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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal1
Tibbi Farmakoloji
Doktora Tezi

STREPTOZOTOSIN iLE INDUKLENEN DiYABETIK SICANLARDA
SAFRANALIN ANTIDIiYABETIK VE ENDOTEL DiSFONKSiYONU UZERINE
ETKILERI

Ayten DEMIRCI

Konya-2023

Diabetes Mellitus en yaygin goriilen metabolik hastaliklardan biridir. Diyabet tedavisinde oral
hipoglisemik ilaglar kullanilmakta; ancak bu ilaglarin radikal bir tedavi saglamamas1 ve advers etkileri nedeniyle
yeni ajanlar halen arastirilmaktadir. Bitkisel kaynaklar, yeni antidiyabetik ajan kesfi i¢in 6nemli bir arastirma
konusudur. Safran bitkisi tedavi ve aromatik amaglarla geleneksel tipta siklikla kullanilmaktadir. Safran ekstresinin
antidiyabetik etkileri in vivo ve in vitro metotlarla gosterilmistir. Ancak safranin aktif bilesenlerinden olan
safranalin antidiyabetik etki potansiyeline iligkin literatiirde yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasinda
safranalin antidiyabetik ve diyabetin sebep oldugu endotel hasara karsi potansiyel koruyucu etkinligi
arastirilmistir.

Calismada 40 adet 4 aylik Wistar albino cinsi erkek sigan; saglikli kontrol (SK), diyabet kontrol (DM),
diyabet + safranal (0,5 mg/kg /giin), diyabet + safranal (0,75 mg/kg/giin), diyabet+ safranal (1 mg/kg/giin) olarak
bes gruba ayrilmistir. SK grubu hari¢ 4 gruba STZ (50 mg/kg) i.p. yolla uygulanarak diyabet modeli olusturulmus
ve sekiz hafta boyunca tedavi gruplarina safranal 0,5; 0,75 ve 1 mg/kg (i.p.) dozunda uygulanmistir. Iki haftada
bir siganlarin kan glikoz diizeyi ve agirlik dl¢timleri yapilmistir. Sekiz haftanin sonunda sakrifiye edilen siganlarin
kan orneklerinde HbAlc ve insiilin diizeyleri Olglilmilg, aort ve pankreas dokulart ¢ikarilmistir. Pankreas
dokularinda immiinohistokimyasal inceleme yapilmis, torasik aort dokularindan alinan 6rneklerin bir boliimiinde
gRT-PCR ile VCAM-1 ve eNOS gen ekspresyonu diizeyleri, diger boliimiinde ise izole organ banyosunda
gevseme yanitlart incelenmistir.

STZ ile TIDM olusturulan siganlarin, 3 farkli dozda safranal ile tedavisi si¢anlarin agirliklarini
etkilememis; kan glikoz ve HbAic diizeylerini azaltmis, insiilin diizeylerini ise arttirmustir. Ayrica safranal
tedavisinin pankreas dokularinda insiilin antikoruyla boyanma siddeti ve yayginligini arttirdig1 bulunmustur. qRT-
PCR caligmalarinda safranal ile tedavi edilen siganlarin aortasinda VCAM-1 protein ekspresyonunda azalma ve
eNOS ekspresyonunda artig oldugu saptanmistir. eNOS ekspresyonundaki artisa paralel olarak safranal tedavi
grubu aort dokularinda TIDM’li si¢an aortlarina gore asetilkolin daha fazla gevseme olusturmustur.

Sonug olarak STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda safranalin antidiyabetik etkileri ve diyabetin neden
oldugu endotel disfonksiyona kars1 koruyucu potansiyeli olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Endotel disfonksiyon, diyabet, safranal.
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Pharmacology
Medical Pharmacology
Doctoral Thesis

EFFECTS OF SAFRANAL ON ANTIDIABETIC AND ENDOTHELIAL
DYSFUNCTION iN STREPTOZOTOCIN-INDUCEDDIABETICRATS

Ayten DEMIRCI

KONYA-2023

Diabetes Mellitus is one of the most common metabolic disorders. Although oral hypoglycemic drugs are
used in the treatment of diabetes, these drugs do not provide a radical cure and can cause adverse effects. Therefore,
new agents are still being researched. Herbal sources are an important research topic for discovering new
antidiabetic agents. Saffron plant is frequently used in traditional medicine for therapeutic and aromatic purposes.
There are many in vivo and clinical studies showing the antidiabetic effects of saffron extract. However, there is
not enough information in the literature regarding the antidiabetic effect potential of safranal, one of the active
components of saffron. In this thesis, the antidiabetic and potential protective efficacy of saffron against endothelial
damage caused by diabetes was investigated.

In the study, 40 male 4-month-old Wistar albino rats; healthy control (SK), diabetes control (DM),
diabetes + safranal (0.5 mg/kg/day), diabetes + safranal (0.75 mg/kg/day), diabetes + safranal (1 mg/kg/day) were
divided into five groups. STZ (50 mg/kg) i.p. was administered to 4 groups except the healthy control group and
diabetes model was created by applying this method. Safranal was administered 0.5, 0.75 and 1 mg/kg (i.p.) to the
treatment groups for eight weeks. Blood glucose levels and weights of the rats were measured every two weeks.
At the end of eight weeks, HbAic and insulin levels were measured in the blood samples of sacrified rats, and the
aorta and pancreas tissues were dissected. Immunohistochemical examination was performed on pancreatic tissues,
and VCAM-1 and eNOS gene expression levels were examined by gqRT-PCR in one part of the samples taken from
thoracic aorta tissues, and relaxation responses in the isolated organ bath in the other part.

Three different doses of safranal treatment did not have an effect on weight but lowered blood glucose
levels depending on the dose and duration of safranal administration. Safranal reduced HbA . levels at all treatment
doses while significantly increasing insulin levels. The staining prevalence and severity of insulin antibody in
pancreatic tissues increased significantly in rats treated with safranal. In isolated thoracic aortic tissues, safranal
treatment reduced VCAM-1 gene expression levels compared to the DM group, while eNOS gene expression levels
increased significantly. According to isolated organ bath examinations, safranal treatment significantly increased
acetylcholine relaxation responses depending on the dose.

In conclusion, safranal exhibited antidiabetic activity in rats induced with diabetes by STZ. The potential
protective effect of safranal treatment against endothelial dysfunction caused by diabetes was also shown.

Keywords: Endothelial dysfunction, diabetes, safranal.
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1. GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM), insiilin eksikligi ya da insiilin direncine bagli gelisen
hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. Artan kentlesme, yaslanan niifus,
obezite ve azalan fiziksel aktivite nedeniyle diyabet; tiim diinyay1 etkileyen bir pandemi
niteligindedir (Ginter ve Simko, 2013). Diinya Saglik Orgiitii, 2030 yilinda her 100 kisiden
3’liniin diyabet sebebiyle yagamini yitirecegini one siirmekte ve diyabetin tiim diinyadaki 6liim
sebepleri arasinda 7. sirada olacagi tahmin edilmektedir. Diyabetli hasta sayisinin, 1980 yilinda
108 milyon iken 2014 yilinda 422 milyona yiikseldigi bildirilmistir (American Diabetes
Association, 2023).

DM, kan glikoz seviyesinin iyi kontrol edilemedigi durumlarda retinopati, nefropati,
noropati, koroner arter hastalig1 ateroskleroz gibi makrovaskiiler ve mikrovaskiiler hastaliklara
neden olmaktadir (Parsamanesh ve ark., 2018). Diyabetin, kardiyovaskiiler hastalik riskini 2-4
kat arttirdig1 bilinmektedir (Regassa ve ark., 2021). Bu risk, hipergliseminin baglattig1 cesitli
patofizyolojik yolaklar ve artmis oksidatif stres ile iligkilendirilmistir (Giacco ve Brownlee,

2010).

Damar endoteli, damar liimeni ve duvari arasinda fiziksel bir bariyer saglamanin
yaninda trombosit agregasyonu, pihtilagma, fibrinoliz ve vaskiiler tonusun diizenlenmesinde de
onemli rol oynamaktadir. Endotelin-1 (ET-1), tromboksan A, gibi mediyatorler damar
endotelinden salinarak vazokonstriksiyona yol agarken; nitrik oksit (NO), prostasiklin ve
endotel kaynakli hiperpolarize edici faktor gibi mediyatdrler ise vazodilasyona aracilik
etmektedir. Bu sayede vaskiiler endotel hiicreleri, kardiyovaskiiler hemostazin korunmasina
onemli katki saglamaktadir (Lloyd ve ark.,, 1996). Bu dengenin bozulmasi endotel
disfonksiyona ve kardiyovaskiiler hastaliklara yol agmaktadir. Diyabetin endotel disfonksiyona
neden oldugu, hipergliseminin ¢esitli mekanizmalarla NO {iretim ve aktivitesinde bozulmaya

yol act1g1 konusunda genel bir fikir birligi vardir (Meza ve ark., 2019).

DM tedavisinde ve komplikasyonlarin dnlenmesinde insiilinin yani sira biguanidler
stilfoniliireler, tiazolidindionlar gibi oral antidiyabetikler kullanilmaktadir (Ganesan ve ark.,
2022). Ancak bu ilaglar bazi advers etkilere sebep olmanin yani sira normogliseminin
saglanmas1 ve diyabet komplikasyonlarinin 6nlenebilmesi konusunda her zaman yeterli
olmamaktadir. DM tedavisinde kullanilabilecek etkili, advers etkileri az ve toksisite riski diisiik

yeni ilaglarin bulunmasi ve hastalarin kullanimina ulastirilmasi konusunda ¢alismalar devam



etmektedir. Dogal kaynakli etken maddelerin potansiyel antidiyabetik etkileri halen yogun bir

arastirma konusudur.

Safran bitkisi (Crocus sativus) baharat olarak kullaniminin yan1 sira tibbi ve aromatik
degeri ile geleneksel tipta da siklikla kullanilmaktadir (Rios ve ark., 1996). Yapilan
caligmalarda safran ekstresinin antidiyabetik etkileri oldugu gosterilmistir. Ancak safranin en

onemli aktif bilesenlerinden olan safranal ile ilgili calismalar az sayidadir.

Bu tez ¢alismasinda T1DM modeli olusturulan si¢anlarda, farkli dozlarda uygulanan
safranal tedavisinin antidiyabetik ve diyabete bagli endotel disfonksiyona karsi etkinligi
aragtirilmustir. Ilgili literatiir taramasinda safranalin endotel disfonksiyon iizerine koruyucu
etkinligine dair bir arastirmaya rastlanmamais olup, bu tez calismasindan elde edilen sonuglarin

literatiire katk1 saglamas1 beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus
DM, insiilin sekresyonunda ya da insiilin etkisinde veya her ikisinde meydana gelen

bozukluklardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir.

2.1.1. Epidemiyolojisi

DM hem diinyada hem de iilkemizde toplumu, sosyokiiltiirel ve ekonomik ydnden
etkileyen ciddi bir halk sagligi sorunudur. Niifusun yaslanmasi, kentlesme ve sedanter yasam
tarzt nedeniyle DM prevelansi tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de artig egilimi
gostermektedir. Bu durum hem halk sagligini tehdit etmekte hem de kiiresel ekonomi iizerine
ciddi bir yiik getirmektedir. Diinyada, 2017 yilinda 451 milyon yetiskinin diyabet hastasi
oldugu bilinmekte ve bu sayinin 2045 yilina kadar 693 milyona ulasacagi ongdriilmektedir.
2017 yilinda DM tanist alanlarin yanm sira, bozulmus glikoz toleranst olan 374 milyon kisi
oldugu ve yaklagik 21,3 milyon canli dogum yapan gebenin de hiperglisemiden etkilendigi
gozlenmistir (Cho ve ark., 2018).

DM tedavi maliyeti tiim diinya {ilkelerinde ciddi bir ekonomik yiik meydana
getirmektedir. 2015 yilinda global DM maliyetinin 1,31 trilyon $’lik kiiresel gayri safi
ekonomik hasilanin %1,8°i oldugu tahmin edilmektedir. Ulkeler arasinda dolayli maliyetlerin
hem pay1 hem de bilesiminde 6énemli farkliliklar vardir. Gayri safi milli hasilanin oranina gore
en ¢ok etkilenen bolge Kuzey Amerika olmasina ragmen DM maliyeti orta gelirli iilkeleri,

yiiksek gelirli iilkelerden daha fazla etkilemektedir (Bommer ve ark., 2017).

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’na gore Tiirkiye’de 20-79 yas aras1t DM hastasi say1s1
7 milyonu agmaktadir. 2011 yilinda Tiirkiye’de yetiskin niifusun %8,1°1 diyabetliyken bu oran
2021 yilinda yaklasik %15’e ulasmistir. 2045 yilinda {ilkemizdeki DM’den etkilenen birey
sayisinin 13,4 milyonu bularak diyabetin en ¢ok gozlendigi 10 iilkeden biri olacagi tahmin

edilmektedir (Cho ve ark., 2018; Webber, 2021).

2.1.2. DM tani kriterleri
Tekrarlanan testlerde aglik kan sekerinin (AKS) 126 mg/dL nin iizerinde olmasi, HbA ¢
seviyelerinin ise %6,5 lizerinde seyretmesi DM tanis1 koymak i¢in yeterlidir. Hastada kan
glikoz degerinin ¢ok yiiksek olmasi veya pozitif tek bir test sonucuna ek olarak diyabetin klasik
semptomlarinin gozlenmesi ikinci bir dogrulama testi gerektirmeyebilir. Rastgele yapilan

Olciim icin ise kan sekerinin 200 mg/dL’nin {izerinde olmast DM tani kriteridir. AKS



degerlerinin 100-125 mg/dL arasinda seyretmesi ve HbA ¢ seviyesinin %35,6 - %6,4 araliginda
olmas1 prediyabet olarak degerlendirilmektedir (Inzucchi, 2012). Oral glikoz tolerans testi
(OGTT), hastaya ac¢ karna belli bir miktar glikoz igeren ¢dzelti igirildikten sonra, belli
araliklarla kan glikozunun 6lgiilmesi esasina dayandirilmaktadir. OGTT testinin DM teshisi
koymak i¢in kan glikoz diizeyinin esik degeri 200 mg/dL olarak belirlenmistir. Kan sekerinin
100-200 mg/dL arasindaki seviyeleri OGTT testi i¢in prediyabet tan1 araligidir. DM tanisinda
kullanilan kriterler Sekil 2.1°de gosterilmistir (American Diabetes Association, 2023).

Diyabet
>126

Prediyabet

Sekil 2.1. Diyabet tan1 kriterleri



2.1.3. DM smiflandirilmasi
Amerikan Diyabet Birligi’nin yaptig1 DM siniflandirmas1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Diabetes mellitus etiyolojik siniflandirmasi
Diabetes Mellitus etyolojik siniflandirma

I. Tip 1 Diyabetes Mellitus

A. Immun aracili

B. Idiyopatik

II. Tip 2 DM
II1. Diger

A. B hiicre fonksiyonunda genetik defekt
B. Insiilin etkisinde genetik defekt

C. Ekzokrin pankreas hastaliklar

D. Endokrinopati

E. ilagla ve kimyasallarla indiiklenen

F. Enfeksiyonlar

G. Diger genetik sendromlar

IV. Gestasyonel diyabet

(American Diabetes Association, 2014)

Tip I diabetes mellitus (T1DM)

T1DM, T lenfositlerin pankreas adaciklarina infiltre olarak, insiilin tireten f hiicrelerini
yok etmesine bagli otoimmiin bir hastalik olarak kabul edilir (Ritter ve ark., 2008). Kalitsal bir
yatkinlik s6z konusudur. Ancak tek yumurta ikizlerinde konkordans %50°den biraz daha azdir,
bu nedenle genetik yatkinligin yani sira viriisler gibi ¢evresel faktorlerin de pankreas adacik
hiicrelerini yok eden otoimmiin bir siireci baslatabilecegi ileri siiriilmektedir (Kerblom ve ark.,
2002). TIDM ile iliskili ¢evresel faktorler Tablo 2.2°de verilmistir. Insiiline bagimli diyabet ya
da jiivenil baglangiclh diyabet olarak da adlandirilan T1DM tiim diyabet hastalarinin %5-10"luk

kismini olusturmaktadir. T1DM riskini arttiran ¢evresel faktorler Tablo 2.2°de verilmistir.



Tablo 2.2. T1DM riskini arttiran ¢cevresel faktorler
T1DM Riskini Artiran Cevresel Faktorler

Viral enfeksiyonlar Konjenital rubella
Enteroviriisler
Diyetle ilgili faktérler 3-4 aydan daha kisa anne siitii almak
Inek siitii proteinleri
Gluten
D vitamini eksikligi
Toksinler N- nitroso bilesikleri
Bafilomisin Al (makrolit tiirevi antibiyotik)
Biiyiime Infant dénemde asir1 kilo alimi
Antenatal ve prenatal faktorler Maternal yas > 35

Stres ve psikolojik durum
(Kerblom ve ark., 2002)

Otoimmiin diyabet genellikle ¢ocukluk ve ergenlik doneminde ortaya ¢ikmakta, bazen
ileri yaslarda da goriilmektedir. T1IDM’de B hiicre yikim orani oldukga degiskendir. Esas olarak
infant ve ¢cocuklarda hizli iken yetigkinlerde cogunlukla yavastir ve ge¢ ortaya ¢ikar, hastaligin

1k belirtisi ise ketoasidozdur.

T1IDM’li yetiskinlerde B hiicre fonksiyonu uzun yillar boyunca korunabilir. Ancak
hastaligin ileri asamalarinda, plazma C-peptid diizeyinin diisiik olmasi veya tespit edilememesi,
insiilin salgilanmasinin ¢ok az oldugunun veya hi¢ olmadigimin kaniti olarak kabul edilir.
Hastalar bu asamadan sonra dmiir boyu insiilin replasman tedavisine ihtiya¢ duyarlar. Yetiskin
hastalarin AKS’si orta dereceli hiperglisemi ile seyreder ve enfeksiyon veya diger stres
durumlarinda ketoasidoz goriilebilir (Bluestone ve ark., 2010; American Diabetes Association,

2014).

TIDM tedavisi

Tedavide baglica hedef kan glikoz diizeyini kontrol altina alarak diyabetin akut ve
kronik komplikasyonlarindan hastayr korumaktir. Bunun igin tibbi beslenme ve egzersizin
yaninda farmakolojik tedavi de uygulanmaktadir. TIDM’li hastalarda mutlak bir insiilin
yetmezligi oldugu i¢in tedavide insiilin preparatlari kullanilir. Insiilin ¢esitleri ve etki siireleri

Tablo 2.3’te verilmistir (Hirsch, 2005).



Tablo 2.3. Etki siirelerine gore insiilin ¢esitleri

Etki baslangici Pik etki Etki siiresi
Analoglar
Lispro 5-15 dk 30-90 dk 4-6 sa
Aspartat 5-15 dk 30-90 dk 4-6 sa
Glarjin 2-4sa - 20-24 sa
Standart
Regiiler 30-60 dk 2-3 sa 8-10 sa
NPH 2-4 sa 4-10 sa 12-18 sa
Insiilin lente 2-4 sa 4-12sa 12-20 sa
Insiilin ultralente 6-10 sa 10-16 sa 18-24 sa
(Hirsch 2005)

Tip 11 diabetes mellitus (T2DM)

Daha 6nce insiiline bagimli olmayan diyabet veya yetiskin baslangiclh diyabet olarak da
adlandirilan T2DM, diyabetli hastalarin %90-95’ini olusturmaktadir. Bu diyabet tiiriinde P
hiicrelerinde otoimmiin yikim meydana gelmez. Mutlak insiilin eksikligi yerine insiilin direnci
ya da gorece (mutlak olmayan) insiilin eksikligi bulunmaktadir. Bu tiir hastalarda standart
testlerle oOlgiilen dolagimdaki immiinoreaktif insiilin konsantrasyonu normal veya artmis
olabilir. Ayirt edici analizler, proinsiilinde bir artis oldugunu ve gercek insiilin
konsantrasyonunun azaldigin1 gosterir. Bu hastalar genellikle yasamlari boyunca hayatta

kalmak icin insiilin tedavisine ihtiya¢ duymazlar.

T2DM’nin muhtemel bir¢ok farkli nedeni vardir (American Diabetes Association,
2014). Bu hastalar tan1 sirasinda orta yash veya obezdir. Spesifik etiyolojiler bilinmemekle
birlikte obezite, genetik yatkinlik, diisiik sosyoekonomik diizey, sedanter yasam iyi bilinen risk

faktorleridir (Wilmot ve Idris 2014).

Genellikle T2DM’de mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyon gelisim riski
T1DM’ye gore daha erken asamada ve daha sik goriilmektedir. Bu nedenle, risk faktorleri ile
erken ve etkili sekilde miicadele gerekmektedir. Erken baslangicli T2DM’de komplikasyonlarin
ve komorbiditelerin dnlenmesi i¢in tedavinin yam sira yeterli egitim ve psikolojik destek

multidisipliner olarak verilmelidir (Wilmot ve Idris 2014).



T2DM tedavisi

T2DM tanist alan hastalara once yasam bi¢imi degisiklikleri Onerilmekte ve oral
antidiyabetikler verilmektedir. Oral antidiyabetik baslanan hastalarda normogliseminin
saglanamadigi durumlarda ise tedaviye insiilin preparatlar eklenebilmektedir (Imamoglu ve

ark., 2022). T2DM tedavisinde kullanilan oral antidiyabetik ajanlar Tablo 2.4’te 6zetlenmistir.

Tablo 2.4. T2DM tedavisinde kullanilan oral hipoglisemik ajanlar (Ganesan ve ark., 2022).

Siilfonamindler (glipizid,
gliburid, gliclazit, glimepirit)

B hiicrelerinde adenozin trifosfata duyarli potasyum kanallarina (Kate
kanallar1) baglanarak bu kanali inhibe eder. Hiicre zar1 dinlenme
potansiyelini degistirerek hiicre igine kalsiyum akisini arttirir ve insiilin
sekresyonunu uyarir.

Meglinidler (repaglinid,
nateglinid)

Farkli reseptorler iizerinden [ hiicrelerinde Karp kanal aktivitesini
diizenleyerek insiilin sekresyonunda artisa neden olurlar.

Biguanidler (metformin)

Hepatik adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz aktivitesini
arttirir. BOylece hepatik glukoneogenez ve lipogenezi azaltir ve kas
hiicrelerine insiilin aracili glikoz alimini artirir.

Tiazolidindion (rosiglitazon,
pioglitazon)

Niikleer reseptdr peroksizom proliferatér aktive edici reseptdr gama
(PPAR-y) agonistidir. Bu reseptorleri aktive ederek insiilin duyarliligini
iyilestirir. Periferik dokulara glikoz girisini uyarir. Yag dokusundan
salgilanan adiponektin diizeyini artirir yag asidi oksidasyonunu indiikler.

0-Glukozidaz inhibitorleri
(akarboz, miglitol, vogliboz)

Bagirsaklarda nisastay1 sindiren a-glukozidaz enzimini kompetitif inhibe
ederler. Boylece polisakkarit reabsorpsiyonunu, siikrozun glikoza ve
fruktoza metabolize edilmesini azaltir.

Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4)
inhibitorleri (sitagliptin,
saksagliptin, vildagliptin,
linagliptin, alogliptin)

Glukagon saliimini azaltip glikoza bagli instilin salinimini artirirlar. Mide
bosalmasini yavaslatir ve tokluk hissinde artisa yol agarlar. Bobrek
glomeriillerinden glikoz geri emiliminin % 90’1n1 inhibe ederek diyabetli
kisilerde glikoziiriye neden olurlar, plazma glikoz seviyelerini distirtirler.

Sodyum glikoz kotranspoter-2
inhibitorii (SGLT-2)
(dapagliflozin ve canagliflozin)

SGLT?2 inhibitorleri, renal tiibiiler glikoz geri emilimini azaltarak, insiilin
salinimimi uyarmaksizin kan glikoz diizeyinde azalmaya neden olur. Kan
basinci ve kilo tizerine de olumlu etkileri mevcuttur (Hsia ve ark., 2017).

Bromokriptin

Bromokriptin, T2DM tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmis bir
sempatolitik D2-dopamin-2 reseptor agonistidir. Uyandiktan sonraki 2 saat
icinde alinan bromokriptin, diisiik hipotalamik dopamin seviyelerini
arttirmaktadir. Merkezi sinir sistemi i¢indeki asir1 sempatik tonusu inhibe
ederek hepatik glikoz tiretimini azaltmaktadir. Sonug olarak 6giin sonrasi
plazma glikoz seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir (DeFronzo 2011).

Gestasyonel diabetes mellitus (GDM)

Gebelik sirasinda gelisen ve dogumdan sonra diizelen hiperglisemi “gestasyonel

diabetes mellitus” olarak tanimlanmaktadir. Halen diinya genelinde GDM tanisi i¢in tedavi



gerektiren esik deger konusunda bir fikir birligi saglanamamistir. GDM gebeligin en yaygin
komplikasyonudur. GDM risk faktorleri maternal asir1 kilo ve obezite, ge¢ yasta anne olmak,
onceki gebeliklerde GDM tanis1 almak, ailede T2DM &ykiisii ve etnik duyarlilik olarak
sayilabilir. Teshis icin genellikle OGTT uygulanir. Diyet degisikligi ve fiziksel aktivitenin
artirtlmasi, GDM ig¢in birincil tedavilerdir. Ancak normoglisemi saglanamadigi durumlarda
genellikle insiilin kullanilir. Basta metformin ve glibenklamid olmak iizere oral hipoglisemik
ajanlar da baz iilkelerde kullanilmaktadir. GDM tedavisi, hastalikta ortaya ¢ikan erken dogum,
asir1 fetal bliylime, adipozite ve gebelige bagli hipertansif bozukluk risklerini azaltmaktadir

(MclIntyre ve ark., 2019)
2.1.4. DM komplikasyonlar:

Diyabetik ketoasidoz, hiperglisemik hiperozmolar durum, laktik asidoz ve hipoglisemi,
diyabetin yasami tehdit eden akut komplikasyonlaridir. Diyabetik ketoasidoz ve siddetli
hipoglisemi T1DM’de sik goriiliirken, hiperglisemik hiperozmolar durum T2DM’de sik
goriilmektedir (Rewers, 2018). Uzun déonemde DM’ye bagl gelisen kronik komplikasyonlar
DM tedavisinin esas yiikiinii olusturmaktadir. Kronik komplikasyonlar mikrovaskiiler ve

makrovaskiiler komplikasyonlar olarak iki sinifta incelenmektedir.

Retinopati, nefropati ve noropati diyabetin sik  goriilen mikrovaskiiler
komplikasyonlaridir. T2DM’li hastalarin %30’undan fazlasinda kronik bobrek hastaliginin
herhangi bir evresine rastlanmaktadir (New ve ark., 2007). Hastalarin yaklasik %10-50’sinde
retinopati (Sivaprasad ve ark., 2012) ve %40’1nda periferik ndropati (PN) vardir (Erbas ve ark.,
2011). Diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlar1 Sekil 2.2°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.2. Diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlar1 (Avogaro ve Fadini, 2019)

DM’nin makrovaskiiler komplikasyonlar1 arasinda koroner kalp hastaligi,
kardiyomiyopati, serebrovaskiiler hastalik, periferik arter hastaligi, aritmi ve ani 6liim yer alir.
DM hastalarinda ayn1 zamanda hipertansiyon, obezite ve dislipidemi gibi diger risk
faktorlerinin eslik etmesi makrovaskiiler olay goriilme sikligini arttirmaktadir. Kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabetik hastalarda birincil 6liim nedenidir. Bir¢ok klinik caligma, T2DM ile
vaskiiler hastalik arasinda bir baglant1 oldugunu gostermektedir (Raghavan ve ark., 2019; Ritter

ve ark., 2008).

Diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlar1 hiperglisemi, serbest yag asidi seviyelerinin
asir1 yiiksekligi ve insiilin direnci gibi faktorlere baglhidir. Bu faktorler; oksidatif stres artisi,
protein kinaz ve ileri glikasyon son iirlinleri reseptoriiniin aktivasyonu sonucu, endotel hasarina
neden olmakta ve vaskiiler yapiy1 bozmaktadir (Zimmerman, 2016). NO’nun azalmasi, ET-1
ve anjiyotensin II artis1 nedeniyle vazokonstriksiyon ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde biiylime
olur. Diger yandan azalmis NO, niikleer faktor-xB aktivasyonu, artmig anjiyotensin II seviyeleri
ve aktive edilmis protein-1’in aktivasyonu, kemokinlerin, sitokinlerin salinmasina neden
olmakta ve hiicresel adezyon molekiillerinin ekspresyonuna neden olan inflamasyonu
arttirmaktadir. Bu olaylar sonugta diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlarinin nedeni olan

ateroskleroza yol agmaktadir (Zimmerman, 2016).

Ateroskleroz gelismesi, miyokart enfarktiisli, periferik vaskiiler hastalik ve inme

insidansinda artisa neden olur. DM ile obezite, hipertansiyon ve dislipidemi (6zellikle
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hipertrigliseridemi) arasinda gii¢lii bir iliski vardir. T2DM, aterojenezde erken olay olarak

goriilen endotel disfonksiyonu ile baglantilidir (Ritter ve ark., 2008).
2.2. Endotel

Endotel hiicre tabakasi, vaskiiler yapilarin i¢ yilizeyini olusturan tek katl yass1 epitelyum
dokudur. Yetiskinlerde, yaklasik on trilyon hiicreden olusmaktadir. Endotel hiicrelerinin
otokrin, parakrin ve endokrin etkilerinin damar tonusunun diizenlenmesi, trombositlerin
antiadezif ve antiagregan etkileri, 16kosit fonksiyonlar1 ve koagiilasyon mekanizmasi gibi
birgok fizyolojik olayin diizenlenmesinde 6nemli rolii bulunmaktadir. Ayrica glikoz ve
aminoasit taginmasi, vaskiilarizasyon, diisilk yogunluklu lipoproteinin (LDL) oksitlenmesi,

cesitli inflamatuvar sitokinlerin ve biiytime faktorlerinin salgilanmasi gibi olaylarda da etkilidir.

Endotel hiicresinin en Onemli fizyolojik fonksiyonlarindan birisi kendi icinde
sentezleyip saliverdigi vazoaktif faktorler araciligi ile vazomotor fonksiyonun diizenlenmesidir.
Endotel hiicrelerinde nitrik oksit, prostoglandin, endotel kaynakli hiperpolarize faktor gibi
vazodilator etkili maddeler; ET-1, anjiyotensin 2, tromboksan A2 gibi vazokonstriktor etkili
maddeler sentezlenmektedir. Bu vazoaktif maddeler aracilig1 ile damar tonusunun diizenlemesi
endotelin en 6dnemli fizyolojik fonksiyonlar1 arasindadir (Galley ve Webster 2004; Rajendran
ve ark., 2013).

2.2.1. Nitrik oksit

NO, endojen olarak {iretilen gaz sinyal molekiilii olarak ilk kez 1980’lerde
tanimlanmistir (Furchgott ve Zawadzki 1980). NO, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan katalize
edilen reaksiyonla L-arjinin’den sentezlenmektedir. U¢ NOS izoformu tanimlanmustir:
endotelyal NOS (eNOS), néronal NOS (nNOS) ve indiiklenebilir veya inflamatuvar NOS
(iNOS). L-arjinin, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) varliginda NOS tarafindan
okside edilerek NO ve sitriiline ¢evrilir, bu olay Sekil 2.3’te gdsterilmistir (Leiper, 2019).
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L-sitriilin e NOS: Kardiyovaskiiler EDRF

Vaskiiler tonusu ditzenler
L-arjinin _W‘ NO- ) DKS: proliferasyonunu inhibe eder
Platelet agregasyonunu inhibe eder

L-sitriilin n NOS: Norotransmisyon
Uzun dénem potansiyasyon
L-arjinin —@_‘ NO- m==)  Noronal aktiviteyi ve kan akigm koordine eder
Agn algilama
L-sitriilin i NOS: inflamatuvar/immunite

immun cevabin baglatilmasim diizenler
L-arjinin _W NO- mmmsdp  bakteri viriis ve diger mikroorganizmalara sitotoksiktir

Sekil 2.3. Nitrik oksitin sentezlenmesi

EDREF: Endotel-Kaynakli Gevsetici Faktor SMC: Diiz kas hiicreleri

NOS’un farmakolojik inhibisyonu, deney hayvanlarinda vazokonstriksiyon,
hipertansiyon ve artmis trombosit aktivasyonuna neden olur ve aterogenezi arttirir. eNOS
nakavt farelerde de eNOS’un vaskiiler hemostazda primer 6nemi oldugu gosterilmistir. Ayni
zamanda eNOS’un vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii (VEGF) ekspresyonunu diizenledigi ve

anjiyogenezi destekledigi de bilinmektedir (Leiper, 2019).

NO, kararsiz kisa omiirlii bir gazdir ve farkli dokularda degisik ve onemli islevleri
bulunmaktadir (Leiper, 2019). Kan akisinin ve kan basmncimin endotel bagimli
diizenlenmesinde, trombositlerin aktivasyonu ve inhibisyonunda rol oynamaktadir (Radomski
ve ark., 1990). Ayrica NO, santral sinir sisteminde norotransmitter olarak da tanimlanmistir
(Vincent, 1994). Noronal aktivasyonda, agrinin algilanmasinda rol oynar. Diger serbest
radikallerle birlikte NO, mikroorganizmalarin saldirilarina  karst  birincil savunma
mekanizmalarinda, bakteri ve viriislere karst makrofaj sitotoksisitesinde etkilidir (Leiper,
2019).

2.2.2. Endotel disfonksiyon

Endotel disfonksiyon, vazodilatasyon ve vazokonstriksiyon yapan endotel kaynakli
faktorler arasindaki dengenin bozulmasi, yiiksek reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve inflamatuvar
faktorlerin yan1 sira NO biyoyararlaniminin azalmasi ile karakterize bir bozukluktur (Sun ve
ark., 2020). Disfonksiyon sonucunda tek sira dizili endotel hiicrelerinin segici gegirgen 6zelligi

ve antitrombotik yiizey 6zelligi bozulmaktadir (Rajendran ve ark., 2013).
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NO azalmasi, ET-1 ve anjiyotensin II artist vazokonstriksiyona sebep olarak
hipertansiyona yol agabilir. Diger yandan inflamatuvar yolaklarin aktive olmasiyla kemokin ve
sitokin saliniminda artis meydana gelir. Bunlarin neticesinde hiicresel adezyon molekiillerinin
ekspresyonda meydana gelen artis inflamasyonu artirmaktadir (Zimmerman, 2016). Bunun
sonucunda goriilen antitromboz egilim tromboza, antiproliferatik egilim proliferasyona,
vazodilatasyon egilim ise vazokonstriksiyon yoniine dogru kaymaktadir. Endotel hiicreleri ve
damar sisteminde meydana gelen bu degisikliklerin periferik damar hastaligi, felg, kalp
hastalig1, diyabet, insiilin direnci, kronik bobrek yetmezligi, timor biliylimesi, metastaz, vendz
tromboz ve ciddi viral enfeksiyonlar gibi bir¢ok hastaliin patogenezinde rol oynadigi

bilinmektedir (Rajendran ve ark., 2013).

Endotel disfonksiyon gelismesinde DM, hiperkolesterolemi ve hipertansiyon gibi ¢esitli
hastaliklarin yani sira tiitiin {irlinleri ve hava kirliligine maruz kalma, hareketsiz yasam gibi
cevresel risk faktorleri de rol oynamaktadir (Cai ve Harrison, 2000; Calles-Escandon ve Cipolla,

2001) Endotel disfonksiyon patogenezi Sekil 2.4’te 6zetlenmistir.

Vazokonstriksiyon Vazodilasyon Vazokonstriksiyon Vazodilasyon
_Trombozis Antitrombozis _Trombozis Antitrombozis
Inflamasyon Anti-inflamasyon Inflamasyon Anti-inflamasyon

ATII . NO '
Endotelin NO Diyabet ATH $ Prostosiklin
D o g Hipertansiyon Eadcte

Yaslanma L

Dislipidemi

Sigara

L —

Saghkh Endotel Endotel Disfonksiyon

Sekil 2.4. Endotel disfonksiyon patofizyolojisi

ET: endotelin, NO: nitrik oksit, ROS: reaktif oksijen tiirevleri, ATII: anjiyotensin II

2.2.3. Endotel disfonksiyon ve DM
DM’de glikoz metabolizmasinin bozulmasiyla olusan hiperglisemi ve beraberinde
gelisen hiperlipidemi endotel disfonksiyona neden olmaktadir. Ayrica artmis protein kinaz C

aktivasyonu, bliylime faktorlerinin ve/veya sitokinlerin asir1 ekspresyonu ve oksidatif stres de
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endotel disfonksiyon patofizyolojisine katkida bulunmaktadir (Calles-Escandon ve Cipolla

2001).

Diyabetli hastalarda, insiilin direnci olan veya T2DM gelisme riski yiiksek olan kisilerde
endotel disfonksiyon goriildiigii cok sayida aragtirma ile kanitlanmistir (Gevaert ve ark.,
2017;Tziomalos ve ark., 2010). TIDM’li c¢ocuklarda endotel disfonksiyonun erken
belirtilerinden olan akis aracili dilatasyon yanitinin bozuldugu ve karotid arter intima
kalinliginin artmis oldugu gosterilmistir. Bu belirtiler endotel disfonksiyonun erken yapisal
degisikleri olup, bu cocuklarin ilerde ateroskleroz gelisimine yatkin hale gelebilecegi
bildirilmistir (Jarvisalo ve ark., 2004). T2DM’de, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin NO’ya yanit
vermemesi ya da NO inaktivasyonunun artmis olabilecegi one siiriilmiistiir. NO’nun koruyucu
ozelliklerinin ortadan kalkmasi, bu hastalar1 endotel disfonksiyona yatkin hale getirmekte ve

vaskiiler hastalik insidansini arttirmaktadir (Williams ve ark., 1996).

Vaskiiler endotel hiicrelerinin fonksiyonlarinin bozulmasi, lipidlerin intimada
tutulmasini saglar ve adezyon molekiillerinin saliverilmesini indiikler. E-selektin, vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) gibi
adezyon molekiillerinin endotelden ekspresyonu artar. Artan adezyon molekiilleri nedeniyle
l6kositlerin endotele adezyonu ve subendotelyal alana gbd¢ etmesi kolaylasir. Go¢ eden
16kositler ve monositler proinflamatuvar sitokinleri salgilar. Endotel hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan salinan biliylime faktorleri, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde biiylimeyi ve bag dokusu
matriksinde sentezi uyarir. Baglangicta sar1 renkli yagh c¢izgiler seklinde baslayan bozulma
zaman igerisinde damar liimenini tikayan lezyonlara doniisiir; boylece ateroskleroz meydana

gelir (Katsuda ve ark., 1992; Davies ve ark., 1993; Ross 1999; Rao ve ark., 2007).

Ateroskleroz, DM’li hastalarin mortalite ve morbiditesinde ana etiyolojik etkendir.
T2DM’li hastalar, diyabetli olmayan kisilerle kiyaslandiginda daha fazla aterosklerotik plak
yiikiine, daha yiiksek aterom hacmine ve daha kii¢iik koroner arter liimen ¢apina sahiptir. DM’li
hastalarda aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik sikliginin artmasina neden olan faktdrler tam
olarak bilinmemektedir. Aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaligin artisinin, hiperglisemi,
hiperinsiilinemi, insiilin direnci, dislipidemi, inflamasyon varligi, reaktif oksijen tiirlerinin
artis1, endotel islevlerinin bozulmasi, hiperkoagiilasyon ve vaskiiler kalsifikasyon egilimi ile

iligkili oldugu kabul edilmektedir (Poznyak ve ark., 2020).
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Inflamatuvar hiicrelerin dolasimdan almarak transendotelyal alana gécii aterosklerozun
erken evrelerinden biridir. Bu siirece vaskiiler endotelden ve dolagimdaki 16kositlerden gesitli
inflamatuvar uyaranlara yanit olarak sentezlenen adezyon molekiilleri aracilik eder. Selektinler
(P, E ve L) ve bunlarin ligandlar1 (esas olarak P-selektin ligandi), l6kositlerin vaskiiler duvardan
gecisi ve baglanmasinda rol oynamaktadir. Hiicreler arasi adezyon molekiilleri (ICAM’ler),
VCAM-1 ve ayrica baz1 integrinler, inflamatuvar hiicrelerin vaskiiler yiizeye siki bir sekilde
yapigsmasina neden olur. Aterosklerotik plaklarda VCAM-1, ICAM-1 ve L-selektin
ekspresyonunun siirekliligi, adezyon molekiillerinin ateroskleroz ve ateroskleotik plak

instabilitesinin gelisiminde rol oynadigini1 kanitlar niteliktedir (Blankenberg ve ark., 2003).

VCAM-1, sitokinler tarafindan indiiklenerek endotel hiicrelerinden eksprese edilen
immiinoglobulin benzeri bir adezyon molekiiliidiir (Osborn ve ark., 1989). VCAM-1, monosit
ve T lenfositler i¢in endotel hiicresinde reseptor gorevi yapar ve bu inflamatuvar hiicrelerin
aterom plaklar i¢ine girigine aracilik eder (O’Brien ve ark., 1993). Diyabet hastalarinda VCAM-
1 ve E-selektin gibi adezyon molekiillerinin plazma seviyesinin arttigi gosterilmistir. Bu
durumdaki hastalarda kardiyovaskiiler hastalik riskinin artmis oldugu bildirilmistir. Adezyon
molekiilleri, endotel disfonksiyonun erken donem biyobelirteci olarak da tanimlanmaktadir.
Gelecekte adezyon molekiillerinin klinik risk tahmininde kullanilabilecegi ve terapotik hedefler
arasina girebilecegi yoniinde goriisler mevcuttur (Blankenberg ve ark., 2003; Meigs ve ark.,

2004; Saterr ve ark. 2021).

2.3. Pankreas
Pankreas karin arka duvarinda bulunan, hormon ve sindirim enzimleri salgilayan hem
endokrin hem de ekzokrin fonksiyonlar: olan bir organdir. Otonom sinir sistemi ile innerve

edilmektedir. Bag, boyun, gévde ve kuyruk kisimlarindan olusur.

Endokrin pankreas, ekzokrin pankreasin glandiiler yapisi igerisine dagilmig 1 milyon
kiigiik bezden olusan Langerhans adi verilen adacik hiicrelerinden olusmaktadir. Langerhans
adaciklarinda bulunan hiicreler ve salgiladiklar1 polipeptid hormonlar Tablo 2.5°te
gosterilmistir. Insiilin {ireten B hiicreleri adacigin merkezine yakindir ve adacigmn yaklasik

%70’ini olusturmaktadir (imamoglu ve ark. 2022; Weir ve Bonner-weir 1990).
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Tablo 2.5. Pankreas hiicre tipleri (Silvander 2018)

Hiicre Tipi Toplam adacik yiizdesi Ana peptid hormon

o- Hiicresi 10-30 Glukagon

B- Hiicresi 70-80 Insiilin

o- Hiicresi 5-10 Somastostatin
PP- Hiicresi 1-2 Pankreatik polipeptid
¢- Hiicresi 1 Ghrelin

2.3.1. Pankreastan insiilin salgilanmasi

Plazma glikoz konsantrasyonundaki artis, o hiicrelerinden glukagon sekresyonunda
azalmaya yol agarken diger taraftan [ hiicrelerinden insiilin sekresyonunda artiga neden
olmaktadir (Silvander 2018). Insiilin temelde glikoza yanit olarak salgilanirken, baz1 serbest
yag asitleri ve amino asitler gibi besinsel 6geler de glikozun neden oldugu insiilin sekresyonunu
artirabilir. Ayrica melatonin, dstrojen, leptin, biiyiime hormonu ve glukagon benzeri peptit-1
gibi cesitli hormonlar da insiilin sekresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu
nedenle, pankreas [ hiicreleri viicuttaki beslenme metabolizmasini ve endokrin sistemi birbirine

baglayan metabolik bir merkezdir.

Insiilin, B hiicrelerinden bifazik olarak salgilanmaktadir. Glikozun glikoreseptorlere
baglanmasiyla hiicre igine giren Ca*? araciligiyla hizl insiilin saliverilmesi baglamaktadir. Kisa
siiren bu baslangic doneminden sonra saliverilme hizi azalir. Insiilin salimiminin baslangig
doneminde depolanmis insiilin salinirken ikinci doneminde depolanmis ve yeni sentezlenen
insiilin salgilanmaktadir. Glikoza bagh ikinci saliverilme donemi B hiicrelerinde glikozdan

olusan metabolitler araciligiyla olmaktadir (Straub ve Sharp 2002).

Glikoliz sonucu hiicre icinde artan ATP konsantrasyonu ATP’ye bagimhi K*
kanallarinin (K*atp kanallar1) kapanmasini tetikler. Hiicre disina K* akisinda ortaya ¢ikan bu
azalma, membran depolarizasyonuna ve voltaja bagli kalsiyum (Ca*?) kanallarinin agilmasina

+29

neden olur. Sitozolik Ca™*’nin konsantrasyonunun artis1 zar potansiyel degisiklikleriyle birlikte

insiilin iceren keseciklerin plazma zariyla flizyonunu etkinlestirir ve insiilin salinimina neden

olur (Skelin ve ark. 2017).
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2.4. Diyabette Bitkilerin Geleneksel Kullanimi

Geleneksel ve tamamlayici tipa (GETAT) olan ilgi son yillarda giderek artmaktadir.
Avustralya (MacLennan, ve ark., 1996), Birlesik Krallik, Yeni Zelanda ve Amerika Birlesik
Devletleri gibi gelismis {ilkelerdeki niifus temelli arastirmalar yetiskinlerin yarist ila {igte
ikisinin GETAT a basvurdugunu bildirmektedir (Leach, 2013). GETAT uygulamalarinda en
popiiler olan bitkisel takviye {riinleridir; bunu homeopati, aromaterapi, masaj ve refleksoloji

takip etmektedir (Posadzki ve ark., 2013).

T1DM tedavisinde insiilin kullaniminin alternatifinin olmamasi, T2DM tedavisinde
kullanilan oral antidiyabetik ajanlarin tedavi hedeflerine ulasamamasi, ila¢ tedavilerinin
getirdigi maddi yiik ve sebep oldugu advers etkiler yliziinden yeni ila¢g arastirmalari halen
devam etmektedir. Bitkiler, antidiyabetik etkili yeni ila¢ kesfinde 6nemli bir kaynaktir. Tiim
diinyada halk arasinda 400’iin iizerinde bitki diyabet tedavisine destek olarak kullanilmaktadir.
Bitkilerin antidiyabetik tedavide etkilerinin, etki mekanizmalarinin, advers etkilerinin, ilag
etkilesimlerinin aydinlatilmasi halen 6nemli bir arastirma konusudur (Grossman ve ark., 2018;
Orhan ve Aslan, 2010). Geleneksel olarak DM tedavisinde kullanilan baz1 bitkiler ve aktif
bilesikleri Tablo 2.6’da gdsterilmistir.

Tablo 2.6. Antidiyabetik potansiyeli olan bazi bitkiler ve aktif bilesikler

Botanik ismi Familya Kullanilan kisim Aktif bilesik

Allium sativum Alliaceae Govde Allil propil distilfit, allisin
(sarimsak)

Annona squamosa Annonaceae Meyve Moupinamide

Areca catechu (Arek  Arecaceae Tohum Arekolin

cevizi)

Artemisia pallens Asteraceae Yaprak ve cicek Germakronolid

Azadirachta indica Meliaceae Leaves Yaprak ve tohum Azadiraktin, nimbin

Beta vulgaris Amaranthaceae Kok Fenolikler betalain

(pancar)

Camellia sinensis Theaceae Yaprak Kafein ve katesinler

(cay)

Cinnamomum Lauraceae Agac kabugu Sinemaldehit, 6jenol
zeylanicum

Combretum Combretaceae Yaprak Polifenoller

micranthum

Elephantopus scaber  Asteraceae Tiim bitki Trienolidler

Ficus bengalensis Moraceae Agac kabugu Lokodelfinidin , l16kopelargonin
Linn.

Gymnema sylvestre Asclepiadaceae Yaprak Dihidtoksi gymnemic triasetat
Gynandropsis Capparidaceae Kok N,N-dietiltoluamid

gynandra

Lantana camara Verbenaceae Yaprak Lantanosid, lantanon

Liriope spiciata Liliaceae Kok Beta-sitosterol, stigmasterol
Momordica charantia  Cucurbitaceae Yaprak Charantin, sterol

Panax quinquefolius  Araliaceac Kok Ginsenozidler, protopanaksadiol
Prunus amygdalus Rosaceae Tohum amigdalin
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Ricinus communis Euphorbiaceae Kok Risinolik asit
(hint yag1)

Tinospora cordifolia  Menispermaceae Kok Tinosporon, tinosporik asit
Trigonella foenum Fabaceae Yaprak ve tohum 4-hidroksi izoldsin
graecum (cemen otu)

Vernonia Asteraceae Tohum Epoksi asit, vernolik asit
anthelmintica

(Upendra Rao ve ark., 2010)

Leese ve arkadaslari, Birlesik Krallik’ta bir diyabet poliklinigine bagvuran diyabetli her
6 hastadan 1’inin DM tedavisi amaciyla olmasa da bitkisel tedaviler ve diger GETAT
uygulamalarin1 kullandigini bildirmistir (Leese ve ark., 1997). Kanada’da yapilan benzer bir
arastirmada, diyabetik katilimcilarin %78’inin regeteli ilaglar, %44’linlin regetesiz satilan
takviyeler ve %31’inin alternatif iiriinler aldig1 belirlenmistir. Bu kisilerin en sik kullandig:
iirlinlerin; sarimsak, ekinezya, ginkgo biloba, St John's Wort ve ¢esitli bitkisel karigimlar oldugu

tespit edilmistir (Ryan ve ark., 2001).

Tiirkiye’de yapilan bir aragtirmaya gore ise diyabetli hastalarin %41’inin en az bir
GETAT uygulamasin1 kullandig1 belirlenmistir. Sehirde dogan daha egitimli ve daha uzun
diyabet siiresine sahip gorece gen¢ yastaki hastalarin GETAT kullanma egilimlerinin daha
yiikksek oldugu belirtilmistir. GETAT kullanan hastalarin yarisindan fazlasi ise; GETAT
uygulamalarinin, viicut zindeligini arttirdigini, baz1 semptomlart iyilestirdigini ya da psikolojik

olarak daha iyi hissettirdigini belirtmislerdir (Ceylan ve ark., 2009).

Tiirkiye’de 2016 yilinda yapilan bir arastirmaya gére DM tedavisinde halk arasinda en
sik kullanilan bitkiler Rosa canina (kus burnu) (%15,63), Urtica dioica (1sirgan otu) (%14,06),
Morus nigra (kara dut) (%9,38), Prunus spinosa (dag erigi) (%7,81), Juglans regia (ceviz)
(%6,25), Myrtus communis subsp. communis (mersin ¢alis1) (%6,25) ve Teucrium polium

(yavsan) (%6,25) olarak belirlenmistir (Karaman ve Cebe 2016).

Antidiyabetik etkinligi arastirma konusu olan halk arasinda kullanilan bitkilerden biri
de Crocus sativus yani safran bitkisidir. Safran bitkisinin ve i¢indeki aktif bilesiklerin
antidiyabetik aktivitesi ile ilgili in vitro ve in vivo aragtirmalarin yanisira klinik arastirmalar da
yapilmistir (Moravej ve ark., 2019; Sani ve ark., 2022). Ancak simdiye kadar yapilan
aragtirmalarda safran bitkisinin ana bilesenlerinin antidiyabetik etkililigi tam olarak ortaya

konamamustir.
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2.5. Crocus sativus (Safran)

Diinyanin en pahali baharatlarindan olan safran, Crocus sativus L. (Iridaceae) bitkisinin
ciceklerinin sar1 stigmasindan elde edilir (Mollazadeh ve ark., 2015). Safranin anavatani en
genis anlamiyla Akdeniz Havzasi ile doguya dogru iran, Pakistan ve Afganistan’dir. Daha
sinirl olarak Yunanistan (Ege Adalarinin bir kismi), Anadolu ve iran’da da bulunmaktadir
(Winterhalter ve Straubinger, 2000; Sahin, 2021). Safran bitkisine ait gorsel Sekil 2.5’te

verilmistir.

Safran uzun yillardir Iran’da afrodizyak, antispasmotik ve ekspektoran &zellikleriyle
geleneksel olarak tibbi amacla kullanilmaktadir (Rios ve ark., 1996). Daha sonra yapilan
caligmalarda safranin antikonviilzan, diliretik, antidepresan, antinosiseptif, antiinflamatuvar,
antioksidan, kolinesteraz inhibitorii, erektil disfonksiyon, uzamsal kognitif fonksiyonlar
iizerinde etkili oldugu da gosterilmistir (Hosseinzadeh ve ark., 2004; Safarinejad ve ark., 2010;
Moshiri ve ark., 2015; Erfanparast ve ark., 2015; Delkhosh-Kasmaie ve ark., 2018; Shahbazian
ve ark., 2019).

Sekil 2.5. Crocus sativus bitkisi

(Safranbolu Ilge Tarim ve Orman Miidiirliigii, 2023)

Safranin aktif major bilesenleri krosin, krosetin, ve safranal olarak bilinmektedir
(Hosseinzadeh ve Talebzadeh 2005; Rameshrad ve ark., 2017) Safrana essiz kokusunu
safranalin verdigi diisiiniilmektedir (Rezaece ve Hosseinzadeh, 2013). Safranalin cesitli
farmakolojik etkileri genis bir arastirma alani olusturmaktadir. Safranalin molekiiler yapisi

Sekil 2.6’da gdsterilmistir.
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Sekil 2.6. Safranalin molekiiler yapisi

2.5.1. Safranalin farmakolojik etkileri
Safranin aktif bilesenlerinden olan safranalin terapotik etkileri arastirilmais;
antidiyabetik, antihiperlipidemik, antihipertansif ve santral sinir sistemi {izerine olan etkileri
calisilmistir. (Samarghandian ve ark., 2013; Imenshahidi ve ark., 2015; Samini ve Bafandeh
2017). Asagida safranal ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalar 6zetlenmistir.

Santral sinir sistemi iizerine etkileri
Safran ile 1ilgili yapilan aragtirmalar genellikle santral sinir sistemi etkinlii iizerine
yogunlagmistir. Siganlarda spinal sinirin kesilmesiyle indiiklenen néropatik agri modeli
olusturulmus; intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanan 0,1 mg/kg safranalin agr kesici etkisi
aragtirtlmigtir. Safranal uygulamasinin inflamatuvar sitokinleri ve glial biyobelirtegleri
azaltarak anti allodini etkinlik gdsterdigi ve safranalin noropatik agri tizerinde etkili olabilecegi
rapor edilmistir (Zhu ve Yang 2014).

Diyabetik ndropati olusturulan si¢anlarda yapilan bir ¢calismada, 0,1 mg/kg safranal i.p.
olarak uygulanmis safranalin diyabetin sebep oldugu soguk allodinisini azalttig1, histopatolojik
ve biyokimyasal verileri iyilestirdigi goriilmiistiir. Bu ndroprotektif etkilerin antihiperglisemik

ve antioksidan aktivite ile iliskili olabilecegi vurgulanmistir (Farshid ve Tamaddonfard 2015).

Diger bir ¢aligmada ise sicanlarda formalin enjeksiyonuyla olusturulan orofasiyal agrida
i.p uygulanan 0,25 ve 0,50 mg/kg safranal tedavisinin etkisi incelenmistir. Arastirmada
safranalin inflamatuvar kaynakli agrida etkili oldugu gdsterilmistir. Ayrica diisiik doz safranal
(0,125 mg/kg), diisik doz (2,5 mg/kg) diklofenakin antinosiseptif etkinligini arttirmistir.
(Erfanparast ve ark., 2015).

Safranal (0,15- 0,35 mg/kg) farelere i.p. olarak uygulanmis, hipnotik ve anksiyolitik

etkinligi degerlendirilmistir. Safranal toplam uyku siiresini doza bagimli olarak arttirmig ve her
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iki dozda da anksiyolitik etki gostermistir (Hosseinzadeh ve Noraei 2009). Pentobarbital
uygulanan farelerde, safranal (90, 180, 360 mg/kg intragastrik) NREM uykusunu arttirmistir.

Bu aragtirma, safranalin hipnotik etki potansiyeli oldugunu vurgulamaktadir (Liu ve ark., 2012).

Safranal tedavisinin (291 mg/kg (i.p.)), oksidatif hasara bagli nérodejeneratif hasar
modeli olusturulmus sicanlarda, DNA hasarini1 azalttigi ve antioksidan etkinligi arttirdigi
gosterilmistir. Bu aragtirmada safranalin noroprotektif etki gosterdigi, Alzheimer gibi
norodejenaratif hastaliklarin  tedavisinde kullanma potansiyeli olduguna deginilmistir

(Sadeghnia ve ark., 2013).

Epilepsi modeli olusturulan hayvan deneylerinde safranalin antikonviilsan etkileri de
aragtirtlmigtir. Safranal (145 mg/kg, 291 mg/kg), sicanlarda pentilentetrazol ile indiiklenen,
minimal klonik ndbetleri ve jeneralize tonik klonik nobetleri doza bagimli olarak azaltmistir.
Safranalden 15 dk O6nce uygulanan flumazenil ise safranalin etkinligini ortadan kaldirmus,
nalokson uygulamasi ise degistirmemistir. Bu ¢aligmada safranalin antikonviilzan etkilerine
kismen de olsa GABA benzodiazepin reseptoriiniin aracilik ettigi gosterilmistir (Hosseinzadeh
ve ark., 2013). Diger bir ¢calismada, nanolipid tasiyici ile tasinan safranalin (30, 100, 300 mg/kg)
akut ve kronik epilepsi modeli lizerinde etkinligi ¢alisilmistir. Bu ¢alisma safranalin, farelerde
akut ve kronik epilepsi modellerinde jeneralize ndbeti inhibe ettigini ve nanolipid tastyicinin bu

etkiyi artirabilecegini gostermektedir (Bo-Qiang ve ark., 2018).

Safranalin antidepresan etkilerini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada, 21 giin
boyunca kisitlama stresine maruz birakilan siganlarin oksidatif stres seviyeleri Ol¢lilmiistiir.
Safranal, tedavi almayan gruba gore malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH)
seviyelerini iyilestirmistir. Arastirma safranalin (0,75 mg/kg) beyinde kronik stresin neden
oldugu oksidatif tepkiyi modiile ederek kronik stresin neden oldugu depresyon benzeri etkilere
kars1 koruyucu olabilecegini vurgulamistir (Samarghandian ve ark., 2017). Farelerde yapilan
bir ¢alismada ise zorlu yiizme testinde 0,15-0,50 mg/kg safranal immobiliteyi azaltmis, yiizme
stiresini uzatmigtir. Safranal agik alan testinde steriotipik aktiviteyi arttirarak antidepresan
benzeri etkinlik gostermis ve bu etkinin serotonin aracili olabilecegi belirtilmistir

(Hosseinzadeh ve ark., 2004).

Streptozotosin (STZ) ile indiiklenen DM modelinde safranal ve metforminin 6grenme
ve hafiza iizerine etkileri test edilmigstir. Safranalin (0,1 ve 0,4 mg/kg) yani sira diisiikk doz

safranal (0,025 mg/kg) + 200 mg/kg metforminin sicanlarda diyabetin sebep oldugu spasyal
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ogrenme ve hafiza sorunlarini, hipokampal néron kaybini, hipokampal MDA, TNFa, kaspaz-3
seviyelerini 1iyilestirdigi ve SOD aktivitesini azalttigi gosterilmistir. Bu etkilerde
antiinflamatuvar ve antiapopitotik mekanizmalarin rol oynayabilecegi vurgulanmistir

(Delkhosh-Kasmaie ve ark., 2018).

Safranalin hafiza iizerine olan etkinligi intrahipokampal amiloid beta (AB1-40)
tarafindan indiiklenen bir sican Alzhiemer modelinde degerlendirilmis, ¢aligmada 0,025; 0,1 ve
0,2 mL/kg safranal tedavisi oral olarak uygulanmistir. Safranalin doza bagl olarak Y-
labirentinde, yeni nesne ayirt etmede, pasif kaginma ve 8 kollu radyal kol labirent testinde
bilissel fonksiyonlar1 gelistirdigi gdsterilmistir. Safranal tedavisinin apopitosizi, oksidatif stresi
inflamasyonu ve nétrofil infiltrasyonunu iyilestirerek ve ayrica mitokondri biitiinligiinii de
koruyarak hafiza ve 6grenme {izerinde etkili olabilecegi belirtilmistir (Baluchnejadmojarad ve

ark., 2019).

Kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri

Safranalin (1, 2 ve 4 mg/kg/giin) normotansif ve hipertansif siganlarda ortalama sistolik
kan basinci ve kalp hizi lizerindeki etkileri tail cuff yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Safranalin kan basincin1 doza bagl sekilde azaltabilecegi gosterilmistir (Imenshahidi ve ark.,

2015).

Iskemik kardiyak reperfiizyon hasari olusturulan siganlarda safranal (0,1; 0,5 mL/kg,
1.p.) yalnizca enfarktiis boyutunu 6nemli Olgiide azaltmakla kalmayip ayni zamanda sol
ventrikiil fonksiyonlarini ve miyokardin genel hemodinamik durumunu iyilestirmistir. Safranal,
Akt/GSK-3p/eNOS’un fosforilasyonunu arttirmis ve miyokardda IKK-B/NF-kB protein
ekspresyonlarini azaltmistir. Ayni zamanda safranalin gii¢lii anti-apoptotik potansiyeli oldugu
gosterilmistir. Ayrica safranal doza bagl olarak normallestirilmis miyokardiyal antioksidan ve
nitrotirozin seviyeleri, kardiyak hasar belirtegleri (LDH ve CK-MB) ve iskemik reperfilizyon ile
hasar gérmiis miyokardda TNF-a seviyesini azaltmigtir. Histopatolojik bulgularla, miyokard
yapisinin korundugunu, inflamatuvar hiicrelerin ve 6demin azaldigi dogrulanmis ve bu

sonuclarin biyokimyasal sonuglarla korele oldugu rapor edilmistir (Bharti ve ark., 2012).

Diger arastirmalar
Safranal tedavisinin CCly’iin yaptig1 karaciger hasarina kars1 koruyuculugu, antioksidan
ve antiinflamatuvar etkisi arastirilmistir. Yiiksek doz safranalin CCls’lin yaptig1 karaciger

hasarma kars1 antioksidan sistemi destekledigi gozlenmistir. Ancak yiiksek doz (100 mg/kg)
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safranalin TNF-a ve IL-6 sitokinleri artirdig1 ve inflamatuvar 6zellik gosterdigi bulunmustur.
Sonug olarak safranalin doza bagl olarak antiinflamatuvar ve antioksidatif etkiye sahip oldugu

belirtilmistir (Alayunt ve ark., 2019).

Safranalin (0,2; 0,4; 0,8 mM) vazodilatér etkisi 10 M fenilefrin ya da 80 mM KCl
uygulanarak kasilmis izole sigan torasik aortunda denenmistir. Safranal hem intak hem de
endotel hasarli aort halkasinda gevsemeye neden olmustur. Vazodilator etkinin mekanizmasini
aydinlatmak icin safranal uygulamasindan 6nce indometazin ve L-NAME uygulanmis, bu
uygulama safranalin EC50 degerini degistirmemistir. Bu aragtirma, safranalin gevsetici

etkisinin endotelden bagimsiz gerceklestigini gostermektedir (Razavi ve ark., 2016).

2.5.2. Safranal toksisitesi

Safranalin akut ve sub-akut toksisitesi, maruz kaldiktan sonra sirasiyla 2 ve 21 giin
icinde sican ve farelerde incelenmistir. Safranalin i.p. LD50 degerleri erkek farelerde 1.48
mL/kg, disi farelerde 1.88 mL/kg ve erkek sicanlarda 1.50 mL/kg olarak bildirilmistir. Oral
LD50 degerleri erkek farelerde 21.42 mL/kg, disi farelerde 11.42 mL/kg ve erkek sicanlarda
5.53 mL/kg’dir. Subakut toksisite i¢in, safranal, erkek sicanlara 21 giin boyunca giinde bir kez
oral yoldan uygulanmistir. Hematolojik testlerde eritrosit, hematokrit, hemoglobin ve trombosit
sayilarinda belirgin diisiis yaptig1 bildirilmistir. Safranal kolesterol, trigliserit ve alkalin
fosfataz1 azaltirken laktat dehidrojenaz ve serum iire nitrojeni arttirmistir. Histolojik caligmalar
safranalin kalp, karaciger ve dalak {iizerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadigini
gostermistir. Ancak bobrek ve akcigerde patolojik degisiklikler gozlenmistir. LD50 degerlerine
gore safranal hem farelerde hem de sigcanlarda akut i.p. yoldan toksisitesi diisiiktiir ve akut oral
uygulamada pratik olarak toksik degildir. Subakut toksisitede safranal bazi hematolojik ve

biyokimyasal parametreleri degistirmistir (Hosseinzadeh ve ark., 2013).

2.6. Deneysel Diyabet Modelleri

Deneysel hayvan modellerinde yapilan caligmalar; hastalik patofizyolojisinin
arastirtlmasi, tedavi hedeflerinin belirlenmesi ve yeni terap6tik ajanlarin arastirilmasi agisindan
onemlidir. Deneysel diyabet modelleri; deney hayvanlarinda genetik modeller, kimyasal
yontemler, kismi pankreatektomi veya yiiksek yagli/ yiiksek fruktozla beslenme seklinde farkl

uygulamalar ile olusturulmaktadir.

Deney hayvanlarinda kimyasal yontemlerle DM olusturulmas: yaygin olarak

kullanilmaktadir. Bu amacla en ¢ok kullanilan kimyasallar, alloksan ve STZ’dir. Her iki
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kimyasal da glikoz tasiyict 2 (GLUT2) yoluyla pankreatik B hiicrelerinde biriken glikoz
analoglaridir. Alloksan ROS olusumuyla, STZ ise DNA alkilleyici 6zelligiyle pankreasta
sitotoksik etki gdstererek B hiicre yikimina sebep olarak diyabet olusumuna neden olur (Lenzen,

2008).

STZ ve alloksanin etkinliklerini karsilastirmak icin yapilan bir aragtirmada, toplamda
Sprague-Dawley cinsi 54 yetigkin erkek sicana (i.p.) 120 mg/kg alloksan ve 60 mg/kg STZ
enjekte edilmis, iki kimyasalin Langerhans adaciklar1 iizerindeki etkisi histokimyasal olarak
incelenerek glikoz trigliserid ve insiilin seviyeleri Ol¢iilmiistiir. STZ’nin diyabetin
indiiklenmesinde daha yiiksek glikoz ve trigliserid seviyeleri, daha diisiik insiilin seviyeleri
saglamasi nedeniyle daha uygun bir ajan oldugu vurgulanmistir. STZ’nin Langerhans
adaciklarinda daha kalic1 bir harabiyete sebep oldugu, alloksanin ise etkilerinin geri doniislii
olabilecegine deginilmistir. Ayrica sagkalimin STZ uygulanan deney hayvanlarinda alloksan

uygulananlara gore daha iyi oldugu gosterilmistir (Islas-Andrade ve ark., 2000).

CS57BL/6] fareleri, yiiksek yagh diyetle (yagdan %58 enerji) beslendiginde normal
diyetle (%11 yag) beslenen gruba gore viicut agirligi ve glikoz, ilk haftadan itibaren artig
gostermektedir. Buna karsin yiiksek yagl diyetle beslenen grupta insiilin diizeyi 12 aylik
¢aligma periyodunda zamanla kademeli olarak artmaktadir. intravendz glikoz yiiklemesi, bir
hafta sonra bile belirgin glikoz intoleransi ile baglantili olarak ciddi sekilde bozulmus bir instilin
yaniti ortaya ¢iktigini gostermektedir. Yiiksek yagli diyetle beslenen C57BL/6J fare modelinin,
bozulmus glikoz toleransi ve T2DM patofizyolojini arastirmak ve yeni tedavi gelistirme

arastirmalar i¢in kullanilabilecek iyi bir model oldugu bildirilmistir (Winzell ve Ahrén, 2004).

Zucker Diabetic Fatty (ZDF) sicanlarda leptin reseptdrleri homozigot olarak mutasyona
ugramistir. Bu mutasyon hiperfajiyi indiikler ve bu sicanlar 4 haftalikken obez hale gelirler. Bu
siganlarda glikoz toleransi bozulmustur, ayni zamanda hiperinsiilinemi, hiperlipidemi ve
hipertansiyon goriiliir ve bozulmus glikoz toleranst gosterirler. Bu tiirde 10-11 haftalikken kan
glikoz diizeyleri 500 mg/dL nin {izerine ¢ikmaktadir. T2DM modeli olusturmak i¢in kullanilan
bir modeldir (Tokuyama ve ark., 1995).

Obez olmayan diyabetik (NOD) fare ve bio breeding (BB) sican, insanlarda goriilen
T1DM’ye benzerlik gosteren ve kendiliginden DM gelistiren sik kullanilan genetik modellerdir.
Bu tiirlerde kilo kaybi, poliiiri, polidipsi, hiperglisemi ve insiilinopeni gelisir. Insanlarda

goriilen diyabete benzer olarak ketoasidoz, eksojen insiilin uygulanmadig: takdirde siddetli ve

24



Oliimciildiir. Bu tiirlerde pankreas adaciklari; T hiicreleri, B hiicreleri, makrofajlar ve dogal
oldiiriicii hiicreler tarafindan immun reaksiyonuna maruz kalarak insan TIDM modelini taklit

etmektedirler (Rees ve Alcolado, 2005).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismas1 Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama
ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu'nda degerlendirilmis ve 2020/028 No’lu karar ile
onaylanmigtir. Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii

tarafindan 201418008 proje numarasi ile desteklenmistir.

Izole organ banyosu deneyleri Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Tibbi Farmakoloji Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Immiinohistokimyasal analizler
Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. Insiilin, HbA . ve qRT-PCR analizleri igin ise dis laboratuvarlardan hizmet

alimi yapilmstir.

3.1. Deney Hayvanlari1 ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi
Calismada kullanilan siganlar Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel
Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmis ve deney gruplarina uygulanan

prosediirler bu merkezde yapilmaistir.

Calismada 40 adet 4 aylik Wistar albino (388 + 31,14 g) cinsi erkek sigan kullanilmistir.
Sicanlar 21 + 2° C sicaklikta, %50 nem ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiiniin saglandig:
odalarda, tabani odun talas: ile kaplanmis polikarbonat kafeslerde ve her kafeste en fazla 4
hayvan olacak sekilde tutulmustur. Sicanlara standart sican pellet yemi ve ¢cesme suyu ad
libitum olarak verilmistir. Deneysel prosediirlere baglanmadan 6nce hayvanlarin adaptasyonu
icin bir hafta beklenmis ve bu siirenin sonunda hayvanlar rastgele sekilde dagitilarak asagidaki

gruplar olusturulmus ve gruplar Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Deneyde olusturulan gruplar

Gruplar n sayisl
SK Saglikl1 kontrol 8
DM DM kontrol 8
DM+ SAF 0,5 DM+ 0,5 mg/kg safranal 8
DM+SAF 0,75 DM+ 0,75 mg/kg safranal 8
DM+ SAF 1 DM+ I mg/kg safranal 8

TOPLAM 40

3.2.  Deneysel Diyabet Olusturulmasi, Kan Glikoz Diizeyi ve Agirhk Olgiimii
Deneysel prosediirlere baslamadan 6nce hayvanlarin agirlik ve kan glikoz diizeyi
Ol¢iimleri yapilmistir. Sicanlar 4-6 saat a¢ birakilmis ve kuyruk venine insiilin enjektor ignesi

ile punksiyon yapilarak elde edilen 1 damla kan glikometreye alinarak kan glikoz diizeyi
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Ol¢lilmiistiir. Diyabet olusturulacak gruplar icin taze hazirlanmis 50 mg/kg STZ, sodyum sitrat
tamponunda ¢oziilerek i.p. olarak uygulanmistir. DM grubuna ise ayni1 hacimde i.p. sodyum
sitrat tamponu uygulanmistir. 72 saat sonra tiim siganlarin kan glikoz diizeyleri 6l¢iilmiis, kan
glikoz diizeyleri 250 mg/dL {izeri bulunan hayvanlar diyabetli kabul edilerek deneye dahil
edilmigstir. Tablo 3.1°de belirtilen tedavi gruplarina 8 hafta boyunca farkli dozlarda safranal, %5
tween 80 iceren salinde ¢oziilerek i.p. olarak her giin uygulanmistir. Kontrol grubuna ise 8 hafta
boyunca %5’lik tween 80 bulunan salin ¢ozeltisi uygulanmistir. Her 14 giin sonunda
hayvanlarin kan glikoz diizeyleri ve agirliklar Slgiilerek kaydedilmistir. Calisma bitiminde
ketamin/ksilazin kombinasyonu ile anestezi altina alinan sicanlar intrakardiyak kan alim ile
sakrifiye edilmistir. Alinan kan 6rnekleri HbA . ve insiilin diizeylerini 6lgmek iizere analizin
yapilacagi laboratuvara gonderilmistir. Sakrifiye edilen sicanlardan hizla torasik aort ve

pankreaslar diseke edilmis ve bu dokulara asagidaki prosediirler uygulanmistir.

3.3. Insiilin ve HbAc Degerlerinin Ol¢iimii

Sakrifiye edilen siganlardan alinan kan 6rnekleri EDTA’l1 ve serum ayirict jel tiiplere
konularak 5000 devir/dk hizla 10 dakika santrifiij edilerek plazma ve serum ayristirtlmigtir.
Daha sonra bu tiipler HbA1. ve insiilin diizeylerini 6l¢iilmesi amaciyla hizmet satin alinan
laboratuvara gonderilmistir. Insiilin seviyelerinin kantitatif 6lgiimii ELISA kiti (Bioaasay
Technology Laboratory, China) ile, HbAlc seviyelerinin ol¢iimii ise HPLC cihaz1 ile
gerceklestirilmistir.

3.4. Pankreaslarin Immunohistokimyasal Incelenmesi

Dokular %10’luk formalin soliisyonu igerisinde tespit edilmistir. Tespit iglemi sonrasi
tiim dokular kodlanarak plastik kasetlere alinmis ve Sakura Tissue-Tek VIP6AI (Japonya) doku
takip cihazinda alinmistir. Bu iglem tamamlandiktan sonra dokular parafin bloklara gémiiliip,
bu bloklardan mikrotom yardimiyla Sum kalinliginda kesitler lamlara konulmustur. Bu kesitler
Insulin (DAKO, Poliklonal Guinea Pig Anti-Insulin, Code IR002) immunhistokimya boyamas1
uygulamak iizere otomatik immunhistokimya boyama cihazina (DAKO Omnis-Danimarka)
alinmistir. Tetkik tamamlandiktan sonra preparatlar Olympus BX53 (Japonya) 1s1k

mikroskopunda degerlendirilmistir.

Dokularin 151k mikroskopunda boyanma siddeti ve boyanma yayginligina gore
arastirilmistir. Langerhans adaciklar1 boyama siddetine gore 0 (negatif), + (zayif), ++, (orta) ve
+++ (giicli) 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
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boyanma olmasi) olarak degerlendirilmistir. Bu analizler Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji

Laboratuvari’nda ger¢eklestirilmistir.

3.5. qRT-PCR Analizi
Safranal tedavisinin endotel disfonksiyona olan etkisini incelemek i¢in, diyabetli
sicanlarin torasik aortlar1 yukaridaki prosediirler izlenerek izole edilmis ve eNOS ve VCAM-1

gen ekspresyonlart qRT-PCR ile agagidaki prosediirler uygulanarak degerlendirilmistir.

Izole edilen arterlerden alinan 25-50 mg’lik 6rnekler bistiiri yardimiyla kiiciik pargalara
ayrilmustir. Fiziksel olarak parcalanan 6rneklere 1 ml ekstraktor eklenip 10 dakika bekletilmis
ve Orneklerin tamamen pargalanmasi saglanmistir. Daha sonra 0,2 ml kloroform ilave edilip
vortekslenmis ve 12.000 g ile 10 dakika santriflij edilmistir. Ayrilan siipernatant, RNAaz
icermeyen santrifiij tlipiine aktarilmis ve etanol eklenerek karigtirllmistir. Yapilan seri
santrifiijler ile saf RNA eldesi amaglanmistir. Elde edilen RNA’larin kalite kontroli ve
konsantrasyonlar1 spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. A260:A280 orani i¢in 2+0,1 ve

A260:A230 orani i¢in 2,0-2,4 arasinda olan RNA ornekleri ¢calismada kullanilmistir.

cDNA analizi i¢in ¢oziinen Ornekler kit (miRNA All-In-One cDNA Synthesis Kit,
katalog numarasi: G898, ABM, Amerika Birlesik Devletleri) uyarinca hazirlanan karisima esit
yogunlukta ornek icerecek sekilde normalize edilerek ilave edilmistir. Hazirlanan karigim

termal cycler (Bio Rad T100)’da kit talimatlarina uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilmistir.

Elde edilen cDNA, Master Mix (Blastaq Green 2X qPCR MasterMix, katalog numarasi: G891,
ABM, Kanada) prosediiriinde tavsiye edilen oranda niikleaz free distile su ile dilue edilerek
gqRT-PCR islemleri i¢in kullanilmigtir. 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 sayist kullanilan kite uygun ayarlanarak reaksiyon
gerceklestirilmistir. Calismada 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,24t yontemi
kullanilarak kat degisimi seklinde ifade edilmistir. qRT-PCR analizinde kullanilan primer
dizileri Tablo 3.2°de verilmistir. GAPDH, VCAM-1 ve eNOS’a ait erime egrileri Sekil 3.1,
Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te gosterilmistir.
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Tablo 3.2. qRT-PCR analizinde kullanilan primer dizileri

Organizma Gen ad1 Primer dizisi
RAT VCAM-1 F: 5’-ACTGCACGGTCCCTAATGTG-3’
RAT VCAM-1 R: 5’-CAAGAGCTTTCCCGGTGTCT-3’
RAT ENOS F: 5>-GCGTCAGGATGGTGAAAGGG-3’
RAT ENOS R: 5>-TCGATCAAAAGGTGGGTCTCC-3’

0.018

0.016

0.014

0.012

0.010

-dFjdT

0.008

0.006

0.004

0.002

0.000
64.00 66.00 68.00 70.00 72.00 74.00 76.00 78.00 80.00 82.00 84.00 86.00 88.00 90.00 92.00 94.00 96.00 98.00
Temperature

Sekil 3.1. GAPDH erime egrisi
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Sekil 3.2. VCAM-1 erime egrisi

0.018
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0.002

0.000
64.00  66.00  68.00 7000 7200 7400 7600  78.00 80.00 8200 8400 8600  88.00 90.00 9200 9400  96.00  98.00
Temperature

Sekil 3.3. eNOS erime egrisi

Roche Lightcycler 96 cihazinin kantitatif analiz programindan ¢ikan sonuglara gore her
ornegin referans ve hedef CT degerleri alinmistir. Delta delta CT formiilii tizerinden hesaplama

yapilarak bulunan sonuglar istatiksel olarak degerlendirilmistir.

3.6. izole Organ Banyosu Cahsmalari
Sicanlardan izole edilen aortlar bekletmeden +4°C Krebs-Henseleit soliisyonu (KHS)
icine alinmistir. Sican aortu endotel hasarmma sebep olmayacak sekilde ¢evre dokulardan

temizlenerek ve 2-3 mm genisliginde halka seklinde preparatlar hazirlanmigtir. Dokular 37°C’
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de Krebs-Henseleit soliisyonu iceren ve %95 O2- %5 CO; karisimu ile siirekli gazlandirilan 10
ml hacminde izole organ banyosu i¢ine alinmis ve 1 g istirahat gerilimi altinda 60 dakika siireyle
dinlendirilmistir. 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.

Organ banyosuna 80 mM KCI ilave edilerek aort halkalarinin maksimum kasilma
yanitlar1 kaydedilmistir. KCl ile kasilma yanitlar1 alindiktan sonra dokular 15 dakika araliklarla
KHS ile yikanarak 60 dakika boyunca dinlendirilmistir. Dinlendirme siiresinin sonunda
banyoya 10> M fenilefrin ilavesiyle alinan kasilmalar maksimuma ulaginca kiimiilatif Ach (10
-10° M) ve 10~ SNP (sodyum nitroprussid) uygulanmis ve maksimum gevseme (Emax) ve pD:

(-log EC50) degerleri karsilastirilmistir.

Uygulanan organ banyosu prosediirleri Sekil 3.4’te 6zetlenmistir.

Sigan aort halkalari 1 gram istirahat geriliminde 1 saat dinlendirilir.
(15 dakikada bir taze KHS ile yikanarak)

Aort halkalarinin 80 mM KCl ile bazal kasilma cevaplari
alinmistir

15 dakikada bir taze KHS ile yikanarak 1 saat dinlendirilir.

105 M Fenilefrin uygulanir.

10%-105 M kiimulatif Asetilkolin (Ach) ve SNP olarak
uygulanarak gevseme yanitlar kaydedilir.

Sekil 3.4. izole organ banyosu prosediirleri

31



3.7. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Verilerin tanimlanmasinda kategorik veriler icin frekans, ylizde, sayisal veriler i¢in
ortalama + standart sapma kullanildi. Verilerin normalligi grafiksel yontemler ve degisim kat
sayist ile degerlendirildi. Gruplar arasindaki karsilastirmalar one way anova testi kullanildi.
Post hoc analizde varyanslarin homojenligine gére LSD ve tamhane testi ile degerlendirildi.
Aclik kan sekeri ve kilo degisiminin gruplar arasindaki fark mixed anova testinden yararlanarak
karsilagtirildi. Kategorik verilerin analizinde ki kare testi uygulanmistir. P < 0,05 oldugunda
aradaki farkin istatistiksel olarak énemli oldugu kabul edilmistir. Istatistiksel verilerin tamami

SPSS® 28 paket programi kullanilarak yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Agirhik ve Kan Sekeri Olciimleri
Deney boyunca tiim gruplarin agirliklar1 ve kan sekerleri 14 gilinde bir dlglilmiistiir.

Agirlik olctimleri Tablo 4.1°de, kan sekeri 6l¢iimleri ise Tablo 4.2°de verilmistir.

Deneyin baglangicinda agirlik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. DM olusturulan gruplarin agirliklari, SK grubu ile karsilastirilmis ve buna gore
DM olusturulan gruplarin tamaminin agirliklarinda 2. 4. 6. ve 8. haftalarda anlamli bir azalma
gbzlenmistir (p<0,01). DM grubu ile safranal tedavi gruplari arasinda agirlik bakimindan bir

fark bulunamamustir.

Tablo 4.1. Haftalara gore deney gruplarinin agirliklar: (Ortalama+SS)
SK DM DM+ SAF 0,5 DM+ SAF 0,75 DM1 + SAF1

Baslangi¢  378,7+ 37,2 388,7+ 16,2 396,8+ 19,8 393,1+ 13,4 400,1+ 21,3

2. hafta 391,2 £35,6 331+ 25,2* 343,74+ 15,0* 330,6+ 18,6* 347,1+£ 17 4%

4.hafta 403,1+ 35,6 303+ 35,6* 327,24+ 26,1* 306,8+ 17,1* 318+ 22,9*

6.hafta 414,3+ 34,0 291,2+31,2* 315,24+ 42,0* 288,1+ 19* 308+ 14,8*

8.hafta 425+ 324 286,8+22,0* 312,24+ 39,7* 277,5+25,2*% 304,84+ 16,2*
*SK ile grubuyla karsilastirildiginda (p<0,01)

DM olusturulan tiim gruplarda kan sekeri SK grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (p<0,001). Kan sekeri Olgiilen tiim haftalarda, safranal tedavisi uygulanan
gruplarin tamaminda DM grubuna gore kan sekeri anlamli olarak daha diisiik bulunmustur

(p<0,01).

Deneyin 2. haftasinda yapilan 6l¢iimlere gore, farkli dozlarda safranal uygulanan

gruplar arasinda kan sekeri bakimindan anlamli bir fark gézlenmemistir.

Deneyin 4. haftasinda yapilan dl¢limlere gore, DM+SAF0,75 ve DM+SAF1 gruplarinin
kan sekeri diizeyleri DM+SAFO0,5 grubuna gore anlamli olarak daha diigiik bulunmustur
(»<0,001).

Deneyin 6. haftasinda yapilan Olcimlerde, DM+SAF1 grubunun kan sekeri
DM+SAFO0,75 grubuna gore diisiik bulunmustur. DM+SAF0,75 grubunun kan sekeri degerleri
ise DM+SAFO0,5 grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0,05).
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Deneyin 8. haftasinda yapilan Ol¢limlere gore ise DM+SAF1 ve DM+SAF 0,75
grubunun kan glikoz diizeyleri DM+SAF0,5 grubuna goére anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur (p<0,001).

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

SK DM DM + SAF 0,5 DM +SAF 0,75 DM + SAF 1
Baslangic  75,2+7.3 79,5+4,6 84,3443 82,7+5,14 82,8+6,8
2. hafta  72,1+6,8 550+32,5 486,8+24,1" 429,3+4824™  420+4™
4.hafta 75,7+8,8 561,8+41,3 480+21,5" 416,8+35,75 " 426,8+32,7
6.hafta 76,7+8,2 553,7+26,2 482,5+14,1" 43434542 40124237
8.hafta 69,8+ 7,8 561,2+31,8 475+28"" 419£9™ 410+19,9°

DM grubuyla kiyaslandiginda *p<0,05 ** p<0,01
DM+SAFO,5 ile kiyaslandiginda +p<0,05 ++ p<0,01

DM+SAFO,75 ile kiyaslandiginda #p<0,05 ## p<0,01

4.2. Biyokimyasal Ol¢iimler

Deney sonunda alinan kan orneklerinden elde edilen insiilin ve HbAi. degerleri
istatistiksel olarak incelenmis ve gruplara ait degerler Tablo 4.3’te verilmistir. DM’li tiim
gruplarda insiilin diizeyi, SK grubuna goére anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,01). Tiim
tedavi gruplarinda, insiilin diizeyleri DM kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir. Farkli
dozlarda safranal tedavisi alan gruplar karsilastirildiginda tedavi gruplari arasinda anlamli bir

fark bulunmamustir.

DM’li tim gruplarda HbA. degerleri SK grubuna gore anlamli olarak yiikselmistir
(»<0,001). Safranal uygulanan tedavi gruplarinin tamaminda HbA . degeri DM grubuna kiyasla
anlamli olarak azalmistir (p<0,01). DM+SAFO0,75 grubuyla DM+SAF1 grubunun HbAI.
degerleri arasinda anlamli olarak fark bulunmazken, DM+SAF0,75 grubunun HbA . degeri,
DM+SAFO,5 grubuna gore anlamli olarak azalmistir (»p<0,05).

Tablo 4.3. Gruplarin insiilin ve HbAic degerleri

n=8§ SK DM DM+SAF 0,5 DM+SAF 0,75 DM+SAF 1
Insiilin ~ 11+0,1 6,1+ 0,4 " 79+0,7 " 8+0,8" " 8,8+ 02"
HbA 1. 4,6+£0,4 12,1+ 0,7 9,5+0,6" 8,6+£0,6 9240,6" "

*DM grubuyla kiyaslandiginda p<0,01**p<0,001
+SK grubuyla kiyaslandiginda p<0,001
#DM+SAFO,5 ile kiyaslandiginda #p<0,05

34



4.3. Immunohistokimya Verileri

Deneyin sonunda diseke edilen pankreas dokulart %10 formaldehit igerisinde fikse
edildikten sonra sican insiilin antikoru ile boyanmis ve immunohistokimyasal olarak
incelenmistir. Isik mikroskopiyle alinan goriintiiler boyama yogunluga gore 0 (yok), + (zayif),
++, (orta)ve +++ (kuvvetli), yayginliga gore 0 (yok), 1 (< %50) fokal, 2 (>%50) diffiiz immiin
reaksiyon olarak degerlendirilmistir. Deney gruplarina ait mikroskop goriintiileri Sekil 4.1, 4.2,

4.3, 4.4 ve 4.5’te verilmistir.

Safranal uygulanan tedavi gruplarinin tamami, DM grubuna gére immunohistokimyasal
boyanma siddeti ve yayginligi bakimindan anlamli olarak farkli bulunmustur. Safranal dozu
arttikca hem boyanma siddeti hem de yaygimligi artmigtir ancak bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunamamustir. Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’te gruplar aras1 boyama siddeti ve yayginligina

gore dagilim verilmistir.

Tablo 4.4. Pankreaslarin boyanma siddetine gore gruplar arasindaki dagilimi

SK DM DM+SAF 0,5 DM+SAF 0,75 DM+ SAF 1
Zayif %387,5 %25 %12,5
(n=7) (N=2) (n=1)
o %12,5 %62,5 %62,5 %62,5
rta
(n=1) (n=5) (n=5) (n=5)
Kuvvetli %100 %12,5 %25 %37,5
(n=8) (N=1) (n=2) (n=3)
Tablo 4.5. Pankreaslarin boyanma yayginligina goére gruplar arasindaki dagilimi
SK DM DM+SAF 0,5 DM+SAF 0,75 DM+ SAF 1
Fokal %387,5 %37,5 %25 %12,5
(n=7) (n=3) (n=2) (n=1)
Diffiiz %100 %12,5 %62,5 %75 %387,5
(n=8) (n=1) (n=5) (n=6) (n=7)

35



¢

Sekil 4.1. SK grubuna ait immunohistokimysal olarak insiilin boyaa siddeti kuvvetli (+++) ve boyanma
yaygmligi diffiiz (>%50) olan fotograf

[z |
Sekil 4.2. DM grubuna ait immunohistokimyasal olarak insiilin boyanma siddeti zayif (+) ve yayginlig1 fokal
(<%50) olan fotograf

Sekil 4.3. DM+SAFO0,5 grubuna ait immunohistokimyasal olarak insiilin boyanma siddeti orta (++) ve yayginlig1
diffiiz (>%50) olan fotograf



Sekil 4.4. DM+SAFO0,75 grubuna ait immunohistokimyasal olarak insiilin boyanma siddeti orta (++) ve
yayginligi diffiiz (>%50) olan fotograf

Sekil 4.5. DM+SAF1 grubuna ait immunohistokimyasal olarak instilin boyanma siddeti orta (++) ve yaygmligi
diffiiz (>%50) olan fotograf

4.4. Safranal Dozlarimin VCAM-1 ve eNOS Ekspresyonuna Etkisi
Deney sonunda si¢anlardan diseke edilen torasik aortlarin qRT-PCR analizi ile VCAM-
1 ve eNOS mRNA seviyeleri degerlendirilmistir.

DM+SAF0,5, DM+SAF0,75 ve DM+SAF1 gruplart DM grubuyla karsilastirilmis ve
VCAM-1 seviyelerinde sirasiyla 4,5; 2,4; 2,49; 2,68 kat artig gozlenmistir. DM grubunda
VCAM-1 artig1, tiim tedavi gruplarina gore anlaml olarak daha yiiksektir (p<0,05). Ancak
tedavi gruplar1 kiyaslandiginda VCAM-1 mRNA diizeyleribakimindan dozlar arasinda anlaml
bir fark yoktur. VCAM-1 kat artis1 Sekil 4.6’da gosterilmistir.

37



5— —

7 %k k
2 3= — —
20 T
=
N 2-
5]
=

1-_i

0= T T

» N
& O < K 3
%Y, %Y’ X%

Sekil 4.6. VCAM-1 kat degisimi

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

DM+SAFO0,5, DM+SAF0,75, DM+SAF1 ve DM grubu SK grubu ile karsilastirilmis ve
eNOS seviyelerinde sirasiyla 0,83; 0,91; 0,8; 0,55 kat artmistir. Tedavi gruplarindaki eNOS
artis1 DM grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (»<0,05). Ancak tedavi gruplarinin
eNOS mRNA diizeyleri arasinda anlamli bir fark yoktur. Gruplarin eNOS kat degisimi grafigi
Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. eNOS kat degisimi

SK grubuyla kiyaslandiginda ** P<0,01 ***P<0,001
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4.5. Izole Organ Banyosu Verileri

Tim gruplarda 80 mM KCl ile alinan kasilma yanitlari ile 10> M fenilefrinle alman
kasilmalar degerlendirilmis ve siganlara uygulanan prosediirlerin fenilefrinin maksimum
kasilma yanitlarini etkilemedigi saptanmustir. Izole organ banyosunda 10 M fenilefrin ile
kasilmasindan sonra ACh ile kiimiilatif (10°-10° M) alinan gevseme yanitlari
degerlendirilmistir. Gruplardan alinan sonuglar Tablo 4.3’te Emax ve pD2 olarak belirtilmistir.
Emax ve pD2 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (P<0,01).
DM grubunun Emax degerleri, SK grubuna gore anlaml olarak azalmistir (P<0,01). Safranal
uygulanan gruplarin tamaminda ise Emax DM grubuna kiyasla anlamli olarak artmistir

(p<0,001).

Farkli dozlarda safranal uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda Emax
degeri doza bagli anlamli olarak artmistir (»<0,05). DM+SAF1 grubu ile SK grubunun Enax

degeri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Deneysel olarak diyabet olusturulan tiim gruplarda pD> degeri, SK grubuna gore anlamli
olarak azalmistir (P<0,01). Safranal tedavisi uygulanan tiim gruplarda ise pD> degeri DM
grubuna gore anlamli olarak artmistir (p<<0,01). Farkli dozlarda safranal tedavisi uygulanan
gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise pD> degerlerinde doza bagl bir artig

gozlenmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.

Tablo 4.6. Gruplarin Emax ve pD2 Degerleri

n=8 SK DM DM+ SAF 0,5 DM+SAF0,75 DM+ SAF 1
Eumax 90,5+ 2,8 58+3,3* 76,3+ 3,1%+ 82,3+ 4,5% + 87+ 1,6 +
pD: 73+0,2 6,5+ 0,1* 6,9+0,1%+ 7,1+ 0,2% + 7,1 0,1% +

* SK grubuyla kiyaslandiginda p<0,001
+ DM grubuyla kiyaslandiginda p<0,01
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada STZ ile T1DM olusturulan siganlarin 3 farkli dozda safranal ile tedavisi, kan
glikoz ve HbA|c diizeylerini azaltmig, insiilin diizeylerini ise arttirmistir. Ayrica safranal
tedavisinin pankreas dokularinda insiilin antikoruyla boyanma siddeti ve yayginligini arttirdigi
bulunmustur. qRT PCR c¢aligsmalarinda, safranal ile tedavi edilen siganlarin aortasinda VCAM-
1 protein ekspresyonunda azalma ve eNOS ekspresyonunda artig oldugu saptanmistir. eNOS
ekspresyonundaki artisa paralel olarak safranal tedavi grubu aort dokularinda TIDM’li sican

aortlarina gore ACh daha fazla gevseme olusturmustur.

Crocus sativus L. (safran); Iran, Ispanya, Hindistan ve Yunanistan gibi bazi iilkelerde
yetistirilen Iridaceae familyasina ait ¢ok yillik sapsiz bir bitkidir. Safranin farmakolojik olarak
aktif olan 6nemli bilesenleri; pikrokrosin, safranal, krosetin ve krosin gibi maddelerdir. Safranin
farmakolojik etkilerine dair aragtirmalar yeni olmamasina karsin son yillarda artig gostermistir

(Moshiri ve ark., 2015).

Safranin antidiyabetik etkilerini gosteren ¢ok sayida in vitro, in vivo ve klinik arastirma
bulunmaktadir (Rezq ve ark., 2013; Lahmass ve ark., 2017; Shahbazian ve ark., 2019;
Mobasseri ve ark., 2020). Wali arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada, safran bitki ekstresinin o-
glikozidaz enzimini inhibe ederek antidiyabetik etkinlige sahip oldugu gosterilmistir (Wali ve
ark., 2020). Safranin antidiyabetik etki mekanizmasinin arastirildigi diger bir caligmada;
safranin AMP-aktive protein kinaz aktivasyonuna neden olarak kaslarda GLUT4
translokasyonunu arttirarak glikoz alimina yol agtigi saptanmig, kas hiicrelerinde instilinle
birlikte sinertjistik bir aktiviteye sahip olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Kang ve ark., 2012). Ayrica
pankreas hiicreleri safran ekstresi ile inkiibe edildiginde insiilin salgisin1 doza bagl olarak
arttirdig1 saptanmistir (Dehghan ve ark., 2016). Ancak safran ekstresi i¢eriginde bulunan 6nemli

aktif bilesenlerden biri olan safranalin antidiyabetik etkileri ile ilgili literatiir bilgisi sinirhidir.

Arastirmamizda 8 hafta boyunca 0,5; 0,75; 1 mg/kg safranal tedavisi uygulanan gruplar,
DM grubu ile karsilastirildiginda canli agirlik tizerine anlamli bir fark olmadig1 saptanmustir.
Buna karsin, Samarghandian ve arkadaglarinin c¢alismasinda, STZ ile DM olusturulmus
sicanlarin 4 hafta siireyle 0,25 ve 0,50 mg/kg safranal (i.p.) ile tedavi edilmesi; DM grubuna
gore hayvanlarin canli agirliklarini anlaml olarak arttirmis, 0,75 mg/kg safranal ile tedavi

edilen grupta ise bulgularimiza benzer sekilde anlamli bir fark gézlenmemistir (Samarghandian
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ve ark., 2013). Diger yandan T2DM modeli olusturulan bir bagka ¢alismada safranal tedavisi

siganlarin canli agirliklarini etkilememistir (Hazman ve Ovali, 2015).

Kan glikoz diizeyi, diyabet tani ve takibinde en sik bagvurulan parametrelerdendir.
Calismamizda safranal tedavisi DM’li siganlarda gozlenen hiperglisemiyi anlamli olarak
azaltmis; iki haftalik tedavi sonrasi kan glikoz diizeyindeki azalma, uygulanan safranal dozuna
gore farklilik gostermemistir. Ancak sonraki haftalarda farkli dozlarda safranal uygulanan
gruplar karsilastirildiginda, kan glikoz diizeylerindeki azalmanin safranal dozuna gore farklilik
gosterdigi saptanmistir. Tedavinin 4. Haftasinda 0,75 ve 1 mg/kg dozunda safranal 0,5 mg/kg
dozunda safranale gore kan glikoz diizeyini daha fazla diisiirmiis; 6 hafta tedavi sonrasi ise
uygulanan safranal dozunun artmasina paralel olarak kan glikoz diizeylerindeki azalma anlamli
olarak farkli bulunmustur. Safranalin 0.75 ve 1 mg/kg uygulandig1 gruplarda ise 8 hafta tedavi
sonras1 kan glikoz diizeylerinin 0,5 grubuna goére anlamli olarak daha diisiik oldugu
gozlenmistir. Bu bulgular DM’li sicanlarda safranalin doza ve uygulama siiresine baglh olarak
hiperglisemiyi azalttigin1 gostermektedir. Bulgularimizla uyumlu olarak diger ¢aligmalarda da
safranalin diyabet modeli olusturulan hayvanlarda kan glikoz diizeyini distirdigi

gosterilmistir.

T2DM modeli olusturulmus siganlarda yapilan bir ¢alismada 200 mg/kg safranal (p.o.)
tedavisi uygulanmis ve safranal tedavisinin 8. ve 10. haftalarda kan glikoz diizeyini anlaml
olarak azalttig1 gosterilmistir (Hazman ve Ovali, 2015). Kianbakht ve arkadagslar1 da alloksan
ile diyabet olusturulmus siganlara 6 hafta boyunca giinde 0,25 ve 0,5 mg/kg safranal tedavisi
uygulamislardir. Bu siirenin sonunda tedavi gruplarinda kan glikoz diizeylerinin anlamli olarak
azaldigini bildirmislerdir (Kianbakht ve Hajiaghaee, 2011). Kasmaie ve arkadaslarinin yaptig1
bir arastirmada ise T1DM’li sicanlarda metformin, safranal ve her ikisi ile diisiik doz kombine
tedavinin etkinligi incelenmis; si¢anlar 35 giin boyunca tedavi edilmistir. Diigiik dozlarda
safranal (0,025 mg/kg) ve metformin (50 mg/kg) kan glikoz diizeyi {izerine etki gdstermezken,
0,Img/kg safranal, 0,4 mg/kg safranal 200 mg/kg metformin ve bunlarin diisik doz
kombinasyonu (0,025 mg/kg safranal+50 mg/kg metformin) STZ kaynakli hiperglisemiyi
anlamli olarak azaltmigtir (Delkhosh-Kasmaie ve ark., 2018). Arastirmacilar safranalin yiiksek
dozlarmin kan glikoz diizeyi iizerine etkili oldugunu ve diisiik doz safranal ve metforminin STZ
ile indiiklenen T1DM sinerjistik etki gdsterdigini vurgulamistir. Ancak safranalin tedavi siiresi
ve dozundaki farkliliklarin hiperglisemi iizerine olan etkisinin karsilastirildigi calisma az
sayidadir. Samarghandian ve arkadaslarinin yaptig1 aragtirmada 0,25 mg/kg safranal ¢aligmanin

4. haftasinda, 0,50 mg/kg safranal 3. ve 4. haftalarda kontrol grubuna goére anlamli olarak kan
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glikozunu azaltirken; 0,75 mg/kg safranal calismanin ilk haftasindan itibaren kan glikoz

diizeylerini anlamli olarak azaltmistir (Samarghandian ve ark., 2013).

HbA . diizeyi, kan glikoz diizeyi ile birlikte diyabet tan1 ve takibinde en sik bagvurulan
parametredir. Kan glikoz diizeyi bireyin anlik durumunu gosterirken, HbAi. 2-3 aylik
periyottaki ortalama kan glikozunu yansitmaktadir. Yiiksek HbAi. diizeyleri, diyabet
komplikasyon riskinin dnemli bir gdstergesi olarak kabul edilir ve kontrol altinda tutulmasi
diyabet komplikasyonlarinin prognozunun iyilestirilmesi agisindan 6nemlidir (Kurt, 2003;
Sherwani ve ark., 2016; Sherwani ve ark., 2016). Bu c¢alismada safranal uygulanan tiim
gruplarda kan HbA . degerleri azalmis; 0,75 mg/kg safranal verilen grupta HbAlc degeri 0,5
mg/kg dozunda safranal alan gruba gére anlamli olarak daha diigiik bulunmusgtur. Bulgularimiz
safranal tedavisinin HbA . yi diistirerek DM’ye bagl gelisen komplikasyonlara kars1 koruyucu
olabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde Kianbakht ve arkadaslari alloksan ile diyabet
olusturulan si¢anlara 6 hafta boyunca giinde 0,25 ve 0,5 mg/kg safranal uygulamasinin kandaki
HbA . ’yi diyabet kontrol grubuna gore anlamli sekilde diislirdiiglinii bildirmislerdir ancak

dozlar arasinda anlamli bir fark gozlememislerdir (Kianbakht ve Hajiaghaee, 2011).

Insiilin seviyelerinin lgiilmesi diyabet ve prediyabetin erken teshisi ve tedavisi i¢in
onemlidir (Lian ve ark., 2022). STZ uygulamas1 pankreas hiicrelerinde hasara neden olarak
insiilin salinimi belirgin sekilde azaltmaktadir. Arastirmamizda safranal tedavisi alan tiim
gruplarda insiilin diizeyi, DM grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Ancak dozlar arasinda
anlaml1 bir fark bulunmamistir. Benzer sekilde Kianbakht ve arkadaslar1 alloksan ile diyabet
olusturduklar1 sicanlarda 0,25 ve 0,5 mg/kg dozunda safranalin insiilin diizeylerini diyabet
kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini gostermislerdir (Kianbakht ve Hajiaghaee, 2011).
Hazman ve arkadaglar yiiksek yagli diyet ve diisiik doz STZ ile T2DM olusturduklar siganlara
200 mg/kg safranal (p.o.) uygulamasmin insiilin seviyesini anlamli olarak arttirdigini

bildirmislerdir (Hazman ve Ovali, 2015).

STZ pankreas iizerine toksik etki gostererek, fonksiyonel B hiicrelerinin sayisinda ve
insiilin immiinoreaktivitesinde dnemli derecede azalmaya sebep olmaktadir (Abunasef ve ark.,
2014). Aragtirmamizda STZ uygulanan, DM grubunda insiilin antikoruyla boyanan pankreas
hiicrelerinde boyanma siddetini ve yayginligi, SK grubuna gore gore anlamli olarak azalmistir.
Farkli dozlarda safranal tedavisi pankreas 3 hiicrelerinin boyanma siddeti ve yayginligint DM
grubuna gore anlamli olarak arttirmigtir. Safranal dozu arttik¢a boyama siddeti ve yogunlugu

acisindan bir artis gozlenmesine ragmen dozlar arasinda istatistiksel anlamli bir fark
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bulunmamistir. Deney hayvani sayisi arttirilarak yapilacak ¢alismalarda pankreas dokusundaki
etkiler daha net ortaya koyulabilir. Arastirmamiz safranal tedavisinin STZ’nin pankreas
dokusundaki sitotoksisitesine kars1 koruyucu etkileri olabilecegini gostermektedir. Bu sonug
arastirmamizda safranal uygulanan siganlarda Slgiilen insiilin diizeylerinin DM grubuna gore
artmasin1 destekler niteliktedir. Literatiirde safranalin STZ uygulanan pankreas dokusundaki
koruyucu etkisi ile ilgili calismaya rastlanmamistir. Ancak benzer metotlarla bazi bitkisel
ekstrelerin veya etken maddelerin STZ uygulanan sigcanlarin pankreas dokulari iizerinde
koruyucu etkileri olabilecegi gosterilmistir (Abunasef ve ark., 2014; El-Kordy ve Alshahrani,
2015).

Hazman ve arkadaglart T2DM modeli olusturduklar1 sigan pankreas dokularinda 200
mg/kg safranal uygulamasinin total antioksisan seviyesini arttirdig1, total oksidan seviyesini ise
azalttigini; oksidatif indeks degerini azaltarak belirgin olarak antioksidan etkinlik gosterdigini
bildirmislerdir. Ayrica izole pankreasta yiiksek yaglh diyet ve STZ uygulamasi sonucu artan
IFN-y, IL1B, IL-6, TNF-o gibi inflamatuvar sitokinleri azaltarak pankreas {iizerine
antiinflamatuvar etkinlik sergiledigini gostermislerdir. Arastirmacilar safranalin pankreas
lizerine antioksidan ve antiinflamatuvar etkinlik gostererek pankreas {iizerine koruyucu

olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Hazman ve Ovali, 2015).

Hiicre ylizeyinde sentezlenen adezyon proteinlerinin immiin ve inflamatuvar olaylarda
etkili oldugu bilinmektedir. VCAM-1; endotel, monosit, lenfosit ve hepatositlerde sentezlenen
adezyon proteinidir. VCAM-1 diizeyinin artis1 inflamasyonla ilgili hiicrelerin endotele
migrasyonunu kolaylastirmakta, endotel hasarmi artirmaktadir. Diyabetli hastalarda artan
VCAM-1 diizeyinin mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisiminde etkili
oldugu bilinmektedir (Jude ve ark., 2002; Hegazy ve ark., 2019). Calismamizda DM grubu sican
aort dokularinda SK grubuna gére VCAM-1 ekspresyonu anlamli olarak artmistir. Bu bulgu
literatiirle uyumludur (Khodadadi ve ark., 2018). Safranal ile tedavi edilen tiim gruplarda
VCAM-1 ekspresyonu belirgin olarak azaldigi tespit edilmistir Safranalin farkli dozlariyla
tedavi edilen siganlarda VCAM-1 ekspresyon diizeyleri benzer bulunmustur. Bu bulgu VCAM-
1 sentezindeki azalmanin safranal dozunun artisindan etkilenmedigini gostermektedir. Yapilan
literatiir taramasinda safranalin VCAM-1"e etkisine dair bir arastirma bulunamamasina karsin
safran bitkisinin icerigindeki diger bir dnemli bilesen olan krosetin (15 mg/kg) takviyesinin
yiiksek yagl diyetle hiperkolestrolemi modeli olusturulan tavsan torasik aortlarinda VCAM-1
ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (Zheng ve ark., 2005).
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NO, endetolde eNOS araciligtyla sentezlenir ve vaskiiler homeostazda dnemli bir rol oynar.
DM’nin eNOS aktivitesini bozmasi, ROS {iretimini arttirmasi ve NO biyoyararlaniminin
azalmasi proaterojenik degisikliklere yol agmaktadir (Tousoulis ve ark., 2011). Arastirmamizda
literatiirle uyumlu olarak (Kobayashi ve ark., 2005) DM grubunun aort dokusunda SK grubuna
gore eNOS ekspresyonu anlamli olarak azalmistir. Bu bulgu DM’ye bagli endotel disfonksiyon
gelistigini desteklemektedir. Safranal tedavi gruplarinda ise eNOS ekspresyonu DM grubuna
gore anlamli olarak artmistir. Fakat bu artis safranal dozuna bagli degildir. Safranal tedavisinin
DM grubuna gore eNOS ekspresyonunu arttirmasit DM’de gelisen endotel disfonksiyona kars1
koruyucu olabilecegini gostermektedir. Yapilan literatlir taramasinda safranalin eNOS
ekspresyonu tizerine etkisi ile ilgili arastirma bulunamamustir. Ancak, safrandaki baska bir aktif
bilesen olan krosin’in eNOS/NO yolunun ve diger endotelyal belirteclerin uyarilmas: yoluyla
endotel fonksiyonunu iyilestirebilecegini gosteren bir arastirma mevcuttur. Bu yolagin
MEK/ERK ve PI3K/Akt sinyal yolu araciligiyla KCa3.1 tarafindan diizenlendigi gosterilmistir
(Al-Saigh ve Abdalla, 2022).

ACh’nin vaskiiler yapilarda fonksiyonel endotelden, NO salinimini arttirarak gevseme
olusturdugu ve STZ ile T1DM olusturulan si¢an aortlarinda Ach’ye bagl gevseme yanitlarinin
azaldig1 bilinmektedir (Abbasnezhad ve ark., 2016). Aragtirmamizda farkli dozlarda uygulanan
safranal tedavisi DM’li sicanlardan alinan aort dokularinda azalan ACh’ye bagli gevseme
yanitlarini artirmigtir. Safranal dozunun artisina baglh olarak daha fazla maksimum gevseme
yanit1 alimmis ve 1 mg/kg safranal uygulanan sican aortalarindaki Ach’ye bagli maksimum
gevsemeler ile saglikli hayvanlarin aortalarindaki gevsemeler arasinda farklilik bulunmamustir.
Diyabetik sican aort halkalarinda Ach’ne bagli gevsemenin bozulmasinin yani sira aortada
eNOS ekspresyonunun azalmasi, NO saliniminda bir zayiflama oldugunu gostermektedir.
Safranal tedavisinin, DM grubuna goére aortta NO aracili gevseme yanitlarii ve eNOS
ekspresyonunu arttirmasi, safranalin STZ uygulamasina bagli DM sonucu ortaya ¢ikan endotel

disfonksiyona kars1 koruyucu etki potansiyeli oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Safranal tedavisinin STZ ile TIDM olusturulan sicanlarda HbAi.’yi ve kan glikoz
seviyelerini azaltirken insiilin seviyelerini arttirmasi1 daha onceki literatlir sonuglarinin da
gosterdigi antidiyabetik etkinligi dogrulamaktadir. Safranalin kan glikoz diizeyindeki etkisinin

doza ve uygulama siiresine bagli olarak arttig1 goriilmiistiir.

Arastirmamizda immiinohistokimyasal veriler degerlendirildiginde, safranal tedavisinin
STZ’nin pankreas iizerindeki sitotoksik etkilerine kars1 koruyucu etki potansiyeli olabilecegini
gostermektedir. Bu sonug safranal tedavisi alan diyabetli siganlarda kan insiilin diizeylerinin
artmasin1 destekler niteliktedir. Safranalin pankreas lizerinde gosterdigi antioksidan etkinlik
STZ’nin sitotoksik etkilerine karsi koruyucu mekanizmalarindan biri olmakla (Hazman ve

Ovali, 2015) beraber etki mekanizmasina yonelik ileri arastirmalar gerekmektedir.

Safranal tedavisinin aort dokusunda VCAM-1 gen ekspresyon diizeylerini azaltmasi ise;
safranalin diyabetin sebep oldugu inflamatuvar stirece kars1 vaskiiler yapida koruyucu etkinlik
potansiyeli oldugunu gostermektedir. Safranal tedavisinin diyabetli sican aortunda azalmis
eNOS gen ekspresyon diizeylerini arttirmast, vaskiiler endotel tizerinde NO yolaginda koruyucu
etkinlik gostermesi seklinde yorumlanabilir. Safranalin diyabetli hayvanlarda VCAM-1 ve
eNOS gen ekspresyonlar1 lizerine etkileri ile ilgili literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Gen
ekspresyon diizeyinde gosterilen bu etkinligin, sonraki arastirmalarda protein diizeyinde

olgiilerek dogrulanmasi safranalin bu etkinliginin kanitlanmasi agisindan faydali olacaktir.

Safranal tedavisi, diyabetli siganlarin aort dokusunda azalmig Ach gevseme yanitlarini
artirmig; ylksek doz safranal tedavisi, saglikli kontrol ile benzer biiyiikliikte gevseme
olusturmustur. Bu bulgu eNOS gen ekspresyonundaki artigla birlikte degerlendirildiginde,
safranal tedavisinin diyabetin neden oldugu endotel disfonksiyona karsi koruyucu etki

potansiyeli olabilecegini gdstermektedir.

Diyabet tedavisinin esas hedefi, hastanin kan glikoz diizeylerini kontrol altinda tutmak
bunun sonucunda hastay1 diyabetin sebep oldugu uzun vadeli komplikasyonlardan korunmaktir.
Yiiksek kan glikoz seviyeleri oksidatif stres ve benzeri mekanizmalarla uzun vadede diyabetin
makrovaskiiler ve mikrovaskiiler hasarindan sorumludur. Sonug olarak Safranal tedavisinin kan
glikoz diizeyini ve HbA . seviyelerini diislirmesi insiilin seviyesini arttirmasi ve pankreas
dokusu iizerine potansiyel koruyucu etkinlige sahip olmasi safranalin antidiyabetik tedavi

potansiyeline sahip olabilecegine dair bir kanit niteligindedir. Ayrica endotel iizerine koruyucu
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ve antiinflamatuvar etki potansiyeli diyabetin uzun vadede gelisen vaskiiler komplikasyonlarina
kars1 koruyucu olabilecegini gostermektedir. Bu tez ¢aligsmasi safranalin antidiyabetik etkinlik
gosterdigi ve diyabete bagli olusan endotel disfonksiyon tizerine koruyucu etkinlik potansiyeli
olduguna dair bir 6n ¢alisma niteliginde olup bu etkilerin kanitlanmasi i¢in daha ileri ¢caligmalar

gerekmektedir.
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