkilerinin incelendigi ilk ¢alisma niteligindedir.

Silibinin’in, TIDM’li sicanlarda kan glikoz ve HbA . diizeylerini azaltmasi ve insiilin
seviyelerini artirmasi antihiperglisemik etkileri oldugunu gostermektedir. Buna paralel olarak
silibinin, pankreas dokularinda insiilin boyanma siddeti ve yaygimhigini artirmis; STZ’ye bagh
pankreas B hiicre hasarini iyilestirici etki olusturmustur. Silibinin’in, antihiperglisemik etki
mekanizmalarindan biri pankreas {iizerine gosterdigi koruyucu etkinlik olabilir, etki

mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

NO, vaskiiler hemostazin siirdiiriilmesinde 6nemli bir role sahip, kan damarlarim
aterogeneze karst koruyan bir vazodilatordiir. eNOS, endotelden NO saliverilmesini
diizenler, silibinin’in TIDM’li sican aortlarinda eNOS gen ekspresyonlarini artirmasit DM’de
bozulan NO aracili gevsemeyi iyilestirebilecegini gostermektedir. Aort dokularinda ACh
gevsemelerinde goriilen artts da bu durumu destekler niteliktedir. VCAM-1, endotel
disfonksiyonun erken belirteglerinden olan bir hiicresel adezyon molekiiliidiir. Silibinin’in,
VCAM-1 gen ekspresyonlarini azaltmasi vaskiiler yapida antiinflamatuvar etkinlik gdstererek

endotel disfonksiyona kars1 koruyucu etki potansiyeli olabilecegini ortaya koymaktadir.

Saglikli sicanlarda eNOS gen ekspresyonlarini artirmast herhangi bir nedenle

gelisebilecek endotel disfonksiyona karsi koruyucu etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.
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Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda silibinin’in antidiyabetik etkinligi ve basta endotel
disfonksiyon olmak {izere diyabetin neden oldugu mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlara karsi koruyucu etkinlik gosterebilecegi ortaya konmustur. Ancak bu
etkilerin ve mekanizmalarinin, daha net ortaya konulabilmesi i¢in farkli doz ve siirelerde

silibinin uygulanan ¢aligsmalarla desteklenmesi uygun olacaktir.
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