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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TiP 2 DiYABETTE SAFRANAL’IN INFLAMASYON UZERINE ETKIiSi

Serhat OVALI
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Damsman : Yrd. Dog. Dr. Omer HAZMAN

Tip 2 diyabet sadece Tiirkiye’nin degil global diinyanin giincel saglik sorunlari
arasinda olup hizla yayilan ve lilke ekonomilerini etkileyen metabolik bir hastaliktir.
Tip 2 diyabet prevalansi her gecen yil artan ve diyabet hastaliginin en sik goriilen
formudur. Giliniimiizde tip 2 diyabet tedavisine yonelik tedavi yontemleri gelistirilmesi
icin dogal veya yapay bir ¢ok aktif maddenin olas1 etkileri arastirmacilarin gézdesi
olmaya devam etmektedir. Bu baglamda sunulan ¢alismada deneysel tip 2 diyabet
olusturulan ratlarda, safran bitkisinin bilesenlerinden biri olan safranalin inflamasyon

iizerine etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Cogu hastaligimn olusma asamalarinin anlagilabilmesi, korunma ydntemleri ve tedavi
protokollerinin gelistirilebilmesi i¢in deneysel modeller kullanilmaktadir. Tip 2 diyabet
insiilin direnci ve B hiicre disfonksiyonu ile karakterize bir hastaliktir. Bu nedenle
sunulan c¢alismada denesel tip 2 diyabet modeli olusturabilmek i¢in High Fat Diet
(HFD) ve Streptozotosin (STZ) kullanimistir. Oncelikle ratlara (kontrol grubu
haricinde) 4 hafta siire ile HFD verilerek insiilin direnci olusturulmus, sonrasinda STZ
(birer hafta arayla 35mg/kg dozunda iki enjeksiyon yapilarak) enjeksiyonu ile B hiicre
disfonksiyonu olusturulmustur. STZ uygulamasi sonrast kan glukoz diizeyleri 300

mg/dl ve lizeri olan ratlar tip 2 diyabet kabul edilerek caligma gruplar1 diizenlenmistir.

Calismanin ilk 6 haftasinda insililin direnci ve diyabet olusturma asamasi

gerceklestirildikten sonra deney gruplart 5 grup halinde diizenlenmistir. Calisma



gruplart kontrol grubu (ratlara 10 hafta boyunca standart yem verildi), HFD grubu
(ratlara 10 hafta boyunca yiiksek yagli diyet ile beslendi), HFD — Safranal grubu (10
hafta yiiksek yagli diyet ile beslenen ratlara 5. haftasindan sonra safranal tedavisi
uygulandi), DYB gurubu (4 hafta yiiksek yagh diyet uygulamasindan sonra cift ve
diistik doz streptozotosin enjeksiyonuyla diyabet olusturulan grup), DYB — Safranal
grubu (son 5 hafta safranal tedavisi uygulanan diyabetik grup) seklinde dizayn
edilmistir. Calisma siiresince (10 hafta) her hafta rat agirlik artiglari, 2 haftada bir
plazma glukoz seviyeleri belirlenmistir. Calisma sonunda pankreas ve plazmada IFN-y ,
IL-1B , IL-6, TNF-a ve TAS — TOS diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Ayrica plazmada insiilin
seviyeleri belirlenmistir. Safranalin Beta hiicre disfonksiyonu ve insiilin direncine

etkisine ise HOMA testi ile saptanmustur.

Sunulan caligmada safranalin hem plazma hemde pankreas dokusunda oksidatif stresi
azalttig1 belirlenmistir. Ayrica safranalin 6zellikle TNF-a ve IL-1B seviyelerini
disiirerek inflamasyonu azaltmis olabilecegi anlasilmistir. Safranalin hem oksidatif
strese hemde inflamasyona olan etkileri sayesinde diyabetik komplikasyonlarin
azaltilmas1 agisindan diyabetik tedavide faydali olabilecegi, bunun icin daha ileri

calismalar yapilmas1 gerektigi sonucuna ulagilmistir.

2014, xi + 73 sayfa
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ABSTRACT
M. Sc. Thesis

THE EFFECT of SAFRANAL on INFLAMATION in TYPE 2 DIABETES

Serhat OVALI
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor : Asst. Prof. Dr. Omer HAZMAN

Type 2 diabetes is one of the current health problems not only for Turkey but also for
the global world, and is a rapidly spreading metabolic disease that affects national
economies. Type 2 diabetes prevalence is the most commonly encountered form of
diabetes increasing with each passing year. Today, possible effects of many natural and
synthetic active agents continue to be the favorites of researchers, for the development
of treatment methods intended for type 2 diabetes. In the present study, it was aimed to
investigate the effects of safranal, one of the components of saffron plant, on the

inflammation in the rats in which experimental type 2 diabetes was formed.

Experimental models are used for being able to understand the occurrence stages of
many diseases and to develop protection methods and treatment protocols. Type 2
diabetes is a disease characterized by insulin resistance and [ cell dysfunction.
Therefore, in the present study, HFD and STZ were used for being able to create an
experimental type 2 diabetes. First, insulin resistance was created by administering HFD
to the rats (except for the control group) for a period of 4 weeks, and then B cell
dysfunction was formed by means of STZ injection (by two injections of a dose of 30
mg/kg, with one week intervals). After the administration of STZ, the rats having a
minimum blood glucose level of 300 mg/dl were considered to be type 2 diabetic, and

study groups were formed.



In the first 6 weeks of the study, experimental groups were formed in 5 groups, after the
stage of creating insulin resistance. The study groups were designed as control group
(rats were given standard feed for a period of 10 weeks), HFD group (rats were fed with
high-fat diet for a period of 10 weeks), HFD - Safranal group (the rats fed with high-fat
diet for 10 weeks were then subjected to safranal treatment for 5 weeks), DYB group
(the group in which diabetes was created with double and low-dose streptozotocin
injection after 4 weeks of high-fat diet), and DYB - Safranal group (the diabetic group
subjected to safranal treatment for the last 5 weeks). Throughout the study period (10
weeks), the weight gains and plasma glucose levels of the rats were determined each
week and bi-weekly, respectively. At the end of the study, IFN-y, IL-1B , IL-6, TNF-a
and TAS — TOS levels in the pancreas and plasma were measured. In addition, the
insulin levels in the plasma were determined. And the effect of safranal on Beta cell
dysfunction and insulin resistance was detected by HOMA test.

In the present study, safranal was found to decrease oxidative stress in both the plasma
and pancreatic tissue. In addition, it was ascertained that safranal might decreased the
inflammation by reducing TNF-a and IL-1p levels, in particular. It was concluded that
safranal might be helpful in terms of reduction of diabetic complications, by means of
its effects on both oxidative stress and inflammation, and that further studies should be

carried out for this purpose.

2014, xi + 73 pages

Keywords: Type 2 diabetes, Safranal, inflammatory cytokines, inflammation, oxidative

stress
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1. GIRIS

Diyabet sadece Tiirkiye nin degil global diinyanin giincel saglik sorunlar1 arasinda olup
hizla yayilan ve iilke ekonomilerini etkileyen metabolik bir hastaliktir. Diyabetin
diinyadaki prevalanst son 30 yilda dramatik olarak artmustir. Uluslararast Diyabet
Fedarasyonu verilerine gore 2013 yilinda diinyada yaklasik 382 milyon diyabet hastasi,
varken 2035 yilinda bu saymin 592 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir (IDF 2014).

Tirkiye’de diyabet taramalar1 ile ilgili veriler ilk kez 1960’11 yillarin basinda Tiirk
Diyabet Cemiyeti’nin baslattig1 taramalarla bildirilmeye baslanmistir. O donemde
glukoziirinin siklig1 ile baslatilan calismalarda 18 yas istiinde ortalama % 1,5-2
araliginda bir prevalans bildirilirken bu rakam ilerleyen donemlerde siirekli artis
gostermistir. 1999 yilinda yayinlanan bir calismada Kayseri’de 30 yas ve lizerindeki
1774 erigkinin 1452’sinde yapilan oral glukoz tolerans testi (OGTT) sonrasinda; %4
DM, %2,9 tan1 konulmamis DM, %9 bozulmus glukoz tolerans testi (IGT) tespit
edilmis olup total bozulmus glukoz tolerans testi (IGT) ise %1,9 olarak bulunmustur
(Kelestimur et al. 1999)

Ulkemiz genelini kapsayan en genis c¢alisma 1999-2000 yillarinda Tiirk Diyabet
Epidemiyoloji Calisma Grubu (TURDEP) tarafindan yapilmis ve diyabetin
prevalansinin eriskin yas niifusta % 7,2 ve bozulmus glukoz toleransinin prevalansi %
6,7 olarak bildirilmistir. Tiirkiye’de her iki tanida da (Tip 1 ve Tip 2 DM) kadinlarda
erkeklere gore, sehirde yasayanlarda kirsal kesimlere gore anlamli bir sekilde daha fazla

bulunmustur (Satman et al. 2002).

Diyabet tiirleri arasinda en yaygini olan tip 2 diyabet ise Tirkiye’nin degil global
diinyanin giincel saglik sorunlar1 arasinda olup, hizla yayilan ve iilke ekonomilerini
etkileyen 6nemli metabolik hastaliklardan biridir. Tip 2 diyabetin olusmasinda beta
hiicre disfonksiyonu, insiilin direnci ve hepatik glukoz {iretimi artis1 olmak {izere {i¢ ana
metabolik bozukluk rol oynar (Efendic and Ostenson 1993). Kontrol edilemeyen
hepatik glukoz {iretimi, kas ve yag dokusu tarafindan azalmis glukoz alimiyla

karekterize insiilin direnci; karaciger, yag dokusu ve kaslar gibi hedef dokularin normal



dolagimdaki insiilin konsantrasyonuna yanit verme yeteneginin azalmasidir (Ulukaya

2007). Bu nedenle tip 2 diyabete insiiline bagimli olmayan diyabette denilmektedir.

Diyabetik tedavide giiniimiizde bir ¢ok yontem ve ila¢ kullanilmaktadir. Tedavide
kullanilan bu yontem ve ilaglar insiilin liretimini artirarak veya glukoz iiretimini
azaltarak ya da ilgili dokulardaki hiicre reseptorlerinde meydana gelen insiilin direncini
minumuma indirerek, farkli mekanizmalarla etki etmekte ve bozulmus olan glukoz

homeostasisini dengede tutmaya yardimci olmaktadirlar (Baxter 2008).

Tip 2 diyabet icin mevcut tedavi yontemlerinin doza bagh sinirlamalar1 ve yan etkileri
(kilo artis1, hipoglisemi ve sindirim sistemi problemleri gibi) oldugu i¢in, yeni tedavi
seceneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde tip 2 diyabet tedavisine
yonelik tedavi yontemleri gelistirilmesi i¢cin dogal veya yapay bircok aktif maddenin
olas1 etkileri arastirmacilarin gézdesi olmaya devam etmektedir. Bu baglamda sunulan
tez ¢alisinda deneysel tip 2 diyabet olusturulan ratlarda, safran bitkisinin bilesenlerinden

biri olan safranalin inflamasyon iizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Tip 2 diyabette olusan glukotoksisiteye bagli olarak c¢esitli doku ve organlardaki
oksidatif stres ve inflamasyonun artmasi sonucu kardiyovaskiiler hastaliklar, nefropati
(bobrek yetmezligi), noropati gibi komplikasyonlarin gelisebildigi disiiniiliirse,
arastirmadan elde edilecek sonuglar, tip 2 diyabet tedavisinde, tedaviye getirebilecegi
yeni yaklagimlar ve daha ileri ¢caligmalara 1s1k tutabilme potansiyeli nedeniyle dnem

tasimaktadir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Diabetes Mellitus (DM)

Diyabetes mellitus karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda diizensizliklere
neden olan ve bunlara birliktelik eden klinik ve biyokimyasal bulgularla karakterize
kronik bir hastaliktir (Burant 2004). Diyabetin en 6nemli nedenlerinden biri endojen
insiilinin mutlak veya goreceli eksikligi yada periferik etkisizligidir. Hastaligin seyri
srasinda  mikrovaskiiler, = makrovaskiiler = ve  noropatik  komplikasyonlar
gelisebilmektedir. Pankreas insiilin sekresyonunun mutlak veya rolatif yetersizligi,
insiilinin etkisizligi veya insiilin molekiiliindeki yapisal bozukluklar sonucunda olugan
bu hastalik, etiyolojisi, genetik ve klinik tablosu ile heterojen 6zellikte olan bir

sendromdur (Akcay ve Akarsu 2000, Baskal 2003).

DM’un bir ¢ok tiiriiniin var oldugu bilinse de en ¢ok goriilen tiirleri tip 1 ve tip 2
diabetes mellitustur. Tip 1 diyabetin olusmasinda primer olay otoimmiin mekanizmayla
veya bilinmeyen bir sekilde beta hiicrelerinin harabiyeti ile insiilin eksikliginin agir bir
sekilde ortaya c¢ikmasi; tip 2 diyabette ise beta hiicre yetersizligine bagl insiilin
sekresyonunda bozulma ve hedef dokulardaki insiilin direnci nedeniyle insiilin

etkisindeki azalmadir (Hamuryudan et al. 2005, Sherwin 2006).

2.1.1 Epidemiyolojisi

DM’un diinyadaki prevalansi son 30 yilda dramatik olarak artmistir. 1985 yilinda 30
milyon, 2013 yilinda Uluslararasi Diyabet Fedarasyonuna gore yaklasik 381 milyon
diyabet vakas1 vardir. Giincel ¢aligmalar diyabet prevalansinin hizla artmakta oldugunu
2030 yilinda bu saymin neredeyse 2 kati olabilecegini 6ngdriilmektedir (Int. Kyn. 1).
Hem tip 1 hem de tip 2 DM un prevalans: artmaktadir. Ozellikle tip 2 DM iilkelerin
endiistrilesmesi, insanlarin fiziksel aktivitesinin azalmasi ve obeziteyle daha hizli bir
artig gostermektedir (Satman et al. 2002). Diyabet sinsi seyirli bir hastalik oldugu igin
prevalansinin saptanmasi da giigliik yaratmaktadir. Tiim toplumlarda goriilebilmesine

karsin diyabet prevalansi, etnik kokene bagli olarak anlamli farkliliklar gostermektedir.



Hindistan, Cin ve Amerika tiim diinyada diyabet prevalansinin en yiiksek saptandigi ii¢
iilkedir (Wild et al. 2004, Oldroyd et al. 2005). Ozellikle gelismekte olan iilkelerde
yasam siiresinin 65 yastan fazla olmas: sebebiyle diyabet prevalansmin giin gegtikce
arttig1 ifade edilmektedir. S6z konusu tilkelerdeki obez eriskinlerin %4’iinde diyabet
saptanirken, %21’inde bozulmus glukoz tolerans: goriilmektedir (Sinha et al. 2002,
Oldroyd et al. 2005).

1998 yilinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi,
ABD popiilasyonunun yaklasik % 6’sinin DM tani kriterlerine uydugunu ve bunlarin
licte birinden fazlasina tani konmamis oldugu tahmininde bulunmustur. Diyabet
Amerika’ da dordiincii en sik doktora gitme nedeni olup, 100 milyar dolar1 asan
rakamlarla ABD’nin saglik harcamalarinin yaklasik % 12’ sini olusturmaktadir.
Bununla birlikte DM yilda yaklasik 35000 olan 6liim hiziyla ABD’ nde yedinci 6liim
nedenidir (Kumar et al. 1994).

Tip 2 diyabetle iliskili spesifik genetik bozukluklar hakkinda goreceli olarak ¢ok az
bilgi varken, hastaliga yatkinliga neden olan kisisel faktorler net olarak belirlenmistir.
Ileri yas, azalms fiziksel aktivite ve 6zellikle obeziteye genetik olarak yatkin kisilerde,
hastaligin goriilme ihtimalinin daha yiiksek oldugu ifade edilmektedir. Ayni1 zamanda
obezitenin ciddiyeti ve siiresi diyabet riskine 6nemli oranda katkida bulunmaktadir. Tip
2 diyabet, ailesinde diyabet Oykiisii olanlarda daha sik gorildigi i¢in aile Oykiisii de
onemlidir (ADA 2004).

2.1.2 Tiirkiye'deki Durumu

Tiirkiye’de diyabet taramalar1 ile ilgili veriler ilk kez 1960’l1 yillarin basmda Tiirk
Diyabet Cemiyeti’nin baslattig1 taramalarla bildirilmeye baslanmigtir. O doénemde
glukoziirinin siklig1 ile baslatilan calismalarda 18 yas {lstiinde ortalama % 1,5-2
araliginda bir prevalans bildirilirken bu rakam ilerleyen donemlerde siirekli artis
gostermistir. 1999 yilinda yaymlanan bir ¢aligmada Kayseri’de 30 yas ve iizerindeki
1774 eriskinin 1452’sinde yapilan oral glukoz tolerans testi (OGTT) sonrasinda; %4
DM, %2,9 tam1 konulmamis DM, %9 bozulmus glukoz tolerans testi (IGT) tespit



edilmis olup total bozulmus glukoz tolerans testi (IGT) ise %1,9 olarak bulunmustur
(Kelestimur et al. 1999).

2003 yilinda Adana’da yapilan bir aragtirmada ise 20-79 yas aras1 1637 erigkin birey
randomize edilerek calismaya almmistir. Erkeklerde DM prevalanst %12,9 ve
kadmlarda %10,9 iken toplam prevalansi %11,6 olarak bulunmustur (Gokgel et al.
2003).

Ulke genelini kapsayan en genis c¢alisma 1999-2000 yillarinda Tiirk Diyabet
Epidemiyoloji Calisma Grubu (TURDEP) tarafindan yapilmis ve diyabetin
prevalansinin erigkin yas niifusta % 7,2 ve bozulmus glukoz toleransiin prevalanst %
6,7 olarak bildirilmistir. Tiirkiye’de her iki tanida da (Tip 1 ve Tip 2 DM) kadinlarda
erkeklere gore, sehirde yasayanlarda kirsal kesimlere gére anlamli bir sekilde daha fazla

bulunmustur (Satman et al. 2002).

2.2 Diabetes Mellitus (DM) Simiflandirilmasi

DM smiflandirilmasinda 1866 yilinda en az iki tip diyabet oldugu on giiriilmiis,
insiilinin kesfinden sonra 1940 yillarinda diyabetin kesin tipleri ortaya koyulmustur
(Ozer 2004). Ancak DM hakkindaki bilgilerin ¢ogalmasi siniflandirmanin ve tani
kiriterlerinin yeniden gbzden gecirilmesini gerektirmistir. 1997 yilinda Amerikan
Diyabet Birligi (ADA) tarafindan siniflandirma da etiyoliye dayanan ve kolay anlasilir,
bir smiflandirmadir. ADA kriterlerinden adapte edilen diyabetin siniflamasi Cizelge

2.1°de goriildiigii gibidir.

2.2.1 Tip 1 Diabetes Mellitus

Pankreasin insiilin liretme fonksiyonundaki yetersizligine bagli olarak olusan insiilin
eksikligi ile ortaya ¢ikan diyabete insiiline bagimli diyabet denmektedir. Ayrica insiilin
dependent diabetes mellitus (IDDM) ya da geng tip (Juvenile onset) diyabet terimleri
de kullanilmaktadir (Alemzadeh et al. 2004). Tip 1 diyabetin otoimmiin bir hastalik



oldugu ve beta hiicrelerinde tahribatin meydana geldigi konusunda genel bir goriis

birligi vardir.

DM’lu bireylerin yaklasik %5-10’u Tip 1 diyabettir. insiiline bagiml1 diyabet genellikle
25 yasmdan kiiciik kisilerde ve agirlikli olarak 15 yasindan 6nce goriiliir. Tip 1 diyabet,
her ne kadar tip 2 diyabete gore az goriilse de diinyada tip 1 diyabetin goriilme orani her
yil %3 artmaktadir. Bu hastalarda obezite genellikle goriilmemektedir (Noyan 1993,
ADA 2000, Greenberg et al. 2002). Bu tipte pankreasin insiilin salgilayan p —
hiicrelerinin virlitik enfeksiyonlar veya otoimmiinitedeki degisimlerden dolay1 tahrip

oldugu gosterilmistir (Huysal 1999, Avci 2001).

Cizelge 2.1. Diyabetin Siniflandirilmasi (Hazman 2011)

Diyabet Siniflamasi Yapilan Alt Tiirler veya Diyabete Neden Olabilecek
Cesitleri Durumlar-Hastahklar
Tip 1 DM Immun nedenli Tip 1 DM
(IDDM) Idiyopatik Tip 1 DM
. Periferik insiilin direnci 6n planda olan Tip 2 DM
Tip 2 DM . . . A U
Beta hiicre disfonksiyonu (insiilin sekresyon yetmezligi) 6n planda
(NIDDM) .
olan Tip 2 DM
Beta hiicre fonksiyonunda goriilen
- genetik anomaliler (MODYS gibi)
Spesifik 2 . b .
Mutasyonlar Insiilin akt;wtegme bagl genetik
defektler (insiilin reseptorii gen
Diger Spesifik mutasyonu gibi)
Mekanizmalara, Ekzokrin ve endokrin pankreas
Hastaliklara hastaliklar
Bagl Olarak Ilag¢ veya kimyasal maddeler
Gelisen Diyabet Diger Hastalik veya Enfeksiyonlar
Tirleri Durumlarda goriilen Immiin kaynakli nadir diyabet formlar1
Diyabet Tiirleri Diyabetle birlikte goriilen diger genetik
sendromlar

Karaciger hastaliklarina bagh gelisen
diyabet tiirleri
Gestasyonel DM Gebeliklerde goriilen diyabet

Tip 1 diyabette hastaligin belirtileri aniden baslar, insiilin salgilanan pankreasin
langerhans adaciklar1 iizerindeki beta hiicrelerinin sayis1 azalir, hatta bu hiicre kayb1 0
kadar artar ki, sonunda kan dolagiminda insiilin seviyeleri 6l¢lilemeyecek seviyelere
kadar diiser (Noyan A. 1993). Sonugta insiilin olmadigindan glukoz, kas, yag ve

karaciger hiicrelerine giremez. Bu nedenle hiicresel enerji ihtiyact yaglardan



karsilanmaya baslar. Insiilin yoklugunda, yag yikimlanmasi artarken buna pararlel
olarak serbest yag asitlerinin 6zellikle asetoasetik asit ve 3 hidroksibutirik asit gibi keto
asitlere doniisimii de artar. Bu nedenle tip 1 diyabetiklerde ketaasidoz komasi ani
olarak gelisen ve hastaligin tanisinin konmasmi kolaylastiran ilk bulgular olabilir.
Bununla beraber polidisi, poliiiri, hizli kilo kaybida tip 1 diyabette ilk bulgular arasinda
sayilmaktadir (Murray et al. 1996, Chausmer 1998, Jain and McVie 1999).

2.2.2 Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)

Tiim diyabet vakalarinin % 90 — 95’1 tip 2 diyabettir. Genellikle 40 yasini askin ve sik
olarak asir1 kilolu bireylerde goriiliir. Gelisimi Ozellikle genetik faktorlere baglidir
(Champe and Harvey 1994). T2DM etiyopatogenetik olarak insiilin direncinin ve
insiilin sekresyon bozuklugunun bir arada bulunmasi ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir ve

hastalarin ¢gogu obezdir (Arslan 2003).

Hastaligin tanist zordur. Bu hastalarda, klinik semptomlar ortaya ¢ikina kadar gegen
zaman 10-12 sene kadar olabilmektedir. Bu hastalik siklikla tarama testleri sirasinda
ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle bu form, yaslilik diyabeti olarakta isimlendirilir.
Hastaligin baslangic1 ve varligi belirgin degildir. Tip 2 diyabette insiilin salgilanmasmin
yetersiz olusu hastaligin nedenlerinden biridir. Yavas gelisme gosteren tip 2 diyabette
insiilinin etkiledigi doku hiicre membranlarindaki insiilin reseptorlerinin yetersiz oldugu
bu yiizden glukozun hiicrelere yeterince alinmamasi ve kullanilmamasi durumuyla
karsilasilmaktadir. Bu durum tip 2 diyabetin diger nedenlerinden biri olup, viicutta
insiiline kars1 bir direncin ortaya ¢ikmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu donemde heniiz
tanis1 konmamus tip 2 diyabetliler arasinda hastalik bazen diyabete bagli mikrovaskiiler
ve/veya makrovaskiiler hastaliklarin ortaya ¢ikmasiyla tanimlanabilmektedir (Arslan
2003).

2.2.3 Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gestasyonel diyabet, ilk kez hamilelik swrasinda baglayan ve insiiline duyarliligin

azalmasi1 sonucu olusan gecici bir diyabettir. Gebeligin en sik goriilen medikal



komplikasyonu olup, tiim gebelerin % 2-3 “lin de goriilebilecegi ifade edilmektedir.
Gestasyonel diyabet genellikle ikinci ii¢ aylik donemde goriilir. Her ne kadar
gestasyonel diyabet dogumdan sonra kaybolsa da gestasyonel diyabetli kadinlara %

30’nun 7-10 yil iginde diyabet tanis1 konmaktadir (Coustan 1995).

Gestasyonel diyabetli cogu kadin obezdir ve bir sonraki hamilelikte diyabetin tekrar
ortaya ¢ikmasi olasidir (Scobie 1998). Gestasyonel diyabet igin yiiksek risk grubundaki
kisiler; glukoz intoleransi hikayesi olan kadinlar, 6nceki hamileliklerinde gestasyonel
yasin uzun oldugu bebek dogurmus yash kadmlar, yiikksek T2DM riskine sahip etnik
gruplardan gelen kadinlar ve aglik veya tesadiifi kan glukoz seviyesinin yiiksek oldugu

hamile kadinlar olarak siralanabilir (Almind et al. 2001).

2.2.4 Diger Diabetes Mellitus Tiirleri

Pankreatit, cushing sendromu veya akromegali seyrinde ortaya ¢ikan veya atrojenik
sebeplere bagli, genetik bazi1 sendromlarla veya insiilin reseptér anomalileri ile ortaya
cikan diyabet tipleridir. Bunlar arasinda; [ hiicre fonksiyonunda genetik kusurlar,
insiilin etkisi ile ilgili genetik kusurlar, endokrin pankreas hastaliklari, endokrinopatiler,
ilag ve kimyasallara bagli diyabet, enfeksiyonlar, immiinite aracili diyabetin nadir

formlari, diyabetle birlikte diger genetik sendromlar sayilabilir (Kuzuya et al. 2001).

2.3 Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)

T2DM toplumda yaygin olarak goriilen ciddi fiziksel bozukluklara ve 6liime neden
olabilen kronik metabolik bir hastaliktir. Diyabetin en ¢ok gériilen bigimidir ve genetik
faktorlere bagl olarak gelisebilmektedir (Eren et al. 2004). T2DM-‘ta hastaligin
baslangicinda insiilin olusumu, salgilanmasi, depo edilmesi ve P hiicrelerinin sayisi
normaldir (Champe and Harvey 1997, West 2000). Fakat zamanla insiilin direncinin
gelismesiyle artan kan glikoz konsantrasyonuna ragmen hiicrelerin = glikozu
kullanamamasi, insiilin {iretimini arttirrr. Artan insiilin miktar1, reseptor yakiminda
artisa ve dolayisiyla reseptorlerin sayisinin azalmasma neden olur. Bu durumda

insiilinin hiicresel diizeydeki etkinligi azalir. Ve ilerleyen siiregte protein, yag ve



karbonhidrat metabolizmasinda bozulmaya yol acar (Champe and Harvey 1997,
Chausmer 1998).

Gliniimiizde T2DM’in gelisiminde genetik faktorlerin yani sira obezite de ¢ok onemli
rol oynamaktadir. Obezite sonucu gelisen insiilin direncinin neden oldugu tip 2
diyabetin dengeli beslenme ve egzersiz ile kilo kontroliiniin yeniden saglanmasi sonucu
kontrol altina almabildigi gortilmiistir (WHO 1999b, Hu et al. 2001, Tanasescu et al.
2001).

Tip 2 diyabet hedef dokularin insiilinin metabolik etkilerine duyarliliklarmin azalmasina
baglh olarak gelisir. Bagka bir ifade ile insiilinin periferik dokular1 etkileme
yetenegindeki azalmadir. Bu bozukluk insiilin direnci olarak adlandirilir. Ve bazi
arastirmacilar tarafindan hastahigin birincil nedeni olarak kabul edilmektedir. ikincil
neden olarak ise beta hiicre disfonksiyonu gdsterilmektedir. Bu insiilin direncinin

kompanse etmek i¢in yeterli insiilin tiretmekte pankreasin yetersizligidir (Sacks 2005).

Kisacasi tip 2 diyabet olusmasinda iki 6nemli faktor sdylenebilir;

1. Insiiline kars1 insiilin reseptdrlerinin duyarlilig1 azalma ve azalmis reseptor
cevabi ile olusmus pos reseptor tahribati (insiilin direnci),
2. Glukoz uyarisina kars1 azalmis akut insiilin salinmasi ile karakterize yetersiz

insiilin salmmasi (B hiicre disfonksiyonu)

Bununla birlikte T2DM’un olusum mekanizmalrinda biri olarak Kkaracigerden
gerektiginde olusturularak dolasima salinan glikoz seviyelerindeki dengesizliklerde
onemli rol oynayabilmektedir. Neden ne olursa olsun T2DM insiilin etkisinin veya

kendisinin yetersizligi sonucunda olusmaktadir (Maritim et al. 2003).

2.3.1 insiilin Direnci

Metabolik agidan insiilin direnci, insiilinin hiicre diizeyindeki metabolik olaylara

etkisinin veya hiicrenin instiline kars1 normal duyarliigmmmn azalmasi olarak tanimlanir



(Meyer et al. 1998, Weyer et al. 1999). Boylelikle kan sekerinin kas, yag ve karaciger
hiicrelerine girmesi zorlagir. Bu nedenle pankreatik beta hiicreleri, hiicrelere daha fazla
seker almak icin insiilin iiretmeye ve normalden daha fazla calismaya baslayabilir. En
sonunda ise pankreas yorularak ve yeterli insiilin saglama yetenegini kaybeder.
Pankreasin salgiladigi insiilinin viicutta tam olarak kullanilamamasma insiilin direnci

denir (int. Kyn. 2).

Insiilin karacigerde glukoneogenezi ve glikojenolizisi inhibe ederek hepatik glukoz
dretimini baskilar. Ayrica glukozu kas ve yag dokusunda insiilinle uyaran glukoz
transportu ve metabolizmasida azalmanin yani sira hepatik glukoz iiretiminin insiilinde
baskilanmasmda bozulma olur. Bu durumda olusan insiilin direncini karsilayacak ve
dolayisiyla normal biyolojik yanit1 saglayacak kadar insiilin salgis1 artis1 ile metabolik
durum kompose edilir (Yedigiin 2001).

Genellikle ¢cogu hastada insiilin direnci obeziteyle birlikte goriilsede, insiilin direncinin
derecesi degiskendir ve insiilin direnci, obezite ve tip 2 diyabet arasindaki iligki tam
olarak anlagilamasa da aralarindaki baglantinin obeziteyle birlikte adipogenezin
artmastyla bu dokuda olusturulan adiposit tiriinlerle iliskili olabilecegi belirtilmektedir.
Bu adiposit tiriinler TNF-a, CRP, IL-6, IL-2, leptin, ghrelin, resistin ve adiponektin’dir.
Yag kitlesi arttik¢a insiilin direncinin ortaya ¢ikmasi ile iligkin en olas1 aday faktorler

arasinda, serbest yag asitleri, TNF-a ve leptin yer almaktadir.

2.3.2 Beta Hiicre Disfonksiyonu

Insiilin duyarlilig1 ile beta hiicre islevi birbiriyle yakindan iliskilidir. Tip 2 diyabette
beta hiicre disfonksiyonu nedenleri insan ve hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda
arastirilmigtir. Ancak bu c¢aligmalardan hi¢ biri beta hiicre disfonksiyonunu

patofizyolojik olarak tanimlayacak faktor saptamasi yapamamustir (Altuntas 2000).

Beta hiicrelerinde rejenerasyonun azalmasi buna karsim apoptozun artmasi, beta hiicre

hasarma neden olan glukoz ve lipid toksisitesi, beta hiicrelerinde amiloid birikmesi ve
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uzun donemde beta hiicrelerinin insiilin direncine bagli asir1 yorulmasi bozulmus glukoz

toleransindan diyabete doniisiimle karakterizedir (Fukushima et al. 2004).

Tip 2 diyabetli hastalara tan1 konuldugunda beta hiicre fonksiyonlarinin %50 oraninda
azaldigit UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study) tarafindan saptanmistir.
Yiikselen kan sekerini kontrol edebilmek i¢in diizglin ¢alisan beta hiicrelerinde
normalden fazla insiilin salgilanir. Bu sekilde insiilin direncini kompanse etmek i¢in
insiilin salimmin artmasma bagli olarak insiilin seviyelerinin daha yiiksek olmasiyla
hiperinsiilinemi olusur. Bdylelikle gilinlik metabolik faaliyetler en iist diizeyde

stirdiiriilmeye ve normoglisemi saglanmaya ¢alisilir (ADA 2002).

Bir sonraki asamada yani, inslilin direnci ve hiperinsiilinemi olusumundan sonra
periferde olusan insiilin, insiilin direncini yenemez olur. B hiicrelerinde ise asir1 insiilin
thtiyacim1 karsilamak i¢in gergeklestirilen siirekli insiilin {iretimi, hem [ hiicrelerinin
yorulmasina hem de insiilin tiretiminde hatalar olusmasina neden olabilir. Pankreasin
beta hiicrelerinde islevsel kayip basladiginda ise insiilin seviyeleri azalmaya baslar.
Bunun sonucu olarakta bozulmus glukoz intoleransi olusur. Insiilin sekresyonunda
fazlalasan azalma ve hepatik glukoz tiretiminde artis, ag¢lik hiperglisemisi ile birlikte
mutlak diyabete yol agar. Ve bunun sonucu olarak beta hiicre yetersizligi yani beta

hiicre disfonksiyonu ortaya ¢ikar (Altuntas 2000, Berberoglu ve Erbilgin 2006).

2.3.3. HOMA-IR ile HOMA-p Tamim ve Hesaplanmasi

Insiilin direncini ve beta hiicre disfonksiyonunu belirleyebilmek adma farkhi farkli bir
cok metot gelistirilmistir. Bununla beraber en cok tercih edilen metotlar hastaya tani
konarken analizi yapilan parametrelerin kullanilmasiyla olusturulan metotlardir.
Matthews ve arkadaglari tarafindan 1985°te tanimlanan HOMA (Homeostasis Model
Assesment) testi hem P hiicre fonksiyonunu hem de insiilin direncini gosterebilen, diger
yontemlere gore uygulamasi daha kolay bir testtir. Bu yontemle aglik plazma glukozu
ve insiilin diizeyleri kullanilarak HOMA-B (Homeostasis Model Assesment Beta Cell
Function) indeksi ve HOMA-IR (Homeostasis Model Assesment Insiilin Resistans)

indeksi degerleri hesaplanir. 10 saat mutlak aclik sonrasi alinan numunelerde elde edilen
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glukoz ve insiilin konsantrasyonlari, glukoz plU/mL, insiilin uIU/mL (veya ¢ - peptid
mmol/L) birimlerine HOMA — IR ve HOMA — 3 indeksleri olusturularak insiilin direnci
ve P hiicre disfonksiyonunun derecesi belirlenmeye ¢aligilir. HOMA — IR ve HOMA -

indeksleri su sekilde hesaplanmaktadir;

HOMA - IR = [Aglik serum insiilini (pIU/mL) x AKS (mmol/L)] / 22,5
HOMA - B = [20 x Aglik serum insiilini (plU/mL)] / [AKS (mmol/L) — 3,5]

2.4 Tip 2 Diyabetin Komplikasyonlar

Bugiine kadar yapilmis olan tiim klinik ¢alismalardan elde edilen verilere gore yliksek
glukoz diizeyleri diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde en dnemli neden oldugu
soylenebilir (UKPDS Research Group 1998, Temelkova et al. 2000). Diyabete bagli
gelisen hipergliseminin  etkiledigi temel metabolik mekanizmalar vardir. Bu
mekanizmalarim birbirleriyle etkilesimleri diyabetik komplikasyonlar1 meydana
getirmektedir (Brownlee 2001, Yamagishi et al. 2004, Oates 2008). Bu mekanizmalarin
aktivasyonu sonucu Oncelikli olarak oksidatif stres ile endotel fonksiyon bozukluklari
olusmakta ve boOylece diyabetik vaskiiler komplikasyonlar meydana gelmektedir.
Diyabette mevcut olan hiperglisemi sonucunda insiilinden bagimsiz olarak olusan
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar tip 1 ve tip 2 diyabetli hastalarin

oliim oranlarinin yiikselmesinde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (De Vriese et al. 2000).

Diyabet kontrol altina alinmadigi taktirde; hiperglisemi, hipoglisemi, dislipidemi (kanda
kolesterol ve diger yag diizeylerinde bozukluk), kroner kalp hastaligi, miyokard
infarktiisii, Sinir hasar1 (néropati), bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi (nefropati), gozle
ilgili (oftalmik) komlikasyonlara yol agarbilir (Alvin et al. 2008). Bu nedenle diyabet
olusmas1 muhtemel komplikasyonlarin ¢ok olmasi nedeniyle toplumun genelinin saglik

sorunlarmdan biri haline gelmistir.
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2.4.1 Tip 2 Diyabetin Tam ve Tedavisi

Diyabetin tanist i¢in kan glikoz dl¢iimii ve oral glukoz tolerans testi (OGTT) en sik
kullanilan tani testidir. Diyabetin tani kriterleri 1997 (ADA) ve 1999°da (WHO) su
sekilde ifade edilmektedir.

1. Giiniin herhangi bir saatinde, Kisinin a¢ olup olmamasina bakilmaksizin 6lgiilen

kan glukoz diizeyi =200 mg/dL (11,1 mmol/L) ve beraberinde poliiiri, polidipsi,

glikoziiri, ketoniiri ve agiklanamayan kilo kayb1 gibi diyabet semptomlarinin
bulunmasi,

2. En az 8 saatlik tam aclik sonrasi, aglik plazma glikoz diizeyinin = 126 mg/dL

(7mmol/L) olmasi

3. 75 gramlhik OGTT uygulamasi sonucunda 2. saat kan glikoz diizeyinin =200
mg/dL (11,1 mmol/L) olmasi

Yukarida belirtilen kriterlerden herhangi birinin bir hastada saglanmasi DM tanis1 igin
yeterli bulunmaktadir. T2DM’un tedavisinde amag, kan glukoz konsantrasyonlarini
belirli limitler i¢inde tutmak ve diabetes mellitusun uzun siireli komplikasyonlarinin
gelismesinin Oniinii kesmektir. Kilo verilmesi ve yeme aligkanliginin degistirilmesi
olumlu yonde fayda saglayabilir. Bununla beraber, kan glukoz seviyelerini istenen
diizeye indirebilmek i¢in siilfoniliire (hipoglisemik ajan) veya insiilin gibi ilaglarla
tedavi gerekebilir (Champe and Harley 1997). T2DM tanis1 konan hastada, hastaligin
ilerlememesi i¢in en 6dnemli nokta tedavi protokollerine uyulmasinin yaninda saglikli

yasam bi¢iminin yasam tarzi haline getirilmelidir.

2.4.2 Deneysel Tip 2 Diyabet Modelleri

Cesitli hastaliklarin nedenlerinin anlasilmasi, hastaligin tedavisinin ve korunma
yollarinin bulunmasi i¢in deneysel hayvan modellerinin kullanimi1 yaygindir. Bu
modellerden bazilar1 insandaki hastalik nedenleri bakimindan benzerse de o hastalig1
tam olarak olusturdugu kesin olarak sdylenemeyebilir. Deneysel diyabet olusturulmasi

amaciyla cerrahi, kimyasal, viral, genetik vb. modeller kullanilabilmektedir. Bu
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yontemlerden en fazla tercih edilenleri kimyasal ajanlar kullanilarak olusturulan diyabet
modelleridir. Laboratuvar hayvanlarinda deneysel diyabet olusturabilmek i¢in yaygin
olarak streptozotosin (STZ) ya da alloxan kullanilir (Anderson 1983, Heineke et al.
1993, Ontiirk ve Ozbek 2007).

STZ ve alloxan pankreatik B hiicrelerine olan spesifik toksisiteleri nedeniyle
diyabetojenik ajan olarak kabul edilirler. Fakat STZ daha spesifik [-hiicre
sitotoksitesine sahip oldugundan laboratuvar g¢alismalarinda daha fazla tercih edilir
(Oztiirk et al. 1996, Gorogawa et al. 2002). Bu nedenle sunulan ¢alismada da deneysel
tip 2 diyabet olusturulurken STZ tercih edilmistir.

2.4.2.1 Streptozotosin

Streptozotosin, N-(Methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glikozamin yapisindadir. Agik sari
renkte, suda ve alkolde ¢dziinen bir maddedir. Onceleri antibiyotik olarak kullanilirken
STZ’nin kanserojen etkisi oldugu tespit edilmistir. Giintimiizde STZ’den deneysel

diyabet olusturmak icin faydalanilmaktadir.

OH CHs
i
0O an \(l-l;/ \ﬁl
HO O O
~c ; OH
Ha H
OH

Sekil 2.1. STZ kimyasal yapis1 (Ashby and Hilton 1993).

STZ, GLUT-2 glikoz transporter yoluyla B hiicrelerine segici etki gosterir ve burada
nitrik oksit, alkilasyon veya DNA fragmantasyonu vasitasiyla DNA hasar1 meydana

getirir. Yetiskin siganlarda belirli oranda STZ uygulamasinin insiiline bagimli diyabete,
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yeni dogmus sicanlara STZ uygulamasmin ise insiilinden bagimsiz diyabete neden

oldugu belirlenmistir (Anderson 1983, Heineke et al. 1993, Ontiirk ve Ozbek 2007).

2.4.2.2 High Fat Diet (HFD)

Son 20 yilda ucuz, lezzetli ve yiliksek yag iceren bir ¢cok gida maddesinin ortaya
cikmasiyla diyetteki yag miktar1 hizla artmistir. Yiksek yag iceren diyet (HFD) ile
beslenme, insan metabolik sendromuna paralel olarak kemirgenlerde de obezite ve
metabolik hastaliklar1 indiikleyebilmektedir. Ger¢ekten de HFD’nin ratlarda viicut yag
orani artisina ek olarak hiperleptinemi, hipertrigliseridemi ve hiperkolesterolemiye

sebep oldugu bildirilmistir (Isbilen et al. 2007).

Deneysel tip 2 diyabet modellerinde, insanda goriilen hastaligin fizyopatolojisini daha
iyl taklit edebilmek i¢cin HFD kullanilmaktadir. Ciinkii tip 2 diyabetli hastalarda tani
konmadan yillar once insiilin direnci gelismekte, sonrasinda B hiicre disfonksiyonu
olugmakta en son tip 2 diyabet bulgular1 olusmaktadir. Deney hayvanlarinda insiilin
direnci olusturabilmek i¢in HFD kullanilmakta, sonrasinda STZ enjeksiyonu ile 3 hiicre
disfonksiyonu olusturularak tip 2 diyabet fizyopatolojisi deneysel olarak taklit edilmeye
calisilmaktadir.

2.5 inflamasyon

Inflamasyon, insan viicuduna disaridan veya igeriden verilen uyarilara kars1 bazi hiicre,
doku veya organlari baslattig1 ve yasamini siirdiirebilmesi i¢in gerekli ama spesifik
olmayan bir yanittir. Bu uyariya verilen biyolojik yanitin amaci; uyarinin neden oldugu
hiicresel tahribatin tamiri, hiicre ve yabanci cisim atiklarini temizleme, bakteri

uyarilarini belirleyerek canli iizerine olan zararli etkilerini engellemektir (Int. Kyn. 3).

Inflamasyonun olusmasi igin bakteriler, viriis, mantar ve parazit ya da travma, yanik,
yabanci cisim, iskemi ve pankreatit gibi bir ¢ok farkli faktor yeterli olabilsede, bu
uyarilara cevap aymdir. Insan viicudunun disaridan veya iceriden gelen uyarilara karsi

baslattig1 inflamasyon, cok titiz bir sekilde kontrol altinda tutulan bir takim
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reaksiyonlara neden olur. Bu durum sonucu uyarinin tahribata ugrattigi yerde lokal
olarak tamiri baslatir. Olusan lokal inflamasyon sonucu dokuda ya tahribati1 tam olarak
yok eder ya da orada bir apse gelisimi olusturabilir. Veya dokuda olusturdugu hasar
iyilesmeyerek kronik inflamasyon gelisebilir (Int. Kyn. 3). Kronik inflamasyonun

olugmasi ile metabolizmada bazi hastaliklarin olugsmasina zemin hazirlayabilmektedir.

Inflamasyonun tip 2 diyabette belirgin olarak arttig1 diyabetin mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlarinin gelisiminde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.
Ancak tip 2 diyabetin dogal seyrinde bu mekanizmalarin neden mi sonu¢ mu oldugu
bilinmemektedir (int. Kyn. 4). Kanda glikoz diizeyinin asir1 yiikselmesi sonucu
glomertiliir filtratin iginde, resorbe olunabilecek miktarlardan daha fazla miktarda
glukoz bulunabilir. Ve bu fazla miktar idrara gegerek glukoziiri olusur. Bu olay
bobrekte tahribata yol agarak nefropatiye yol agar. Bu da diyabette siklikla ortaya ¢ikan
bir olaydir. Ve diyabetin en 6nemli komplikasyonlarindandir. Tip 2 diyabetli hastalarda
inflamatuar parametreleri seviyelerinin saglikli bireylere gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bununla beraber obezite ve inflamasyon, hiicresel diizeyde insiilin
internalizasyonunu (hiicre igine girmesini) Inhibe ederek insiilin direncine ve

hiperglisemiye yol agmaktadir (Murray et al. 1993).

HFD uygulamasi sonucunda yag hiicre kitlesinin artmasi (adipogenesis) inflamatuvar
faktorlerin olusmasini uyarabilmektedir. Ciinkii inflamasyona neden olan temel
faktorler olan adipokinlerin (6zellikle sitokinlerin) iiretilmesinde yag artisinin 6nemli
yeri oldugu ifade edilmektedir. Organizmada inflamasyonun olusmasina sitokinler ve
kemokinler aracilik etmektedir. Ozellikle sitokinler yabanci antijenlere ve ajanlara kars1
organizmanin reaksiyonlarinin kontrol ve diizenlenmesinde 6nemli rol oynarken ayni

zamanda hiicreler arasi iligkileri diizenleyerek inflamatuvar cevapta 6nemli rol oynarlar.
2.5.1 Tip 2 Diyabette Inflamasyon
Inflamasyon sirasinda inflamasyona neden olan birgok inflamatuar maddenin seviyeleri

artabilmektedir. Bunlar plazmada ya da hiicrelerde bulunurlar. Canli metabolizmada yag

dokusu yalnizca enerji depolama yeri degil, diger bir gorevi de insiilin direncine farkli
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farkli etkileri olan leptin, rezistin ve adinopektin denilen adiposit diizenleyici maddeleri
salgilayan bir organdir (Ulukaya 2007). Beyaz yag dokusu hiicrelerinden fazla miktarda
inflamatuvar sitokinler (TNF-a, IFN-y, IL-B ve IL-6) inflamasyon belirtegleridir. S6z
konusu inflamatuvar maddeler oksidatif stresi uyararak veya kendileri direkt etki ederek
insiilin direncine veya B hiicre disfonksiyonuna etki edebilmektedirler (Bowie and
O’Neill 2000). Kas doku da IL-6’nin GLUT 4’4 inhibe ederek insiilin duyarhiligini
azaltabilecegi sonuglarla belirlenmistir (Bastard et al. 2006).

sitokinler, protein veya polipeptid yapida olan molekiillerdir. Molekiiliin tek basina
hicbir etkisi yokken, inflamasyon durumunda (bakteri, yabanci cisim vb.) uyarana kars1
baslatilan tepkimeye yardimci olarak calisirlar. Bu bigimde uyarilan hiicredeki spesifik

reseptdrlere baglanir ve hiicre davranisini degistirirler (Iint. Kyn. 3).

Uyaran ne olursa olsun viicuttaki biitiin sitokinler harekete gegebilir ve yalnizca birinin
uyarilmasiyla hepsi harekete gegerek asir1 diizeyde proinflamatuar sitokinlerin (TNF - a,
IL -1, IL - 12, IFN -y ve IL - 6 vb.) salgilanmas1 ve salinimma sebep olabilirler.
Sitokinler inflamasyondaki en 6nemli etkilerini endotel, 16kosit, fibrolast ve akut faz
reaktanlar1 tizerinde gosterirler. Sitokinlerin bu gosterdikleri etkilerin yaninda bir ¢ok
kimyasal mediatoriin, biiylime faktorlerinin  ve nitrikoksit salimini  arttirr.
Trombojenisiteye sebep olurlar. Bu tiir hasarlara neden olan bir ¢ok sitokin vardir.
Bunlar tiimor nekroz faktor alfa (TNF—a), interloykinler (IL-1a, IL-1pB, IL-8, IL-10, IL-
4, I1L-13), interferon gama (IFN-y) ve degistirici biiytime faktoridiir. (Tranforming
growth factor, TGF-p). Bunlardan en nemlileri IL — 1 ve TNF (a - B)’dir (int. Kyn. 3).

Sitokinler

Sitokinler, organizmada immiin sistemin regiilasyonunda ve inflamatuar olaylarda
onemli rol oynayan molekiiller olup, lenfositlerin meydana getirdigi sitokinlere
lenfokin, monositlerin olusturduklarina ise monokin denir (Giine 1999). Belli bir sitokin
cesitli hiicreler tarafindan salgilanir. Fakat ayni biyolojik etkiyi gosterir. Sitokinlerin
etkileri sistematik veya lokaldir. Bazilar1 klasik hormon gibi davransa da hiicreler

tarafindan yapildiklar1 icin hormon kabul edilemezler. Dinlenme halinde hiicrelerden
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sitokin salgilanmamaktadir. Ciinkii sitokinler ¢ok aktif maddeler olup ¢ok az miktarlar1
dahi etkili olabilmektedir (Kuby 1992).

Sitokinler hiicre bolinmesi ve farklilagmanin kontrolii, hemotopoez ve bagigiklik
sisteminin regulasyonu, yaralarin iyilesmesi, kemik formasyonu ve hiicresel
metabolizmanin degistirilmesi gibi biyolojik olaylarda rol oynamaktadir. Sitokinleri

baslica su ana gruplara ayirabiliriz;

e Nonspesifik immiiniteyi ve enflamasyonu arttiranlar,

e Lenfosit aktivasyonu,

e Biiyiime ve diferanslasyonun da gorev alanlar,

e Kemik iligi prokiirsorlerinin koloni stimiilasyonu yapanlar,

e Regiilator sitokinler ve kemokinlerdir (Kuby 1992).

Tiimor Nekrotizan Faktor (TNF - o)

TNF-a, sitokin ailesinin bir iiriiniidiir. Iki ayr1 formu vardir; TNF-o ve TNF-B yaklasik
olarak birbirlerine %35 oraninda benzerlikleri vardir. Ve ayni hiicre reseptdriine
baglanabilmek i¢in yarisirlar. 6. kromozom da bulunan iki farkli gen tarafindan
yapilirlar. Iki ayr1 reseptdre baglanan bu iki form biitiin hiicre oldugu diisiilmektedir.

TNF, inflamatuar olaylar ve immiinite de rol alan bir mediyatordiir. Genis etki alani

vardir (Chung and Barnes 1999).

TNF-a baslica aktif makrofajlar olmak iizere, mast hiicreleri epitelyum hiicreleri,
notrofiller ve T lenfositler tarafindan salinir. Organizmanin gram negatif bakterilere
kars1 verdigi cevabin en onemli gostergesi TNF-a’dir. Lenfotoksin olarak adlandirilan
TNF-B ise baslica aktif T lenfositler tarafindan sentezlenir (Khair et al. 1996).

Interlokin - 1p

Baslica makrofaj hiicreleri tarafindan iiretilmektedir. IL-1 nérdendokrin ve metabolik

fonksiyonlar: etkiler. IL-1’in sistemik etkileri; hipotansiyon, ates, notrofillerin
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saliniminim artig ve hepatik akut faz reaktani olarak insiilin miktarlarinda artiglara neden

olur (Douglas 2003).

IL-1 alfa ve beta olmak iizere iki formu vardir. Insan pankreas adacik hiicrelerinin
yiiksek glukoza uzun siire maruz kalmasmin, bu hiicrelerden IL-1f yapimimi uyardigi,
bununda NF-kB (nuclear factor-kB) aktivasyonu ve Fas sinyalinin up-regiilasyonuna
yol actigi ve otokrin apopitozu tetiklemesiyle sonuglandigi yakin zamanda One

stirtilmiistiir (Schrijvers et al. 2004).

interlokin - 6

Mononiikleer fagositler, damar endotel hiicreleri, fibroblastlar ve epitel hiicreleri ile baz
aktive T hiicreleri tarafindan sentezlenen IL-6, 1L-1 ve TNF-a’nin etkisi ile salgilanir.
Ve bu sitokinlerle birliktelik gosteren etkilere sahiptir. IL-6’nin en iyi tanimlanan
etkileri hepatositler ve B lenfositleri iizerine olup, akut faz yanitina katkida bulunan bir

¢ok plazma proteinin hepatositler tarafindan sentezine neden olur (Abbas et al. 1994).

Bastard ve arkadaglarinin (2000) yaptig1 calismada insiilin direnci gostergesi olarak
Olglilen parametreler ile (aglik plazma insiilini, aglik plazma glukozu, fasting insiilin
resistance index) iliskilidir. IL-6 diizeylerinin TNF-o ve leptine gore obeziteye bagl

insiilin direnciyle daha siki iligkili oldugu diistiniilmiistir.

Interferon -y

Interferonlar, viriis, bakteri, parazit ve tiimor hiicreleri gibi bilinen yabanci ajanlara
kars1 organizmanin immiin sisteminin irettigi glikoprotein yapisinda dogal
proteinlerdir. Interferon gamma dogustan ve adaptif immiin cevapta anahtar immiin

regiilatuvar proteindir. Tip 2 interferon olarakta bilinir. Anti timdr ve antiviral etkileri

vardir (Young and Bream 2007).

19



IFN-y "nin biyolojik etkisi ¢ok yaygindir. Neredeyse her hiicre tip proteinle etkilesime
girdiginde degisiklige ugrar. IFN-y 'nin regiilasyonu ve etkileri kompleks ve konak

yasami i¢in gerekli olan multipotent bir sitokin oldugu bilinir (Young and Bream 2007).

IFN-y primer olarak CD4+ T lenfositler tarafindan salgilanirken, Naturel Killer (NK),
CD8+ T hiicreler ve az miktarda B lenfositler tarafindan da salgilanabilmektedir.
Lenfositler ve NK hiicreleri {izerine etkili olmakla beraber temelde bir makrofaj aktive
edicidir (Young and Bream 2007). Makrofajlarin akrite olmasi ise diger sitokinlerin

tretimini uyarabilir.

2.5.2 T2DM ve Oberzite ile Inflamasyonun Tliskisi

Diyabetin vaskiiler inflamasyon icin tetikleyici oldugu kabul edilmekle birlikte
inflamasyonun kendisinin de diyabeti tetikleyebilecegi one siiriilmiistiir. Cok yiiksek
olmayan inflmasyonun T2DM gelisiminde hastaligin 6nemli bir belirleyici oldugu
yoniinde bulgular olusmustur. Yiikselmis C-reaktif protein viicut kitle indeksi,
trigliserid, glikoz diizeylerinin tip 2 diyabet olusum riskini arttirdigi kanitlanmistir
(Freeman et al. 2002). Bu baglamada artan 16kosit sayis1 da insiilin aktivitesini bozarak

tip 2 diyabet gelisimin de bir prediiktor oldugu ortaya konmustur (Ford 2002).

Diyabetli hastalarda sik goriilen abdominal obezitedeki karm i¢i yag dokusu diisiik
seviyeli kronik inflamatuar durumun 6nemli bir belirleyicisidir. Buna bagli olarak bu
kisilerde inflamasyon belirtegleri olan I1L-6, TNF-a ve CRP diizeylerinin yiikseldigi
goriilir. Bu durum kronik inflamasyon obezite, tip 2 diyabet ve insiilin direnci ile
kardiyovaskiiler hastaliklarin arasinda iliski oldugu diistincesini kuvvetlendirilmektedir
(Yudkin et al. 1999).

2.6 Fitoterapik Bitkiler ve Bilesikler
Hastaliklarin tedavi edici degere sahip taze veya kurutulmus bitki kisimlar1 (drog) ya da

bunlardan elde edilen ekstraksiyon iiriinleri kullanilarak iiretilen ¢ay, damla, draje,

kapsiil, surup, tablet ile tedavi edilmesi “fitoterapi” olarak adlandirilir. Fitoterapi, “tibbi
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bitkilerle tedavi” anlamina da gelmektedir. Ve bu terim ilk kez Fransiz hekim Henri
Lenckre (1870 - 1953) tarafindan La Presce Medical adli dergide kullanilmistir
(Cubukgu et al. 2002).

Fitoterapi, gliniimiizde alternatif kimya konular1 arasinda degerlendirilmekte olup tarih
stireci igerisinde birikimi, gelisimi ve uygulanisi ile bir¢ok kimya projesine onciilitk
etmistir (Cubukgu et al. 2002). Geldigimiz bu siirecte fitoterapiye ilgi giderek artmakta
olup, kimya ve biyokimya alanindaki gelismeler ila¢ sanayiine bilyiikk bir hiz
kazandirmis; bu sayede etkinlik, zararsizlik ve kalite prensipleri benimsenerek analitik,
toksikolojik, farmakolojik ve klinik ¢alismalar sonucu, laboratuvarlarda tibbin

ihtiyaclarina cevap verebilecek pek c¢ok ilag gelistirilmistir (Asimgil 1997).

Diyabet serbest radikallerin arttig1 ve/veya antioksidan mekanizmalarin géreceli olarak
inhibe oldugu oksidatif stres durumlarindan birisidir. Cesitli yaymlarda bazi antioksidan
enzimlerin azaldigi, arttigi veya degismedigi rapor edilmisse de arastirmacilarin
kesinlikle fikir birligine vardiklar1 konu, diyabette lipid peroksidasyonunun artigr ve
antioksidan mekanizmalarin bozulmus oldugudur. Bu yilizden diyabet tedavisinde
andiyabetiklere ek olarak antioksidan maddelerin veya antioksidan ozellikleri olan
antidiyabetiklerin kullanilmasi, diyabette daha etkin tedavi igin tavsiye edilmektedir
(Vincent et al. 2004).

2.6.1 Safran

Safran (Crocus sativus L.) diinya iizerinde kuzey yarim kiirenin tropikal ve subtropikal
bolgelerinde yayilis gostermektedir. Daha ¢ok Italya, Ispanya, Yunanistan gibi
Akdeniz’e kiyis1 olan iilkelerde ve Tiirkiye dahil olmak iizere Cin, Iran ve

Azerbaycan’da kiiltiirii yapilan kromlu, ¢ok yillik, otsu bir bitkidir (Vurdu et al. 1997).

Safranin kokusunu safranal, tadim1 ‘picocrocin’ ve rengini de ‘crocin’ maddeleri
vermekte olup, bunlar da safran bitkisinin 3 pargali stigmasinda bulunmaktadir. (Negbi
et al. 1989).
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Sekil 2.2. Pikrokrosinin HTCC ve safranala kimyasal doniisiimii (Carmona et al. 2007).

2.6.2 Safranal’m Yapisi ve Genel Ozellikleri

Safran hasattan sonra kurutuldugunda sicaklikla birlesen enzim etkisi sonucunda
pikrokrosin D-glukoz ve serbest bir safranal molekiiliine doniisiir. Safranal ; (Sistematik
adr: 2,6,6 — trimetilsikloheksa — 1,3 — dien — 1 — karboksaldehit) diye bilinen bir aldehit
ve karbonhidratin bilesiminden olusur. Safranal ugucu bir yagdir. Safranin ayirt edici
aromasmin Onemli bilesenlerindendir. Ve bazi orneklemelerde kuru safranin ucgucu

boliimiiniin yaklasik % 70’ini ihtiva ettigi goriilmiistiir (Int. Kyn. 5).

Antioksidan etki gosteren ve tibbi bitki litaretiiriinde yer alan gilinlinmiizde 6nemi
gittikge artan tedavi edici etkiye de sahip bir bitki oldugu bilinen safran ekstraktinin
bilesenlerinden biri olan safranalin radikal siipiiriicii  aktivitesinin, safranala
antidiyabetik (Kianbakht et al. 2011), antioksidan (Assimopoulouve et al. 2005),
antikanser (Escribano et al. 1996) ve hipotansif (Imenshahidi et al. 2010) o6zellikler
kazandirdig1 ¢esitli calismalarla belirlenmistir. Ayni zamanda yapilan calismalar
safranalin sahip oldugu yiiksek radikal siipiiriicti aktivitesi sayesinde fonksiyonel islevi

olan gidalarda, antioksidan etkili igegeklerde, farmakolojide, yaslanmaya kars1
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koruyucu etkileri (antiaging) nedeniyle kozmatik sanayi gibi bircok alanda

kullanilabilecegi de belirtilmektedir (Vincent et al. 2004).
Sunulan calismada ise daha Once antidiyabetik etkileri belirlenmis olan safranalin,

deneysel tip 2 diyabet olusturulan ratlarda insiilin direncine, pankreatik [ hiicre

disfonksiyonuna, oksidatif strese ve inflamasyona etkileri belirlenmeye ¢aligilmistir.

23



3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Calismada her deney grubunda 8 toplamda ise 40 adet deney hayvam (rat) Afyon
Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezinden temin edildi. Ratlarin
bakimi ve beslenmeleri ¢alisma boyunca 2142 °C cevre sicakhiginda, % 55 — 60 nem
12:12 saatlik aydinlik — karanlik dongiisii sartlarinda gergeklestirildi. Gruplara gore
yiiksek enerjili veya standart yemle besleme ve giinliik su temini siirekli saglandi.
Calisma boyunca hayvanlara yapilacak tiim miidahaleler Afyon Kocatepe Universitesi
Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulundan alinan 28.09.2012 tarihli 237 sayili etik
kurulu onay1 dogrultusunda, Afyon Kocatepe Universitesi Hayvancilik Uygulama ve
Arastirma Merkezinde yapildi. Calisma toplam 10 hafta olarak planlandi. Ilk 6 hafta
HFD ile besleme (insiilin direnci olusturma asamasi) ve deneysel tip 2 diyabet modeli
olusturma asamasi olarak tasarlandi. Son 4 haftada ise diyabetik ve HFD uygulanan

ratlara safranal tedavisi uygulanda.

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Yemin Hazirlanmasi

Insiilin direnci ve obezite olusturmak amaciyla deney hayvanlarma verilen diyetlerin
yag orani degisik ¢alismalarda % 22 ile % 60 arasinda oldugu goriilmiistiir (Hazman
2011). Bu nedenle c¢alismada kullanilan yemin rasyonuna %50 oraninda i¢ yagi

konularak yagh diyet olusturulmustur.

Afyon yem fabrikasindan temin edilen standart palet yemi, oOgiitiilerek toz haline
getirmis, icerisine protein kaynagi olarak % 5 yagl soya, % 5 yumurta, enerji kaynagi
olarak ise % 50 i¢ yag1 konularak karigim homojen hale getirilmis, sonrasinda palet
haline getirilerek derin dondurucuya konulmustur. Her hafta taze olarak hazirlanan yem,
deney hayvanlarina besleme yapilmadan 1 saat Once dondurucudan ¢ikarilarak

verilmistir. Hazirlanan yemin rasyonu ve enerji degeri Cizelge 3.1°de sunulmustur.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan yemlerin igerikleri (Hazman 2011)

Bilesen Standart Pelet Yem Yiiksek Enerjili (yagl)
(%) Icerigi Yem I¢erigi
Yag oram 4.1 57,3
Protein oram 17 13,6
Karbonhidrat orani 76,4 30,1
Diger maddeler 2,5 15
Enerji diizeyi (kal/kg) 2600 4930

3.1.2 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.2.1 Fosfat Tamponu (PBS) Hazirlanmasi

Pankreas dokusunda TAS, TOS ve total protein diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in
oncelikle pankreas dokusu homojenize edilmistir. Bu homojenizasyon isleminde PBS
tamponu (pH:7,4) kullanilmistir. PBS tamponu i¢in 8,0g NaCl (Sodyum Kloriir),
0,2KC1 (Potasyum Kloriir), 1,15g Na,HPO, (Di Sodyum Hidrojen Fosfat) ve 0,2
KH,PO, (Potasyum Di Hidrojen Fosfat) tartilmistir. Bir miktar distile suda ¢oziildiikten

sonra su ile 1L’ye tamamlanarak ve pH=7,4’e ayarlanmistur.

3.1.2.2. Sitrat Tamponu ve Streptozotosinin (STZ) Hazirlanmasi

0,21 g (10 mmol) sitrik asit monohidrat (CsHgO7 . H,O) bir miktar saf suda ¢ozdiiriiliip
tizerine 0,294 g (10 mmol) trisodyum sitrat dehidrat (CsHsNaszO; . 2H,0) eklenerek son

hacim 0,1 litreye tamamlandiktan sonra pH 4,5’¢ ayarland:.

Her 2 ml sitrat tampon igerisinde 30 mg STZ olacak sekilde STZ tartilarak sitrat tampon
icerisinde ¢ozildi. Tip 2 diyabet olusturulacak ratlar tartildiktan sonra, ratlara
agirliklarina uygun olacak hacimlerde STZ 30 mg/kg dozunda intraperitonal (i.p.) yolla

verildi.
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3.1.2.3 Safranalin Hazirlanmasi

2 ml safranal 8 ml serum fizyolojik ile 1:4 oraninda emiilsifiye edildikten sonra 200

mg/kg (0,2 ml/kg-giin) dozunda ratlara her giin gavaj yontemiyle verildi.

3.2 Ratlarda Insiilin Direnci Olusturma Asamasi (HFD ile Besleme)

HFD olusturulup yapilan ¢alismalarda en cabuk agirlik artisi, ratlar 5 haftalikken
baslayip 20 haftalik oluncaya kadar yasandigi i¢in (Furnes et al. 2009) ¢aligmaya 8-10
haftalik gen¢ ratlarla baglandi. Deney Hayvanlar1 Uygulama Arastirma Merkezinin
iretim odasindan alinarak arastirmanin yapilacagi odaya getirilen ratlar, 4’erli gruplar
halinde kafeslere konuldu. Ratlarin bir 1 hafta standart rat yemi ile beslenerek ortama
uyum gostermeleri saglandi. 8 rat kontrol grubu olarak ayrildiktan sonra kalan ratlara
HFD uygulanmaya baslandi. Kontrol grubu ve HFD uygulanan gruptaki ratlarm agirlik
degisimleri haftalik olarak tartilarak kaydedildi. 6 hafta HFD uygulamasi STZ

enjeksiyonu ile tip 2 diyabet modeli olusturma asamasia gegildi.

3.3 Tip 2 Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Calismanin 5. haftasinda (Kontrol grubu hari¢) obez ratlar 12 saat siireyle ag
birakildiktan sonra aghk kan glukoz degerleri 6lgiildii (Accu-Check Go, Bayer).
Literatiirde de belirtildigi gibi sitrat tamponunda (pH:4,5) ¢ozillen STZ, 30 mg/kg
dozunda birer hafta arayla 2 defa olmak tizere ip. enjeksiyonla verildi. Son
enjeksiyondan bir hafta sonra ratlarin plazma glukoz diizeylerine bakilarak, plazma
glukoz seviyeleri 300 mg/dl ve iizerinde olan ratlarda tip 2 diyabet olustugu kabul edildi
(Zhang et al. 2008). Tip 2 diyabet modeli olusturulan ratlar ¢alismanin bundan sonraki

tedavi asamasi icin gruplara ayrildi
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3.4 Arastirma Gruplar Plani

Ratlar her grupta 8 adet olacak sekilde toplam 5 gruba rastgele dagitildi. Kontrol grubu

ile birlikte, tip 2 diyabet modeli olusturulan ratlarin bulundugu 5 grup Cizelge 3.4’te

gosterildigi gibi olusturuldu.

Cizelge 3.2 Calisma gruplari

Gruplar

Yapilacak Uygulamalar

Grup 1: Kontrol grubu
(KONTROL)
Grup 2: Yagh diyet verilen obezite grubu
(HFD)

Grup 3: Yagh diyet verilen obezite-tedavi
grubu
(HFD-SAF.)

Grup 4: Diyabet kontrol grubu
(DYB)

Grup 5: Diyabet tedavi grubu
(DYB-SAF.)

Caligma siiresince standart yemle beslenen
saglikli ratlardan meydana getirildi.

Caligma siiresince yagl diyetle beslenen
ratlardan olusturuldu.

Caligma siiresince yaglh diyet uygulanan
ratlara, 6. haftadan sonra 4 hafta siireyle giinde
1 kez 200 mg/kg (0,2 mL/kg-giin) dozunda
gavajla safranal verildi.

Calisma siiresince yagh diyetle beslenen
ratlara 4. haftadan sonra, birer hafta (toplam
iki hafta) 30 mg/kg

streptozotosin injeksiyonu ile tip 2 diyabet

arayla ¢ift doz

olusturuldu.

Caligma siiresince yaglh diyetle beslenen ve tip
2 diyabet modeli olusturulan ratlara 6.
haftadan sonra 4 hafta siireyle gavajla 200
mg/kg (0,2 ml/kg-giin) dozunda safranal

tedavisi uygulandi.

3.5 Canhi Agirhk ve Achk Kan Glukozu Olgiimleri

Deney hayvanlar1 laboratuvara getirildikten sonra haftada bir ratlarin canl agirliklar:

belirlendi. Calismaya baslarken (0. Hafta), calisma basladiktan sonra 2 hafta da bir ve

calisma sonunda ratlarm aclik kan glukoz seviyeleri 6lgiildii. Olciimler &ncesinde bir

gece boyunca a¢ birakilan ratlarin canli agirliklar1 elektronik terazi ile dlgiildii ve
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sonrasinda kuyruk venasindan alinan 1 damla kan ile glukoz dlgiimleri Accu Check Go

cihaz1 yardimiyla yapildi.
3.6 Calismanin Sonlandirilmasi

4 haftalik safranal uygulamasi sonunda (¢aligmanin 10. Haftas1), ketamin (65mg/kg) ve
ksilazin (7 mg/kg) ile anestezi altina alinan ratlardan analizler i¢in gerekli kan ve doku

ornekleri alinarak biyokimyasal analizler i¢in hazirlandi.
3.7 Biyokimyasal Analizler

Sunulan ¢alismada ratlardan elde edilen kan Orneklerinde hazirlanan plazmada ve
pankreas doku homojenatindan elde edilen siipernatantlarda planlanan biyokimyasal
analizler yapildi. Insiilin seviyeleri sadece plazmada, inflamatuar sitokin diizeyleri
(TNF-a, IL-1p, IL-6, IFN-y) ve TAS, TOS diizeyleri ise hem plazmada hemde pankreas
dokusunda belirlendi. Kan dokusunda glukoz ve insiilin seviyeleri, plazmada insiilin ve
sitokin seviyelerine ELISA cihaziyla (Biotek ELx800) ve plazmada, TAS, TOS
seviyelerine Erel’in (2004, 2005) kullanilandig1 spektrofotometrik yonteme gore

oOlgtilerek ve elde edilen verilerden oksidatif stres indeksi hesaplandi.

3.7.1 Kan Plazmasinin Hazirlanmasi

Heparinli tiipler icerisine alinan kan érnekleri +4 °C’de 3000 x g’de 10 dakika santrifiij
edilerek plazma ve sekilli elemanlar ayrildiktan sonra plazma yeni bir tiipe aktarilmaistir.

Ayrilan plazma Srnekleri porsiyonlara ayrilarak laboratuar analizleri i¢in -20 °C’de

muhafaza edilmistir.
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3.7.2 Pankreas Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Yaklasik 0,5 g alman pankreas dokusu homojenizatdre alinarak {izerine proteaz
inhibitoérii (Roche) igeren PBS (pH:7,4) soliisyonundan 5 mL eklendi ve homojenize
edildi. Deneyin biitiin asamalarinda soguk zincirin saglanmasma dikkat edildi.
Homojenatlar 15000 x rpm, +4 °C’de 10 dakika santrifiij (kubota) edildi ve elde edilen

stipernatantlarda TAS ve TOS analizleri ile sitokin diizeyleri belirlendi.
3.7.3 Doku Homojenatlardan Total Protein Analizi Yapilmasi

Pankreas dokusu total protein seviyeleri Bradford protein dlgiim esasina dayanan ticari
kitler (Fluka 51254) kullamlarak, ELISA (Biotek EIx800) cihazinda o6lgiildii. Bu
yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250, negatif bir yiike
sahiptir ve protein lizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi ve mavi formu
mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniislimiinii saglar.
Olusan kompleksin absorbansi 595 nm de o6lgiildii (Bradford 1976). Pankreas
dokusunda analizi yapilan diger parametrelere (TAS, TOS, TNF-a, IL-1p, IL-6, IFN-y)
ait konsantrasyonlar, en son elde edilen total protein seviyelerine boliinerek sonuglar
hesaplanmis, sonuglar konsantrasyon/g protein veya konsantrasyon/mg protein seklinde

ifade edilmistir.
3.7.4 Plazma Insiilin Ol¢iimii

Insiilin diizeyleri ratlarin kan plazmasi1 orneklerinde ELISA ydntemiyle rata spesifik
kitlerle (Drg - Diagnostic) 450 nm’de 6l¢iildii. Numunelerden elde edilen absorbanslarin
insiilin konsantrasyonu olarak ifade edilebilmesi igin, Kitle birlikte gelen stok standart
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 8 standart araciligiyla kalibrasyon
egrisi olusturuldu. Standartlar ve numuneler dublike calisilmis olup, istatistiki

hesaplarda her bir standartin ve numunenin ortalama degeri kullanilmustir.
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3.7.5 Sitokin Seviyelerinin Analizi

Calismada TNF—o, IL-1B, IL-6 ve IFN-y olmak {izere 4 ayr1 inflamatuvar sitokinin
plazma ve pankreas doku homojenatindaki seviyeleri rata spesifik kit (e-Bioscience,
Vienna, Austria) protokollerine uygun bir sekilde ELISA cihazinda (Biotek ELx800)
analiz edilmistir. ELISA analizleri yapilirken numunelerin absorbanslar1 kullanilarak
konsantrasyonlarmin ELISA cihazinda otomatik olarak hesaplanabilmesi gerekli olan
kalibrasyon egrisinin olusturulabilmesi i¢in, kitle birlikte tedarik edilen standartlar
¢Ozdiriilmiis sonrasinda diliie edilerek 8 adet standart hazirlanmistir. Standartlar ve
numuneler dublike ¢alisilmis olup, istatistiki hesaplarda her bir standartin ve numunenin

ortalama degeri kullanilmistir.

3.7.6 Oksidan Antioksidan Seviyelerinin Ol¢iimii

Calisma sonunda ratlardan alinan plazma ve pankreas dokusu 6rneklerinde total oksidan
ve antioksidan statii Ol¢iimleri spektrofotometrik (Biotek, ELXx800) yontemlerle

yapilmistir

3.7.6.1 Total Antioksidan Statii (TAS) ve Total Oksidan Statii (TOS) Analizi

Bir ortamdaki antioksidan kapasiteyi 6l¢gmeye yonelik olan TAS gibi metotlar genelde,
bir vitamin E analogu olan ve Trolox Equivalent olarak adlandirilan standart
antioksidan soliisyonu kullanilarak kalibre edilmektedir. TAS 6lgtimleri Erel’in (2004)
gelistirdigi metoda gore, numune ve ayiraglar karistirildiktan 5 dakika sonra
spektrofotometrik (Biotek, ELx800) okuma yapilarak gerceklestirilmistir. Olgiilen TAS
diizeyleri, total protein seviyelerine boliinerek mmolTrolox Equivalent/g-protein
seklinde ifade edilmistir. TOS 6l¢iimleri de yine Erel’in (2005) gelistirdigi metoda gore,
numune ve ayiraglar karistirildiktan 3-4 dakika sonra 560 nm’de spektrofotometrik
okuma yapilarak gergeklestirilmis ve sonuglar hidrojenperoksit equivalent litre/g-

protein (umol H,O; Equiv./g-protein) olarak ifade edilmistir.
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3.7.6.2 Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Hesaplanmasi

TAS ve TOS o6l¢iimleri yapildiktan sonra, oksidan ve antioksidan dengeye iliskin daha
net yorum yapilmasma olanak veren oksidatif stres indeksi (OSI) kit (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep, Tirkiye) katologunda belirtilen asagidaki formiile gore

hesaplanmigtir.

OSI = [(TOS, umol/L)/ (TAS, (mmolTroloxEquiv/L) x 100]

3.8 Beta Hiicre Fonksiyonunun Degerlendirilmesi (HOMA-p = Homeostasis Model

Assesment Beta Cell Function)

Calisma sonunda belirlenen aghik kan glukozu ve insiilin seviyeleri kullanilarak
Matthews ve ark. (1985)nin belirttigi sekilde asagida verilen formiil kullanilarak
HOMA-J indeksi degerleri hesaplanmustir.

HOMA- = [20 x a¢lik insiilin seviyesi (mU/I)] / [ aghk glukoz seviyesi (mmol/L)-3,5]

3.9 Insiilin Direncinin Degerlendirilmesi (HOMA-IR = Homeostasis Model

Assesment Insiilin Resistan)
Insiilin direnci indeksi (HOMA-IR), ¢alisma sonunda belirlenen aclik plazma glukoz ve
insiilin seviyeleri kullanilarak Matthews ve ark. (1985)’nin belirttigi ve asagida verilen
formiile gore hesaplanmistir.

HOMA-IR =[ Aglik insiilin seviyesi ( mU/l) x aglik glukoz seviyesi (mmol/L)] / 22,5
3.10 istatistiksel Analizler
Elde edilen bulgularin istatistik hesaplamalari, SPSS 18.0 paket programi kullanilarak

yapilmig, calismada elde edilen veriler "ortalama + standart sapma" olarak ifade

edilmistir (X + SD). Gruplara oncelikli olarak normalite testi uygulanmus, tiim verilerin
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normal dagilimli olduklar1 tespit edilmistir. Bu baglamda normal dagilimli olduklar1
anlasilan verilere parametrik testlerden varyans analizi ANOVA testi uygulanarak

istatistiksel iliski belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Materyal ve metot boliimiinde belirtilen yontemlerle deneysel tip 2 diyabet basariyla
olusturulmus ve daha sonrasinda belirtilen tedavi protokolleri uygulanmistir.
Calismanin bitirilmesiyle deney hayvanlarindan elde edilen plazma ve dokularda
laboratuar analizleri yapilmis ve sonuglarim istatistiki analizleri yapilmistir. Calismadan

elde edilen bulgular asagida 6zetlenmistir.

Calismadan elde edilen veriler degerlendirirken once kontrol grubu ile HFD grubu,
sonrasinda HFD ile DYB grubu ve HFD - safranal grubu, en son olarak ise DYB grubu
ile DYB - safranal grubu kiyaslanarak degerlendirme yoluna gidildi. Kontrol grubu ile
HFD grubu arasindaki degerlendirme sonuglar1 ve HFD grubu ile DYB grubu arasinda
yapilan degerlendirme sonuglari, c¢alismada olusturulan deneysel tip 2 diyabet
modelinin dogrulanabilmesi amaciyla kullanildi. Gruplar arasindaki diger kiyaslamalar
ise safranal tedavisinin ¢alisma boyunca HFD ile beslenen ve diyabet olusturulan ratlara

olasi etkilerinin belirlenebilmesi i¢in yapild1.

4.1 Ratlarin Canh Agirhk Sonug¢lar

Deney hayvanlarinin laboratuar ortamma uyum sagladiktan sonra araliksiz her hafta
agirliklar1 6lgiilerek belirlenmistir. Yalniz istatistiki analizlerin daha anlamli ve anlasilir
bir sekilde olmasi icin ratlarm 2 hafta araliklarla Olgiilen degerleri kullanilmustir.
Calisma siiresince ratlara ait degisimleri ve istatistiki analizleri Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Calismanin baslangicinda rastgele olusturulan gruplarda bulunan ratlarin ortalama
agirliklar1 karsilastirildiginda aralarinda herhangi bir istatistiki farkin olmadig: goriildii.
Calismanin 2. haftasinda kontrol grubu ile HFD grubu arasinda kii¢iik bir farkin
olusmaya basladig1 Cizelge 4.1°de goriilmektedir. 4. haftada ise ratlarm haftalik agirhik
degisim verilerine bakildiginda Kontrol grubu ile diger yiiksek enerjili yagh diyet
(HFD) ile beslenen gruplar arasinda istatistiki bir Oneme sahip artisin oldugu

gorilmiistiir.
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Cizelge 4.1 Ratlara ait canli agirlik degerleri.

Ratlarin Haftalik Agirhik (g) Ol¢iim Zamanlar:

Gruplar
0. Hafta 2. Hafta 4. Hafta 6. Hafta 8. Hafta 10. Hafta
KONTROL 226,3+17,1  2263+138% 233,7+11,5% 2374+10,4° 243,0+84° 249,7+9,4%
HFD 2263 +14,6 2455+151° 263,5+14,7° 283,7+149°¢ 300,0+17,9°  3104+229°¢
DYB 2255+133 2424+148%* 2535+14,5° 267,1+158°° 281,6+155° 286,1+22,1°

DYB-Saf. 2205+17,7 2408+168% 251,0+12,7° 2656+18,6° 2808+174° 288,0+15,8"
HFD - Saf. 223,6+13,8 238,12+16,6% 2549+149" 272,0+£17,1°° 2894+153° 306,1+11,5°¢
P 0,936 0,146 0,003 0,000 0,000 0,000

a¢ Aymi siitunda farkli dslii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark Istatiksel olarak onemlidir
(p < 0,05). HFD; Sadece yiiksek yagli diyet uygalanan grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu
ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu,
HFD-Saf, Sadece yaghh diyet verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade
etmektedir.

Deneysel tip 2 diyabet modeli olusturulduktan sonra yani 4. Haftadan sonraki haftalarda
da kontrol grubunda bulunan ratlara ait agirliklarin diger gruplara gore istatistiki olarak
farkli ve daha az oldugu goriilmektedir. Calismanin 8. haftasinda DYB gruplar1 (DYB
ve DYB-Safranal) arasinda yine 6nemli bir farkin olusmadigt HFD gruplarinda ise
HFD-Safranal grubunun HFD grubuna gore daha az yiikselis gosterdigi goriilmektedir.
Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiki olarak farkin devam ettigini de

sOyleyebiliriz.

Calismanin son haftasina (10. hafta) gelindiginde ise, net olarak goriinen Kontrol
grubunun diger gruplara karsilastirildiginda daha diistik ve istatiksel olarak farkli olugu
goriilmektedir (Cizelge 4.1) . HFD uygulanan ama diyabet olusturulmayan gruplarin
(HFD ve HFD-Saf. gruplari) agirlik degisimleride diger gruplardan istatistiki olarak
farklidir. Bu ayrigma diyabetik gruplarla diger gruplar arasinda da gorilmektedir.
Diyabetik gruplarda (DYB ve DYB saf. gruplar1) bulunan ratlara ait ¢alisma sonu (10.
haftada) agirliklarina bakildiginda, diger gruplardan istatistiki dneme sahip bir farkla
ayrildig1 goriilmektedir. Bununla beraber diyabet (DYB) grubuyla, tedavi uygulanan
diyabet grubu arasinda (DYB-Saf) herhangi bir istatistiki fark goriilmemektedir.

Calisma siiresince gruplara gore ratlarda goriilen agirlik degisimleri kisaca dzetlenirse,
en az agirlik artis1 kontrol grubu ratlarinda gozlenirken, en yliksek agirlik artist HFD
uygulanan ama diyabet olusturulmayan g¢alisma gruplarinda (HFD ve HFD-Saf.

gruplar1) gozlenmistir. Beta hiicre disfonksiyonu olusturabilmek amaciyla yapilan STZ
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injeksiyonunun ise diyabetik ¢aligma gruplarinda (DYB ve DYB saf. gruplar1) agirlik

artis diizeyini diislirdligli anlasilmaktadir.

Agulik (g)

320
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220

Sekil 4.1. Haftalara gore ratlarmn canli agirlik degisimleri (HFD; Sadece yiiksek yagli diyet
uygalanan grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu ile diyabet olusturulan grubu,
DYB-Saf; Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu, HFD-Saf; Sadece

yagl diyet verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade etmektedir).

4.2 Cahsma Boyunca Belirlenen Kan Glukoz Diizeyleri

Calismanin baslangicinda tiim gruplarin aglik glukoz degerleri arasinda higbir farkin
olusmadig1 Cizelge 4.2°de goriilmektedir. Kontrol grubu disindaki diger gruplara HFD
uygulamasi sonucunda 2. hafta ratlarin a¢lik kan glukoz verileri incelendiginde, Kontrol
grubu ile HFD-Saf. ve DYB gruplar1 arasinda istatistiki bir fark olusmadigi
goriilmektedir. Bununla beraber Kontrol grubu ile DYB-Saf. ve HFD gruplar1 arasinda

ise 6nemli bir farkin olugmadig: goriildii.
STZ injeksiyonu sonrasi 4. haftada ve sonraki haftalarda yapilan dlgiimlerde Kontrol
grubu, HFD ve HFD-Saf. gruplar1 arasinda fark bulunmazken, DYB gruplar1 ile diger

gruplar arasinda anlaml bir fark oldugu tespit edildi.
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Cizelge 4.2 Ratlarn aclik kan glukoz diizeyleri

Glukoz (mg/dl)

Gruplar
0. Hafta 2. Hafta 4, Hafta 6. Hafta 8. Hafta 10. Hafta
KONTROL 114,1+157 109,7+9,56% 1084+9,6° 107,4+10,7° 1114+121% 114,6+11,5°
HFD 1094+10,3 1153+7,65* 1212+1142% 138,1+11,7° 132,6+151% 1556+124°
DYB 108488 1228+12,0° 3656+443" 340,7+368° 3299+342° 3324+379°
DYB-Saf. 111,0£9,7 119,1+10,7*" 3683+46,6° 336,6+273° 283,1+24,6° 2332+25,7°
HFD —Saf. 1114+11,5 1244+13,1° 119,1+16,5% 129,1+13,8%* 116,6+12,4°% 120,1+9,5%
P 0,890 0,101 0,000 0,000 0,000 0,000

AP0 Ayn1 siitunda farkln dislii ifadeleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark Istatiksel olarak onemlidir
(p < 0,05). HFD; Sadece yiiksek yagh diyet uygalanan grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu
ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu,
HFD-Saf;, Sadece yagli diyet verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade
etmektedir.

Calismanimn 6. haftasinda kontrol grubu ile diger gruplarin (HFD-Saf. haricinde) aclik
kan glukoz seviyelerinin farkli oldugu Cizelge 4.2’de gosterilmistir. Aralarinda fark
bulunmayan HFD ve HFD-Saf. ile ayni sekilde fark saptanmayan DYB gruplari
aralarinda Istatiksel anlamli bir fark bulunmamustir. Bununla birlikte Kontrol grubu
verilerinin tiim gruplarda kiigiik ve istatistiki olarak farkli oldugu belirlenmistir. Diyabet
gruplarinin aclik glukoz seviyelerinin de tiim gruplarda yiiksek ve istatistiki olarak

farkli oldugu goriilmiistiir.

8. hafta aclik kan glukoz seviyelerine gelindiginde Kontrol, HFD ve HFD-Saf.
aralarinda bir farkin olusmadig1 anlasilmaktadir. Diyabetik gruplarin glukoz diizeyleri
incelendiginde ise hem kendi aralarinda hemde diger gruplarm aglik glukoz seviyeleri

arasinda 6nemli bir fark olustugu goriilmektedir.

Son hafta aclik glukoz diizeyleri incelendiginde ise kontrol grubu ile HFD grubu
arasinda ise istatistiki bir farkin olustugu, HFD uygulamalarinin aclik kan glukoz
seviyelerini artirdigi goriilmektedir. Bununla birlikte kontrol grubu ile HFD-Safranal
gruplar1 glukoz seviyelerinin birbirine yakin oldugu bu nedenle istatistiki olarak bir
farkin goriilmedigi sdylenebilir. Bu verilerden safranalin HFD uygulamas1 sonucu artan
glukoz seviyelerini diisiirmede etkili olabilecegi anlagilmaktadir. Diyabetik gruplarin
aclik glukoz diizeyleri kiyaslandiginda ise, diyabet grubuna (DYB) gore tedavi

uygulanan gruba (DY B-saf.) ait glukoz seviyelerinin istatistiki diizeyde anlamli ve daha
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diisiik oldugu gorilmektedir (Cizelge 4.2). Baska bir ifade ile diyabet olusturulan
ratlarda 6 haftalik safranal tedavisinin plazma glukoz seviyelerini 368,3 mg/dl’den
233,2 mg/dl’ye disirdiigii belirlenmistir. Bu veriler isinginda; diyabetik ratlarda
safranalin kan glukoz seviyelerini yaklasik % 30 diizeyinde diisirmektedir, seklinde

Ozetlenebilir.

Aclik Glukoz Diizeylenn (mg/dl)
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Sekil 4.2. Ratlarin aglik kan glukoz diizeyleri (HFD; Sadece yiiksek yaglh diyet uygalanan
grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf;
Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu, HFD-Saf; Sadece yagl diyet

verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade etmektedir).

Ayrica Cizelge 4.2 kisaca degelendirilecek olursa, ¢aligma siiresince kontrol grubu
glukoz diizeyleri 6nemli bir degislik gostermedigi, HFD grubunda periyodik olarak artig
oldugu, STZ uygulamasi ile tip 2 diyabet olusturulan ratlarda (4. hafta ve sonrasi)
diyabet gruplarmin glukoz diizeylerinin en iist diizeyde oldugu ve sonrasinda

dengelendigi (sekil 4.2) goriilmiistiir.
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4.3 Insiilin Seviyeleri

Ratlardan elde edilen serum insiilin seviyelerine bakilmis ve elde edilen veriler asagida
Cizelge 4.3’te 6zetlenmistir. Insiilin seviyeleri kontrol grubunda 0,1841 pg/L, HFD
grubunda 0,3096 ug/L, DYB grubunda 0,1685 ug/L, tedavi grubu olan DYB-Safranal
grubunda 0,2197 pg/L ve HFD-Safranal grubunda ise 0,2157 pg/L oldugu dl¢tilmiistiir.
Bu verilere bakildiginda DYB grubu insiilin seviyelerinin en diisiik, HFD grubu insiilin
seviyelerinin ise en yiiksek oldugu anlasilmaktadir. HFD uygulanan ama diyabet
olusturulmayan gruplarin insiilin seviyeleri incelendiginde (HFD ve HFD-Safranal
gruplar1), HFD grubu insiilin seviyelerinin tiim gruplardan istatistiki diizeyde farkli ve
yliksek oldugu, HFD-safranal grubu insiilin seviyelerinin ise daha diisilk oldugu
anlagilmaktadir. Bu veriler safranalin yagh diyet uygulanan gruplarda insiilin

diizeylerini diisiirdiigii soylenebilinir.

Cizelge 4.3 Serum insiilin seviye indeksleri.

Gruplar Insiilin (ng/L)
KONTROL 0,1841 + 0,018 *P
HFD 0,3096 + 0,0055 ©
DYB 0,1685 + 0,018
DYB — Saf. 0,2197 0,036 °
HFD — Saf. 0,2157 £ 0,024 °
P 0,000

abed: Ayni siitunda farkl islii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark Istatiksel olarak 6nemlidir
(p < 0,05). HFD; Sadece yiiksek yaglh diyet uygalanan grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu
ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu,
HFD-Saf, Sadece yagh diyet verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade
etmektedir.

Diyabetik gruplarin insiilin seviyeleri incelendiginde ise, hem DYB grubu hem de
DYB-safranal grubu insiilin seviyelerinin kontrol grubu insiilin seviyelerinden farkli
olmadig1 anlagilmaktadir. Fakat DYB grubu insiilin verileri (0,1685 pg/L) ile DYB-
safranal grubu insiilin diizeyleri (0,2197 pg/L) kiyaslandig1 ise aralarinda istatistiki bir
farkin oldugu anlagilmaktadwr. Bu veriler safranalin diyabetik ratlarda insiilin

diizeylerini artirdigin1 gostermektedir.

38



Plazma Insiilin (ng/L)
0,35
0.3
025
0.2
0,15 m [nsitlin (ug/L)
0.1
0,05
0
KONTROL  HFD YB  DYB-— Saf HFD— Saf

Sekil 4.3. Ratlara ait plazma insiilin diizeyleri (HFD; Sadece yiiksek yagli diyet uygalanan
grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf;
Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu, HFD-Saf; Sadece yaglh diyet

verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade etmektedir).

4.4 HOMA - B (Pankreatik Beta Hiicre Fonksiyonu) ve HOMA - IR (insiilin

Direnci) indeksilerinin Degerlendirilmesi

Pankreatik beta hiicre fonksiyonu ile insiilin direnci aglik glukoz ve insiilin diizeyleri

kullanilarak hesaplandi. Bulunan veriler asagida Cizelge 4.4 ‘te verilmistir.

Bu veriler 1s18inda kontrol grubu ile DYB - safranal grubu HOMA - B indeksleri
karsilastirildiginda istatistiki bir fark bulunamamistir. Kontrol grubu ile HFD grubu
verileri karsilastirildiginda ise HFD grubu HOMA - B verilerinin kontrol grubu
verilerine gore daha yliksek ve istatistiki olarak farkli oldugu goriilmektedir. Bu durum
calismada kullanilan yagli diyetin pankreatik beta hiicre fonksiyonunu artirdig1 seklinde
yorumlanabilir. Pankreatik beta hiicre fonksiyonunun, ¢alismanm 5. ve 6. haftalarinda
STZ enjeksiyonu ile tip 2 diyabet olusturulan DYB grubunda en diisiik (0,0104 + 0,02)
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.4). Bu degerin diger biitiin gruplarda HOMA - B
indeksi degerlerine gore istatistiki dneme sahip bir farklilik gosterdigi Cizelge 4.4’ten

anlagilmaktadir. DYB grubunda beta hiicre fonksiyonunun bu kadar diisiik ¢ikmasimnin
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sebebi, STZ’nin beta hiicrelerinde olusturdugu toksikasyon sonucu seklinde ifade
edilebilir. HFD grubu ile HFD - safranal grubu HOMA - B verileri kiyaslandiginda ise
HFD - safranal grubu HOMA - B diizeylerinin istatistiki bir fark olusturacak sekilde
diistik ciktig1 goriilmektedir. Kisaca Ozetlemek gerekirse safranal, HFD uygulanan
grupta (HFD - safranal grubu) HOMA - B indeksi degerlerini diisiiriirken diyabetik
grupta (DYB - Safranal grubu) HOMA - B indeksi degerlerini artirdig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.4 Beta hiicre fonksiyonu ve insiilin direnci indeksleri.

Gruplar HOMA - B HOMA - IR

KONTROL 0,0302 + 0,0054 © 1,03 £ 0,06 °

HFD 0,0412 + 0,0096 ° 2,13+0,32°¢

DYB 0,0104 + 0,0200 * 2,47+0,19 ¢

DYB - Saf. 0,0308 + 0,0065 © 1,46 £ 0,39 °

HFD — Saf. 0,0190 + 0,00336 ° 2,23 +0,31 %
P 0,000 0,000

AP0 Ayn1 siitunda farkln dislii ifadeleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark Istatiksel olarak énemlidir
(p < 0,05). HFD; Sadece yiiksek yaglh diyet uygalanan grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu
ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu,
HFD-Saf, Sadece yagh diyet verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade
etmektedir.

Literatiirde insiilin direncinin bir gostergesi olarak kullanilan HOMA — IR indeksleri
karsilastirildiginda ise sadece HFD uygulanan grupla HFD - safranal grubu arasinda
istatistiki bir fark bulunamamistir. Kontrol grubu degerleri (1,03+0,06) ile HFD grubu
(2,13+0,32) ve kontrol grubu ile DYB grubu (2,47+0,19) verileri karsilastirildiginda ise
bu iki grubun kontrol grubuna gére HOMA — IR degerlerinde yaklasik 2 kat1 kadar bir
artis oldugu Cizelge 4.4’te goriilmektedir. Bu sonuclar yapilan calismada uygulanan
yiksek yagl diyetle birlikte uygulanan STZ enjeksiyonu araciligi ile tip 2 diyabetin
basaril1 bir sekilde olustugunu gostermektedir. Bununla birlikte DYB grubu ile DYB —
safranal grubu HOMA — IR verilerine bakildiginda DYB — safranal grubunun daha
diistik ve istatistiki bir farkin oldugu saptanmistir. Bu veriler safranalin diyabetik grupta

insiilin direncini azalttigini gostermektedir.
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4.5 Sitokin Diizeyleri

Ratlardan elde edilen plazma ve pankreas dokularinda IFN-y, IL , IL-6 ve TNF-a

seviyeleri analiz edilmis ve elde edilen veriler Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5 Plazma IFN -y, IL - 1B, IL - 6 ve TNF - a seviye indeksleri.

IFN — IL-1p IL-6 TNF — a
Gruplar
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
KONTROL 124,9+13,7° 79,7 £ 24,52 2455+390% 546+69°
HFD 141,3+£22,9%  123,7+198°  2627+2,19% 704+129°
DYB 153,4+22,7%  1534+275° 27,76+3,07% 100,9+142°

DYB - Saf. 163,2+9,1°¢ 97,9+33,6*  2792+150*  70,3+9,7°
HFD — Saf. 165,61 +19,1° 133,6 £36,2°  3391+£726° 73,6+65°"
P 0,000 0,001 0,003 0,000

8P% Ayni siitunda farkli islii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak onemlidir
(p < 0,05). HFD; Sadece yiiksek yaglh diyet uygalanan grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu
ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu,
HFD-Saf, Sadece yagh diyet verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade
etmektedir.

Plazma IFN-y seviyelerine bakildiginda Kontrol grubu ile HFD grubu, HFD grubu ile
DYB grubu ve DYB grubu ile DYB — Safranal gruplari arasinda istatiksel anlamli bir
farkin olmadig1 Cizelge 4.5’te goriilmektedir. HFD grubu serum IFN-y seviyeleri ile
hem HFD -safranal grubu hem de DYB - safranal grubu verileri kiyaslandiginda ise
istatiksel agidan anlamli bir farkin oldugu saptanmustir. Tiim grublara ait IFN-y verileri
kontrol grubuyla kiyaslandigindaysa, DYB, DYB - Safranal ve HFD - Safranal

gruplarmin kontrol grubuna gore istatistiki olarak farkli oldugu anlasilmaktadir.

Plazmada analizi yapilan sitokinlerden bir digeri olan IL—1p seviyeleri incelendiginde
Kontrol grubu (79,7+24,5) ile HFD grubu (123,7+19,8) verileri arasinda istatiksel
olarak anlamli bir farkin oldugu, HFD uygulamasmm IL-1f seviyelerini artirdigi
bulunmustur. Benzer istatiksel anlamli farkin DYB ile DYB — saf. gruplar1 arasinda da
oldugu goriilmektedir. HFD ile DYB grubu ve HFD ile HFD — saf. gruplar1 arasinda ise

Cizelge 4.5 incelendiginde istatiksel bir farkin olmadigi anlagilmigtir. Bu veriler
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1s1¢1nda safranal uygulanmasi diyabetik ratlarda serum IL-1f seviyelerini disiiriirken,

sadece HFD uygulanan grupta herhangi bir etki gostermemistir.

IL—6 seviyelerine bakildiginda HFD — safranal grubu disinda diger gruplar arasinda
istatiksel agidan anlamli bir farkin olmadigi goriilmektedir. HFD — Safranal grubu
verilerinin diger gruplara gore daha yiiksek ve istatiksel diizeyde anlamli oldugu

belirlenmistir.

Ratlardan elde edilen pankreas IFN-y, IL-1B , IL-6, TNF-o seviyelerine bakilmis ve

elde edilen veriler asagida Cizelge 4.6’te verilmistir.

Cizelge 4.6 Pankreas IFN -y, IL — 1B, IL — 6, TNF - a seviyeleri.

Gruplar IFN -y IL-1p IL-6 TNF - a
(pg/mg-protein)  (pg/mg-protein)  (pg/mg-protein)  (pg/mg-protein)
KONTROL 494 +42° 255+£2,7° 34,8+39° 243+36°
HFD 5324562 249+1,8° 37,5+1,1° 38,8 + 4,1 °2
DYB 65,1£6,7" 292+1,7° 38,8+3,9° 47,9+3,5°
DYB - Saf.  504+38° 25,0+3,7° 433+43°" 288+3,4°"
HFD — Saf.  48,6+7,7% 28,4+ 1,62 55,7 +5,7° 39.4+4,7°
P 0,000 0,000 0,000 0,000

abed: Ayni siitunda farkl dislii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark Istatiksel olarak énemlidir
(p < 0,05). HFD; Sadece yiiksek yagl diyet uygalanan grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu
ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu,
HFD-Saf, Sadece yagh diyet verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade
etmektedir.

IFN-y diizeyleri kiyaslandigimda DYB grubu disinda kalan tiim gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iligkisi yoktur. DYB grubu IFN-y degerleri ile diger
gruplarm verileri arasinda istatiksel diizeyde bir fark olustugu anlasiimaktadir. Kisacasi
en yiiksek IFN-y seviyeleri (65+6,7) DYB grubu pankreas dokusunda 6l¢iilmiis olup,
safranal uygulamasi sonucunda diyabetik ratlarda (DYB-Safranal grubu) IFN-

vy seviyelerinin diistiigli goriilmektedir.
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Pankreas dokusu IL-1B diizeyleri incelendiginde ise DYB grubu ile diger gruplar
arasinda istatiksel anlamli bir farkin oldugu goriilmektedir. Kalan diger gruplar
(Kontrol, HFD, DYB - Safranal ve HFD — Safranal) arasinda ise istatiksel bir farkin
olmadig1 Cizelge 4.6’da gosterilmektedir. Diyabetik grupta (DYB grubu) IL-1P
seviyelerinin en yiiksek oldugu, diyabetik ratlara safranal uygulanmasi sonucunda ise

yiikselmis olan IL-1p seviyelerinin diistiigii anlasilmaktadir.

Pankreas dokusunda IL—6 seviyelerine bakildiginda Kontrol grubu ile hem HFD grubu
hem de DYB grubu arasinda istatiksel dneme sahip bir farkin olmadigi goriilmiistiir.
DYB ile DYB — Safranal gruplar1 karsilastirildiginda, DYB-Safranal grubu verilerinin
DYB verilerine gore daha yiliksek ¢iktigi goriilmektedir. Bu veriler diyabetik ratlarda
safranalin IL-6 seviyelerini artirdigmi géstermektedir. Nitekim HFD grubu ile HFD-
Safranal grubu verileri kiyaslandiginda da safranal uygulanan grubun IL-6 seviyelerinin
istatistiki olarak farkli ve daha yiiksek oldugu, safranalin IL-6 seviyelerini artiric bir rol

oynadiginin gostergesidir.

TNF-a seviyeleri analiz edilirse, Kontrol grubu ile HFD grubu ve HFD ile HFD —
Safranal gruplar1 arasinda 6nemli istatiksel bir farkin olmadigi goriilmektedir. Bununla
birlikte diyabetik gruplarin verileri incelenirse, hem diyabetik gruplarin kendi
aralarinda, hem de diger gruplara gore istatistiki olarak farkli TNF—a diizeylerine sahip
oldugu anlasilmaktadir. Bu veriler 1s13inda diyabetik grupta safranalin TNF-a
seviyelerini diislirdiigii, fakat sadece HFD uygulanan ratlara safranal verildiginde ise

TNF-a seviyelerini etkilemedigi sdylenebilir.

4.6 Plazma TAS ve TOS Diizeyleri

Ratlardan elde edilen plazma ve pankreas dokusunda Total Antioksidan Seviyeleri
(TAS), Total Oksidan Seviyeleri (TOS) analiz edilmis ve elde edilen TAS ve TOS

seviyeleri kullanilarak Oksidatif Stres Indeksi (OSI) diizeyleri hesaplanmustir. Plazma
TAS, TOS ve OSI diizeyleri Cizelge 4.7°de 6zetlenmistir.
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Plazma total antioksidan seviyeleri degerlendirildiginde kontrol, HFD ve DYB-safranal
gruplar1 arasinda herhangi bir fark olmadigi goriilmektedir. HFD (1,46+0,22 ) grubu ile
HFD-safranal grubu (1,23+0,26 ) karsilastirildiginda ise safranal tedavisi uygulanan
HFD grubu TAS diizeylerinin daha diisiik ve istatistiki acidan farkli oldugu
anlasilmaktadir. Bununla beraber DYB grubu ile DYB-safranal gruplari kendi
aralarinda kiyaslandiginda, DYB-safranal TAS seviyelerinin istatistiki olarak farkli ve
daha yiiksek oldugu soylenebilir. Bu sonuglar safranalin, HFD ile beslenen ratlarda
antioksidan sistemi desteklemedigini, buna karsin diyabetik ratlarda antioksidan sistemi

olumlu yonde etkiledigini gostermektedir.

Cizelge 4.7 Plazma TAS, TOS ve OSI diizeyleri

Gruplar TAS _ TOs _ Osi
mmol Trolox Equiv./L  pmol H,O; Equiv./L
KONTROL 1,33 +0,11 °¢ 328+031° 2487 +312°
HFD 1,46 0,22 © 471 +0,64° 325,8 + 56,6 °
DYB 0,95+0,17° 10,56 + 0,95 ¢ 1135,4 +228,9 ¢
DYB — Saf. 1,38 + 0,28 °° 3,87 +0,52° 293,7 +642°
HFD — Saf. 1,23 +0,26° 5,59+0,76 481,3 +138,6°
P 0,001 0,000 0,000

&bed: Ayni siitunda farkl iislii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark Istatiksel olarak onemlidir
(p < 0,05). HFD; Sadece yiiksek yagli diyet uygalanan grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu
ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu,
HFD-Saf, Sadece yagli diyet verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade
etmektedir.

Plazma total oksidan seviyelerine bakildiginda kontrol grubuna gére HFD grubunda
istatistiki oneme sahip bir yiikselisin oldugu goriilmektedir. HFD grubu ile HFD-
safranal grubu kiyaslandiginda ise TOS seviyelerinin HFD-safranal grubunda daha da
arttigini, bu nedenle HFD ile beslenen ratlarda safranalin oksidatif stresi artirmisg
olabilecegini gostermektedir. Diyabetik ratlarin  bulundugu c¢alisma gruplar
karsilastirildigindaysa, DYB grubu (10,56+0,95) TOS seviyelerinin, hem DYB-safranal
grubu TOS seviyelerinden hem de diger caligma gruplarina ait verilerden daha yiiksek

ve istatistiki olarak farkli oldugu Cizelge 4.7°de sunulmustur.
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Sekil 4.4. Plazma TAS ve TOS diizeyleri (HFD; Sadece yiiksek yagl diyet uygalanan grubu,
DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet
olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu, HFD-Saf; Sadece yagh diyet verilen

ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade etmektedir).

Calisma gruplarina ait oksidatif stres indeksi verileri kiyaslandiginda, istatistiki agcidan
farkli en yiiksek verinin DYB grubunda oldugu, bu nedenle DYB grubunda olusan
oksidatif stresin diger gruplar oranla ¢ok daha yiiksek oldugu sdylenebilinir. Diyabet
tedavi grubu olarak diizenlenen DYB-safranal grubu OSI verileri incelendiginde ise
safranalin diyabetik ratlarda okstidatif stresi azalttigi ifade edilebilir. Ciinkii DYB-
safranal grubu verileri, DYB grubu OSI degerlerine gore diisiik ve istatistiki diizeyde
farklilik olusturmaktadir. Bununla beraber safranal diyabet olusturulmamis olan HFD
gruplarinda oksidatif stresi artirmaktadir. Nitekim HFD grubu (325,8+56,6) ile HFD-
safranal grubu verileri (481,3+£138,6) karsilastirildiginda, HFD-safranal OSI
degerlerinin HFD grubu verilerine gore daha ytiksek ¢iktig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Plazma OSI diizeyleri (HFD; Sadece yiiksek yagl diyet uygalanan grubu, DYB; HFD
uygulanan ve STZ injeksiyonu ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet olusturulduktan
sonra safranal tedavisi uygulanan grubu, HFD-Saf, Sadece yagli diyet verilen ratlara tedavi

edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade etmektedir).

Kisacasi, plazmada oksidatif stres parametresi olarak analizi yapilan verilerden (TAS,
TOS ve OSI) DYB grubunda oksidatif stresin en yiiksek oldugu, safranalin diyabetik
ratlarda oksidatif stresi azaltirken, HFD grubu ratlarinda oksidatif stresi artirdigi

belirlenmistir.

4.7 Pankreas TAS ve TOS Diizeyleri

Pankreas dokusunda total antioksidan diizeyleri degerlendirildiginde Kontrol, HFD ve
DYB — safranal gruplar1 arasinda istatiksel agidan 6nemli bir fark bulunamamistir. HFD
ile HFD — safranal grubu karsilastirildiginda ise safranal uygulanan grubunun TAS
diizeylerinin daha diisiik ve anlaml1 bir farkin oldugu goriilmektedir. DYB olusturulmus
grup ile safranal tedavisi uygulanan DYB grubu seviyelerine bakildiginda artis oldugu
belirlenmis ve artisin istatiksel acidan anlamli oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglarin
is18inda plazma TAS sonuglar: ile paralellik gostererek HFD ile beslenen ratlarda
antioksidan dengeyi destekleyici olmadigi, ama 6te yandan diyabetik ratlarda pozitif

yonde etkiledigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.8 Pankreas dokusunda TAS, TOS ve OSI diizeyleri

TAS TOS
Gruplar mmol Trolox umol H,0, osi
Equiv./g-protein Equiv./g-protein

KONTROL 1,39 +£ 0,07 °° 2,09 +0,30° 584,9 +141,8°
HFD 1,56 + 0,16 ° 2,88+ 0,24 ° 1004,9 + 265,7 ¢
DYB 1,030,152 328 +0,19 ¢ 1346,6 + 166,9
DYB — Saf. 1,43 +0,24 °° 2,47 +0,24° 780,8 +101,7°
HFD - Saf. 1,30 £ 0,008 ° 2,98 +0,23 ° 868,5 + 79,3 °¢

P 0,000 0,000 0,000

AP0 Ayn1 siitunda farkln dislii ifadeleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark Istatiksel olarak onemlidir
(p < 0,05). HFD; Sadece yiiksek yagh diyet uygalanan grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu
ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu,
HFD-Saf, Sadece yagh diyet verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade
etmektedir.

Pankreas dokusunda total oksidan seviyeleri incelendiginde ise Kontrol grubu ile HFD
grubu karsilastirildiginda istatiksel oneme sahip bir artisin oldugu, HFD — safranal
grubu ile HFD kiyaslandiginda TOS seviyelerinde istatistiki onem sahip artisin
olmadig1 goriilmektedir. DYB gruplarina bakildiginda ise DYB grubunun diger gruplara
gore en yliksek TOS seviyesine sahip oldugu ve istatiksel agidan anlaml bir fark oldugu
saptanmig, safranal tedavisi ile de DYB — safranal verilerine oldugu gibi diisiis

gostermesi TOS dengesi agisindan pozitif etkisi oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. Pankreas dokusu TAS ve TOS diizeyleri (HFD; Sadece yiiksek yagl diyet uygalanan
grubu, DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf;
Diyabet olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu, HFD-Saf; Sadece yagh diyet

verilen ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade etmektedir).

Pankreas dokusu Oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri incelendiginde, en yiiksek
diizeyin DYB grubunda oldugu goriilmektedir. Diyabetik ratlara safranal tedavisiyle
(1346,6 = 166,9) degerinden (780,8 = 101,7) degerine diislirdiigii goriilmekte bunun
sonucu olarak safranalin diyabetik ratlarda Oksidatif stresi azaltic1 yonde etki gosterdigi
sOylenebilir. Diger taraftan yiiksek yaglh diyet ile beslenmis ve diyabet uygulanmamis
gruba bakildiginda OSI degerinin artmis oldugu, HFD — tedavi olarak secilen HFD —
safranal grubu OSI degeri ile kiyaslandiginda HFD — safranal degerlerinin HFD
grubuna gore daha diisiik bulundugu bu bilgiler 151¢inda ise safranalin yiiksek yagli
diyet ile beslenen ratlarda Oksidatif stresi azalttig1 ifade edilebilir. Sonug olarak OSI
degerlerini genel olarak kiyaslayacak olursak hem HFD gruplar1 hem de DYB gruplari
safranal tedavisi sonras1 OSI degerlerini diisiirdiigii yani Oksidatif stresi azaltic1 yonde

pozitif etki gosterdigi sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.7. Pankreas dokusu OSI diizeyleri (HFD; Sadece yiiksek yagl diyet uygalanan grubu,
DYB; HFD uygulanan ve STZ injeksiyonu ile diyabet olusturulan grubu, DYB-Saf; Diyabet
olusturulduktan sonra safranal tedavisi uygulanan grubu, HFD-Saf; Sadece yagh diyet verilen

ratlara tedavi edici olarak Safranal uygulanan grubu ifade etmektedir).
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5. TARTISMA ve SONUC

Diyabet, diinyada prevalansi her gecen yil artan ve yapilan ¢alismalarla epidemik bir
problem haline geldigi kabul edilen toplumsal bir sorundur. Uluslararasi Diyabet
Fedarasyonu verilerine gore 2013 yilinda diinyada yaklasik 382 milyon diyabet hastasi,
varken 2035 yilinda bu saymin 592 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir (IDF 2014).
Diyabet tiirleri arasinda en yaygin1 olan tip 2 diyabet ise Tiirkiye’nin degil global
diinyanin giincel saglik sorunlar1 arasinda olup, hizla yayilan ve iilke ekonomilerini
etkileyen onemli metabolik hastaliklardan biridir. Tip 2 diyabetin olusmasinda beta
hiicre disfonksiyonu, insiilin direnci ve hepatik glukoz iiretimi artis1 olmak iizere ii¢ ana
metabolik bozukluk rol oynar (Efendic and Ostenson 1993). Kontrol edilemeyen
hepatik glukoz tretimi, kas ve yag dokusu tarafindan azalmis glukoz alimiyla
karekterize insiilin direnci; karaciger, yag dokusu ve kaslar gibi hedef dokularin normal
dolagimdaki insiilin konsantrasyonuna yanit verme yeteneginin azalmasidir (Ulukaya

2007). Bu nedenle tip 2 diyabete insiiline bagimli olmayan diyabette denilmektedir.

T2DM hastalarinda kan glukoz seviyelerinin uzun siire yiiksek kalmasi sonucunda,
koroner kalp hastaliklari, hipertansiyon, endotelyel inflamasyon, miyokardial
enfraksiyon gibi birgok hastaligin (Baxter 2008) ve nefropati, retinopati, prematiir
ateroskleroz gibi kronik komplikasyonlarin olusma riski dnemli derecede armaktadir
(Ulukaya 2007). Tip 2 diyabet neden oldugu komplikasyonlar1 nedeniyle de toplumun
genelini ilgilendirmektedir. Bu nedenle {izerinde en ¢ok arastirma yapilan konularin
basinda diyabet ve antidiyabetik tedavi segenekleri gelmektedir. Diyabetik tedavide
giiniimiizde bir cok yontem ve ilag kullanilmaktadir. Tedavide kullanilan bu yontem ve
ilaclar insiilin iretimini artirarak veya glukoz {retimini azaltarak ya da ilgili
dokulardaki hiicre reseptorlerinde meydana gelen insiilin direncini minumuma
indirerek, farkli mekanizmalarla etki etmekte ve bozulmus olan glukoz homeostasisini

dengede tutmaya yardime1 olmaktadirlar (Baxter 2008).
T2DM i¢in mevcut tedavi yontemlerinin doza bagl smirlamalar1 ve yan etkileri (kilo

artigl, hipoglisemi ve sindirim sistemi problemleri gibi) oldugu i¢in, yeni tedavi

seceneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde tip 2 diyabet tedavisine
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yonelik tedavi yontemleri gelistirilmesi i¢in dogal veya yapay bir ¢ok aktif maddenin
olast etkileri aragtirmacilarin gdzdesi olmaya devam etmektedir. Bu baglamda sunulan
tez calisinda deneysel tip 2 diyabet olusturulan ratlarda, safran bitkisinin bilesenlerinden
biri olan safranalin inflamasyon iizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.
Fizyolojik olarak inflamasyonun temel islevi, infeksiyonu iyilestirerek veya cesitli
etkenlerle olusan doku hasarini tamir ederek homeostazisi korumaktir. Bununla beraber
inflamatuvar yanitin inflamasyonu tetikleyen etkene bagimli olarak, farkli fizyolojik
amaci ve patolojik sonucu olabilir. Endojen veya eksojen etkilerle doku stresi veya islev
bozukluguna kars1 gergeklesen inflamatuvar yanitin fizyolojik amaci aslinda strese
uyum saglama ve homeostatik dengenin yeniden kurulmasi iken, patolojik olarak
homeostatik ayar noktasinda kayma sonucu hastaliklara, doku hasarlarina ve/veya
otoinflamatuvar hastaliklara neden olabilir. Inflamasyon enfeksiyon, doku hasari, alerji,
kardiyovaskiiler hastaliklar, ayrica malign tiimor patofizyolojisinde (Medzhitov 2008,
Uyar 2009, Citak et al. 2002) ve tip 2 diyabetin komplikasyonlarinin olusmasinda rol
alabilirler.

Tip 2 diyabetin komplikasyonlarinin olugsma yollarindan birisi olarak ¢esitli dokularda
diyabete bagh olusan inflamasyon, diyabet sonucu bozulan homeostatik dengeyi tekrar
kurabilmek i¢in olusur. Fakat diyabetin ilerlemesine bagli olarak homeostatik denge
kurulamaz ise inflamasyonun kendisi baz1 dokularda hasar verici olabilir. Bu nedenle
antidiyabetik tedavide inflamasyonu kontrol altinda tutan ajanlar tedavi agisindan
yararli olabilir. Bu baglamda daha once antidiyabetik etkinligi belirlenmis olan
safranalin, tip 2 diyabette olusan inflamasyona etkisi sunulan bu c¢alisma ile
aciklanmaya c¢alisgilmistir. Bu amagla deney hayvanlarindan elde edilen plazma ve
pankreas dokusu numunelerinde inflamatuvar sitokinler olan TNF-o, IL-1p, IL-6 ve
IFN-y seviyeleri belirlenerek gerekli istatistiki analizler yapilmis, pankreas dokusunda
ve metabolizmanin genel bir gostergesi olarak plazmada safranalin inflamasyonu nasil

etkiledigi agiklanmaya ¢aligilmistir.
Cogu hastaligmm olusma asamalarinin anlagilabilmesi korunma yodntemleri ve tedavisi

icin genellikle deneysel modellere ihtiyag vardir. Diyabetin neden oldugu

komplikasyonlarin incelenmesinde ve tedavi denemelerinde deneysel olarak
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gerceklestirilen diyabet modelleri nemli yer tutmaktadir. Hayvanlarda deneysel diyabet
olusturulmak i¢in en yaygm olarak kimyasal maddelerden yararlanilmakdir. Alloksan,
streptozotosin, {irik asit, kinolon tiirevleri ve dehidroaskorbik asit gibi maddeler beta
hiicrelerini tahrip ederek hiperglisemi olugmasina neden olurlar. Bunlardan en ¢ok

kullanilanlar1 alloksan ve streptozotosindir. (Barreto et al. 2002)

Bu c¢alismada da deneysel tip 2 modelini olusturmada streptozotosin (STZ)
kullanilmistir. Ratlara insanlara benzer diyabet olusturmada kimyasal ajan olarak
kullanilan STZ’nin Glut — 2 glikoz transporter yoluyla 3 hiicrelerine secici etki gosterir.
(Anderson 1983, Heineke et al. 1993, Ontiirk ve Ozbek 2007). STZ uygulamast ile hem
insiiline bagimli hem de insiilinden bagimsiz diyabete neden olmaktadir. Ama insiiline
bagimsiz diyabet tiiri olan tip 2 diyabet modelini deneysel olarak olusturabilmek igin
oncelikle tip 2 diyabetin fizyopatolojisinin taklit edilmesi, yani 6ncelikle insiilin direnci
olusturulmasi sonrasinda STZ uygulanmasi gerekmektedir (Srinivasan et al. 2005, Zang
et al. 2008). Bu nedenle yapilan ¢alismada da yiiksek yagh diyet ile insiilin direnci
olusturulduktan sonra STZ injeksiyonu yapilip B hiicre disfonsiyonu olusturularak tip 2

diyabetin fizyopatolojisi taklit edilmeye calisilmistir.

Obezler arasinda diyabet varligi, obez olmayanlardan en az iki kat fazla gorilmektedir.
Son yillarda yapilan c¢aligsmalarda tip 2 diyabetli hastalar incelendiginde biiyiik
cogunlukla obez hastalar olmasi dikkat ¢ekmektedir (Bagriagik 1997). Obezite yag
asitlerinin depolanmasimin artmasina bagli olarak adipoz doku kiitlesinin artmasi sonucu
olusan ve diinyada oranmi her gegen giin artan 6nemli bir saglik sorunudur. Obezite
baslagicinda olan bireyler herhangi bir saglik sorunu yasamasalar dahi bu bireylerde
insiilin direci (IR), leptin direnci, hiperinsiilinemi, hiperlipidemi gibi obezite ile
karekterize olmus klinik bulgular rahatlikla saptabilir. Adipoz doku kiitlesinin yani
adipogenesizin artmasi sonucu diisik derecede inflamasyona sebep olan sitokin
seviyelerinin (TNF-o, IL-6, IL-1pB, IL-10) bir ¢ok dokuda ve plazmada artig1 birgok
calismada gosterilmistir (Weisberg et al. 2003). Obezitenin ilerlemesiyle artan
glukotoksisite ve lipotoksisiteye baglh olarak, inflamasyon ve oksidatif stresin aracilg:
ile B hiicre disfonsiyonu gelisebilmektedir. Inflamasyona neden olan faktérlerin basinda

gelen infamatuvar sitokinlerin temel kaynagmin yag doku oldugu diisiiniilirse anti-
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infalamtuvar Gzellikte olan etken maddelerin diyabetin tedavisi kadar obezitenin

tedavisi iginde faydali olabilecegi diisiiniilebilir.

HFD ile beslenme kemirgenlerde obezite ve tip 2 diyabet gibi metabolik hastaliklar1
indiikleyebilmektedir. Doymus yaglar kullanilarak olusturulan yiiksek yagli diyetlerin
(HFD), insiilin direnci olusumu amaciyla deneysel diyabet modellerinde daha ¢ok
kullanildig1 belirtilmektedir. Literatiirde ratlara 4 hafta ve hatta daha kisa siire ile HFD
verilmesinin diizensiz agirlik artisma yol agtigi bildirilmistir (Isbilen et al. 2007).
Sunulan ¢caligmada da kontrol grubu disindaki ratlara ilk 4 hafta HFD verilmistir. En az
agirlik artist kontrol grubu ratlarinda gozlenirken, en yiiksek agwhk artisi HFD
uygulanan ratlarda gézlenmistir. Calismada 4 hafta HFD uygulanarak insiilin direnci
olusturulmas1  amaclanmistir.  Ciinkii insanlarda gorillen tip 2  diyabetin
fizyopatolojisinin tam olarak taklit edilebilmesi i¢in beta hiicre disfonksiyonu olusturan
kimyasal ajan uygulamalarindan once insiilin direncinin olusturulmas: gerektigi bir ¢cok
calismada gosterilmistir. Zhang ve arkadaslarmin (2008) yaptiklar1 bir caligmada ratlara
4 hafta HFD uygulanmis sonrasinda 25-45 mg/kg araligimdaki farkli STZ dozlar
uygulanmistir. Tip 2 diyabet olusturabilmek i¢cin HFD uygulamasi sonrasinda tek doz
40 ve 45 mg/kg STZ uygulamalarinin veya ¢ift doz 30 mg/kg STZ uygulamalarinin
yeterli olabilecegi belirtilmektedir. Bagka bir calismada da 2 hafta HFD uygulanan
ratlara diistik ¢ift doz (30 mg/kg) STZ uygulamasi yapilmis ve kan glukoz seviyeleri
300 mg/dL olan ratlar tip 2 diyabet kabul edilmistir (Srinivasan et al. 2005). Sunulan
calismada da HFD uygulamasindan sonra benzer sekilde birer hafta arayla ¢ift doz 30
mg/kg dozunda STZ uygulanmis ve aglik glukoz seviyeleri 300 mg/kg ve lizeri olan
ratlar tip 2 diyabet kabul edilerek ¢alisma gruplari diizenlenmistir. Ayrica sunulan
calismada STZ enjeksiyonu sonrasinda ratlarda goriilen agwhk artismin azaldigi

belirlenmistir.

Obeziteyle ilgili veya deneysel olarak HFD uygulanmis deney hayvanlarina safranalin
etkisi ele almdiginda ise s6z konusu konuyla ilgili herhangi bir literatiir bilgiye
ulagilamamistir. Sunulan ¢alismada ise HFD uygulanan ratlara 4 hafta safranal verilmesi
sonucunda agirhik artisi degisiminde bir farklilik goriilmemistir. Buradan safranalin

agirhik degisimine herhangi bir etkisinin olmadig1 sdylenebilir. HFD ile beslenen ve
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diyabet olusturulan ratlardaki agiwlik artislar1 da incelendiginde safranalin agirlik

degisimine herhangi bir etkisinin olmadig1 anlasilmaktadir.

Sunulan ¢alismada 10 haftalik HFD uygulanan ratlarm kan glukoz seviyelerinin 114=+15
mg/dL’den ortalama 155+12 mg/dL seviyelerine ulastigi, yani ratlarin prediyabetik hale
geldigi gozlenmistir. Nitekim benzer calismalarda da daha kisa siireli HFD
uygulamalarinin kan glukoz seviyelerini artirdigi ifade edilmektedir. Srinivasan ve
arkadaslarinin (2005) yaptiklar1 ¢calismada 3 haftalik HFD uygulamasi sonucunda kan
glukoz seviyelerinin 105 mg/dL’den 126 mg/dL’ye ¢iktig1 belirtilmektedir. Sunulan

calismada elde edilen bulgular literatiirde verilen bulgularla paralelik gostermektedir.

HFD uygulamas1 sonrasi ratlara verilen safranalin etkisine bakildiginda ise safranalin
HFD gruplarinda agirlik degisimine herhangi bir etkisi olmadigi anlasilmaktadir.
Calisma sonunda HFD uygulamasi sonucu glukoz seviyelerinin (155 mg/dL) arttigi, bu
artisin  safranal tedavisiyle azaldigr (120,1 mg/dL) goriilmektedir. Bu verilerden
safranalin antidiyabetik etkisinin obez kabul edilebilecek olan ratlarda da gozlendigi
seklinde yorumlanabilir. Bu nedenle prediyabetik olarak kabul edilen obezlerin

tedavisinde de safranalin olumlu katkilar1 olabilir.

Diyete bagli obezite gelistirilen bir ¢calismada HFD uygulanan ratlarda agirlik artisi
kontrol grubuna gore daha fazla gozlenirken, obezite olusurken ayni zamanda HFD
grubunda karaciger yaglanmasi, hiperleptinemi, hiperinsiilinemi ve insiilin direncinin
meydana geldigi, baska bir ifade ile HFD ile beslenen ratlarin serum glukoz (%22),
insiilin (%214) ve leptin (%261) seviyelerinin artis gosterdigi, bu artislarin HFD ile
beslenen ratlarda leptin, tiimor nekrozisn faktor-a, resistin gibi obeziteyle ilgili genlerin
uyarilmasiyla gerceklestigi belirtilmektedir (Kim and Park 2008). Yapilan bu ve buna
benzer bircok caliyma gostermektedir ki, HFD ile beslenen ratlarda kontrol grubuna
gore agirlik artiglarindaki farkliliklar 2. haftadan itibaren baslamakta (Woods et al.
2003, Lauterio et al. 1994), sonraki haftalarda ise insiilin ve leptin seviyelerinin artmasi,
insiilin direncinin olusmasiyla obezite olustugu ifade edilmektedir. Benzer sekilde
Sirivasan ve arkadaslarmm (2005) yaptiklar1 ¢alismada da HFD uygulamasi sonucu

serum insiilin seviyelerinin 0,262 ng/L ‘den 0,467 ng/L ‘ye yiikseldigi belirtilmektedir.
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Baska bir calismada da deney hayvanlarmin HFD uygulamasi 6ncesi insiilin seviyeleri
diistik iken, HFD uygulamasi ile yiikselerek yaklasik 3 kat arttigi bulunmustur (Melinda
et al. 2011). Sunulan ¢aligmada da HFD uygulanan ama diyabet olusturulmayan (HFD
ve HFD-saf.) gruplarin insiilin seviyelerine bakildiginda, HFD grubu insiilin
seviyelerinin tiim gruplardan yiiksek oldugu (kontrol grubu 0,184 pg/L, HFD grubu
0,3096 pg/L) elde edilen bu verilerinde literatiir bulgular1 ile korelasyon gosterdigi

anlagilmaktadir.

HFD gruplarinda safranalin insiilin seviyelerine etkisi incelendiginde ise, HFD
uygulamasi sonucu artan insiilin seviyelerini (0,3096 pg/L) safranalin (HFD-saf. grubu
insiilin diizeyi: 0,2157 pg/L) diisiirdiigii yani hiperinsiiliinemiyi goreceli olarak onledigi
soylenebilir. Bu diislisiin nedeni safranalin HFD-saf. grubunda glukoz seviyelerini
diisiirmesi sonucu insiilin sekresyonunu saglayan pankreatik [ hiicrelerinin daha az

uyarilmasi olarak diisiiniilebilir.

Sunulan ¢aligmada kontrol grubu disinda kalan gruplara (HFD, HFD-saf., DYB, DYB-
saf. gruplar1) 4 hafta HFD uyguladiktan sonra 2 gruba (DYB ve DYB-saf.) birer hafta
arayla 4 ve 5. haftalarda 30 mg/kg dozunda STZ injeksiyonu yapilmistir. Bunun
sonucunda s6z konusu gruplarda (diyabet olusturulan gruplar) kan glukoz seviyeleri 365
mg/dL ve 368 mg/dL seviyelerine ulasmistir. DYB grubu glukoz seviyeleri diyabet
modeli olusturulduktan sonraki haftalarda biraz diiserek (8. hafta DYB grubu achk
glukoz seviyesi:329 mg/dL, 10. Hafta ise; 332,4 mg/dL) dengelenmistir. Literatiirde de
sunulan ¢caligmaya benzer sekilde HFD uygulamasi sonrasi diisiik doz STZ enjeksiyonu
sonucunda kan glukoz seviyelerinin hizla artis gosterdigi, sonrasindaki haftalarda ise
biraz diiserek dengelendigi ifade edilmektedir (Hazman ve Celik 2014, Zang et al.
2008).

Sunulan ¢aliymada diyabetik gruplardan birine (DYB-saf) 4 hafta siireyle safranal
tedavisi uygulandiginda aglik glukoz diizeylerinin 368 mg/dL seviyelerinden 233,2
mg/dL seviyelerine diistigii gozlenmistir. Bu veriler safranalin literatiirde belirtilen
antidiyabetik etkisini dogrular niteliktedir. Ciinkii safranalin antidiyabetik etkilerinin
arastirildigi bir ¢alismada alloksan ile diyabet olusturulan ratlara 0,25 mL/kg-giin ve 0,5

55



mL/kg-giin dozunda safranal tedavisi 6 hafta siiresince uygulandigi, bu uygulamalar
sonucunda diyabetik ratlarda 361 mg/dl olan kan glukoz seviyelerinin, 0,25 mL/kg-giin
dozunda safranal uygulanan grupta 137 mg/dL’ye, 0,50 mL/Kkg-giin safranal tedavisi
uygulanan grupta ise 73 mg/dL’ye distirdiigii belirtilmektedir (Kainbakht and
Hajiaghaee 2011). Bununla birlikte sunulan ¢alismada safranalin diyabetik ratlara yakin
dozlarda (4 hafta siiresince 0,2 mL/kg-giin) verilmesine ragmen, Kainbakht ve
Hajiaghaee’nin (2011) c¢aligmalarinda belirtildigi oranda aglik glukoz diizeylerini
disiirmedigi soylenebilir. Bu fark c¢elismalarda olusturulan diyabet modellerinden
kaynaklanmig olabilir. Ciinkii Kainbakht ve Hajiaghaee’nin (2011) c¢alismalarinda
instilin direnci olusturulmadan (HFD uygulamasi yapilmadan) alloksanla [ hiicre
disfonsiyonu gelistirilerek hiperglisemi olusturuldugu ifade edilmektedir. Bu nedenle
Kainbakht ve Hajiaghaee’nin (2011) bulgular1 safranalin tip 1 diyabete etkisi olarak
degerlendirilirken, sunulan ¢alismayla elde edilen bulgularin safranalin tip 2 diyabete

etkisi seklinde yorumlanabilir.

Ayrica Kainbakht ve Hajiaghaee’nin (2011) yaptiklar1 s6z konusu ¢alismada diyabetik
grupta 6,12 pU/mL olan insiilin seviyelerinin, 0,25 mL/kg-giin dozunda safranal
uygulanmasiyla 12,81 uU/mL diizeylerine, 0,50 mL/kg-giin safranal tedavisinin ise
13,81 pU/mL diizeylerine ¢iktig1 ifade edilmektedir. Sunulan tez ¢alismasindaki
diyabetik gruplara (DYB ve DYB-saf) ait insiilin verileri incelendiginde DYB grubu
insiilin seviyelerinin 0,1685 ng/L, DYB-saf. grubu insiilin seviyelerin ise 0,2197 pg/L
oldugu goriilmektedir. Bu veriler dikkate alindiginda safranalin literatiirde oldugu gibi
sunulan ¢alismada da diyabetik ratlarda insiilin seviyelerini artirdig1 anlasilmaktadir. Bu
nedenle safranalin insiilin seviyelerini ve/veya glukozun hiicre igine alinmasini

etkileyerek glukoz seviyelerini diistirdiigii soylenebilir.

Yapilan ¢alismada aglik glukoz ve insiilin diizeylerinden faydalanarak bulunan beta
hiicre fonksiyon degerini ifade etmede kullanlan HOMA-B indeks sonuglari
incelendiginde, calismanin 4. ve 5. haftalarinda STZ enjeksiyonu ile tip 2 diyabet
olusturulan diyabet grubunda HOMA-B indeksi degerinin en diisiik (0,0104 + 0,02)
oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi STZ injeksiyonu sonucunda olusan J

hiicrelerindeki hasara bagli olarak insiilin sentezinin azalmasi seklinde yorumlanabilir.
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Cinkii DYB grubu insiilin seviyelerinin hem HFD grubundan hem de kontrol grubu
insiilin seviyelerinden daha diisiik olmasi (Cizelge 4.3), buna karsin glukoz
seviyelerinin ise DYB grubunda tiim gruplardan daha yiiksek olmasi (Cizelge 4.2)

insiilin sentezindeki bir azalmanin sebebi olarak gosterilebilir.

Bununla birlikte Cizelge 4.4’te ¢alismada kullanilan yaglh diyetin pankreatik beta hiicre
fonksiyonunu HFD grubunda(0,0412 + 0,0096) kontrol grubuna (0,0302 + 0,0054) gore
arttirdig1 goriilmektedir. Bunun sebebi HFD uygulamasi sonucu olusan insiilin direnci
olarak ifade edilebilir. Ciinkii insiilin direnci olusmasiyla dolasimda fazlasiyla var olan
insiilin gorevini tam olarak yapamamakta, bunun sonucunda halen yiiksek olan glukoz
seviyelerini diislirmek i¢in daha fazla insiilin salgilanmasi gerekmektedir. Bu durum ise
B hiicre fonksiyonunu dolayisiyla da HOMA-B indeksi degerini artirmaktadir. Nitekim
insiilin direncinin bir gostergesi olarak HOMA-IR verileri incelendiginde de HFD

uygulanan gruplarda insiilin direncinin olustugu anlasilmaktadir (Cizelge 4.4).

S6z konusu HOMA-IR degerleri ele alindiginda, kontrol grubu (1,03 £+ 0,06) ile HFD
grubu (2,13 = 0,32) ve DYB grubu (2,47 + 0,19) verilerinin farkli oldugu, HFD
uygulanan gruplarda insiilin direnci olustugu goriilmektedir. Bu sonuglar 1s18inda
calismada uygulanan yiiksek yagli diyet ile birlikte uygulanan STZ injeksiyonu

sonucunda basaril1 bir sekilde deneysel tip 2 diyabet modeli olusturuldugu sdéylenebilir.

Safranalin HOMA- ve HOMA-IR indekslerine etkileri incelendiginde ise farkli farkli
sonuglar elde edilmisti. HFD grubu ile HFD-saf. grubu HOMA-B verileri
kiyaslandiginda, safranal HFD uygulanan ratlarda HOMA-B fonksiyonunu azalttigi
goriilmektedir (Cizelge 4.4). Buna karsin diyabet olusturulan HFD gruplar1 (DYB ve
DYB-saf) karsilagtirildiginda  safranalim HOMA-B  fonksiyonunu  artirdigi
anlasilmaktadir. HOMA-IR sonuglar1 degerlendirildiginde ise safranal HFD gruplarinda
HOMA-IR degerlerini etkilemez iken, diyabetik gruplarda HOMA-IR indeksi
degerlerini azaltmaktadir. HFD grubu verileri ile diyabetik gruplara ait HOMA-B ve
HOMA-IR verilerinin farkli farkli ¢ikma sebebi, safranalin obezite de farkli, STZ
toksikasyonuyla olusturulan tip 2 diyabette farkli aktivite gostermesi sonucu olusmus

olabilir.
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Yapilan literatiir arastirmalar1 151¢1mda sunulan ¢aligmada da elde edildigi gibi safranalin
diyabetik deney hayvanlarinda insiilin direncini disiirdiigiinii gostermektedir. Nitekim
Maeda ve ark. (2014)’nin yaptiklar1 bir ¢calismada safranalin insiilin direncini trozin
fosfataz 1B’yi inhibe ederek azaltiyor olabilecegi belirtilmektedir. Trozin fosfataz 1B,
insiilin reseptoriindeki trozinin defosforilasyonuna etki ederek insiilin sinyal yolunun
negatif etkileyen bir enzimdir. Safranalin trozin kinaz 1B’yi inhibe etmesiyle insiilin
sentezinin uyarildig: ifade edilmektedir. Ayn1 zamanda safranalin glukoz transporter-4
proteini seviyelerini artirarak insiilin direncini azalttig1, boylelikle glukozun hiicre i¢ine

daha kolay alinmasiyla antidiyabetik etkilerinin ortaya ¢ikardig: ifade edilmektedir.

Tip 2 diyabet hastalarinda insiilin direnci ve beta hiicre disfonksiyonuna neden olan
faktorler arasinda oksidatif stres ve inflamasyon gosterilmektedir. Ayni zamanda
inflamasyon ve oksidatif stresin tip 2 diyabet hastalifinin erken ve ge¢ dénem
komplikasyonlarmin (mikroanjiyopati, ndropati gibi) patogenezinde de Onemli rol
oynadig1 belirtilmektedir. Ciinkii diyabetik hastalarin uzun siireli yliksek kan glukoz
konsantrasyonlarina maruz kalmalar1 inflamasyon ve oksidatif stresi arttirmaktadir .
(Hazman 2011, Altan et al. 2006). inflamasyon ve oksidatif stresin diger potansiyel
mekanizmalar1 arasinda antioksidan savunma sistemlerinin yetersizligi bulunmaktadir.
Ciinkii pankreatik beta hiicreleri diger doku ve organlarla kiyaslandiginda daha diisiik
kapasitede antioksidan savunma sistemine sahiptir. Bu nedenle oksidatif stresin artmasi
durumunda bundan ilk etkilenen dokular arasinda beta hiicreleri yer almakta, beta
hiicrelerinde olusabilecek muhtemel hasar inflamatuvar bir yanit olugsmasina neden
olabilmektedir. Bu nedenle diyabet tedavisinde kullanilacak olan antidiyabetik ajanin
plazma glukoz seviyelerini diisiiriicii etkisinin yaninda oksidatif strese ve inflamasyona

olan etkisinin de bilinmesi 6nemlidir.

Yapilan literatlir arastirmalar1 sonucunda diyabete bagli olarak organizmada olusan
oksidatif strese safranalin etkilerinin arastirildigi, ancak diyabete baghh olusan
inflamasyona safranalin etkilerinin heniiz arastirilmadigir belirlenmistir. Sunulan

caligmada safranalin oksidatif strese etkisi TAS ve TOS analizleri yapilarak,
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inflamasyona etkileri ise inflamatuvar sitokin (TNF-a, IL-1p, IL-6, IFN-y) seviyeleri

analiz edilerek belirlenmeye c¢alisilmistir.

Safranalin oksidatif strese etkisi hem deneysel diyabet hem de diger hastalik
fizyopatolojilerinin taklit edildigi deneysel modellerle son yillarda arstirilmaya
baslanmistir. Bu ¢alismalardan biri olan bir ¢alismada STZ ile diyabet olusturulan
ratlara 3 farkli dozda (0,25-0,50 ve 0,75 mg/kg-giin) 4 hafta safranal tedavisi
uygulandig1 belirtilmektedir. STZ injeksiyonu diyabetik hale getirilen ratlarda kan
glukoz, MDA, NO, total lipid, trigliserd, kolesterol seviyeleri artarken, GSH seviyeleri
ile CAT ve SOD aktivitelerinin azaldigi, fakat bu etkilerin farkli dozlarda safranal
tedavisi uygulanan diyabetik ratlarda doza bagimh bir sekilde olumlu yonde gelistigi
(1yilestigi) rapor edilmektedir. Boylelikle safranalin, STZ ile diyabet olusturulan
ratlarda olusan hiperglisemi, hiperlipidemi ve oksidatif stresi iyilestirdigi
(Samarghandian et al. 2013), bu nedenle safranalin diyabetin komplikasyonlarina karsi

koruyucu olabilecegi ifade edilmektedir.

Safran ekstraktinin ve safranalin kardioprotektif etkilerinin arastirildigi deneysel bir
calismada ise ratlarda izoprotereno ile olusturulan miyokart infarktiisii sonucu artan
MDA seviyelerini hem safran ekstraktinin hem de onun temel bileseni olan safranalin
doza bagimli bir sekilde diislirerek oksidatif stresi azalttigi, miyokartta olusan hasar1 ise
yikksek safranal dozunun (0,075 mL/kg) en aza indirdigi rapor edilmektedir
(Mehdizadeh et al. 2013).

Samarghandian ve arkadaslarmin (2014) yaptig1 bir ¢alismada ise STZ ile diyabet
olusturulan ratlarda safranalin akcigerlerde diyabete bagl olusmasit muhtemel oksidatif
strese etkileri arastirilmistir. 4 hafta siiresince diyabetik ratlara tedavi edici ajan olarak 3
farkli dozda safranal uygulanmis, ¢calisma sonunda safranalin GSH seviyelerini ve CAT
ile SOD aktivitelerini artirarak diyabet sonucu akcigerlerde olusmus olan oksidatif stresi

azalttig1 belirlenmistir.

Sunulan ¢alismada hem plazmada hem de pankreas dokusunda safranalin oksidatif

strese etkisi TAS ve TOS seviyelerinin analizi ve OSI indeksinin hesaplanmasiyla
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belirlenmeye c¢aligilmistir. Plazmada yapilan analizlerde HFD uygulamasmin TAS
seviyelerini etkilemedigi, fakat STZ uygulanarak diyabet olusturulan grupta TAS
seviyelerinin diistiigii goriilmektedir. Diyabetik gruba safranal uygulanmasiyla ise TAS
seviyelerinin  artarak, kontrol grubu seviyelerine geldigi Cizelge 4.7’den
anlagilmaktadir. Yani safranal diyabetik ratlarda TAS seviyelerini artirarak antioksidan
sistemi  desteklemektedir. Plazma TOS seviyeleri incelendiginde ise HFD
uygulanmasinin (HFD grubu) ve sonrasinda STZ injeksiyonunun (DYB grubu) kontrol
grubuna gore TOS seviyelerini artirarak oksidatif stresi uyardigi, fakat safranal
tedavisinin diyabetik grupta artmis olan TOS seviyelerini, diyabetik tedavi grubunda
(DYB-saf. grubu) ciddi oranda azalttig1 soylenebilir.

Oksidatif stresin belirlenmesinde analizi edilen TAS ve TOS seviyeleri kullanilarak
hesaplanan OSI degerleri incelendiginde de safranalin literatiirde belirtildigi
(Samarghandian et al. 2013, 2014) iizere diyabet sonucu olusan oksidatif stresi azalttig1
sOylenebilir. Nitekim oksidatif stres indeksi (OSI) degeri DYB grubunda en yiiksek
(1135,4) iken, safranal tedavisiyle makul seviyelere (293,7) indigi goriilmektedir
(Cizelge 4.7). Bununla birlikte safranalin HFD gruplarinda aymi olumlu etkiyi
gostermedigi, hatta HFD grubuna gore HFD-saf. grubunda oksidatif stresin arttigi
sOylenebilir. Bunun sebebi safranlin antidiyabetik etkinligi ile iliskili olabilir. DYB
grubunda yiiksek glukoz seviyelerine bagli gelisen glukotoksisitenin, safranal
tedavisiyle glukoz seviyelerinin diismesiyle azaldig1 diisiiniiliirse, oksidatif stresin
glukotoksisitenin azalmasiyla diistiigli sdylenebilir. Fakat HFD grubunda DYB grubuna
oranla glukotoksisite az oldugu i¢in, safranalin antidiyabetik etkinligine bagli olarak
artan antioksidan Ozelligi HFD grubunda tam ters etki gostermis olabilir. Cilinkli
oksidan-antioksidan dengenin fazla bozulmadigi durumlarda antioksidanlarin asiri

kullanim1 da antioksidatif stres olusmasima sebep olabilir (Diindar ve Aslan 2000).

Pankreas dokusu oksidatif stres verileri incelendiginde ise safranalin 6zelikle diyabetik
ratlarda TAS seviyelerini artirarak ve TOS seviyelerini diisiirerek tam bir antioksidan
gibi davrandigi goriilmektedir. Pankratik [ hiicrelerindeki antioksidan savunma
sisteminin diger dokulara oranla daha zayif oldugu diisiiniiliirse, Safranalin STZ

injeksiyonu kaynakli veya glukotoksisite kaynakli olusabilecek oksidatif strese bagli
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olarak gelisen B hiicre disfonksiyonunu azaltarak diyabetik tedavi agisindan yararl
oldugu anlasilmaktadir. Bununla birlikte obezite olusturulan HFD grubu ratlarin
pankreas dokularinda safranalin TAS seviyelerini diisiirmekle beraber oksidatif stresi
etkilemedigi, bu nedenle diyabetik tedavi agisindan safranalin sagladig1 yararlar1 obezite

tedavisinde gostermedigi belirlenmistir.

Sunulan ¢alismanin hazirlik asamasinda safranalin infalamasyona etkisinin olup
olmadigmi belirlemek adina yapilan literatiir taramalarinda bu konuda herhangi bir
calisma olmadig1 goriilmiistiir. Tip 2 diyabet olusturulan ratlarda safranalin diyabet
sonucu olusan inflamasyona etkisi belirlenmeye calisilirken, ayn1 zamanda safranalin
HFD ile obez hale getirilen ratlarda (HFD gruplar1) inflamasyona etkisinin belirlenmesi

amaglanmistir.

Tip 2 diyabet olusturulan ratlara ait pankreas dokular1 analiz edildiginde HFD
uygulanan ratlara (HFD grubu) ait sitokin seviyeleri (TNF-a, IL-1B, IL-6, IFN-y) ile
kontrol grubu verileri kiyaslandiginda hicbir fark goriilmemektedir. Yani ratlara
uygulanan 10 haftalik yagli diyetin inflamasyona herhangi bir etkisi olmadigi
anlasilmaktadir. HFD ile beslenen ratlara safranal uygulanmasi da inflamatuvar sitokin
seviyelerin (IL-6 hari¢) etkilememistir. Ratlarda diyabet olusturuldugunda ise sitokin
seviyelerinin (TNF-a, IL-1B, IFN-y) hem kontrol grubuna gére hem de HFD grubuna
gore arttigi, yani olusturulan tip 2 diyabetin inflamasyona neden oldugu goriilmektedir.
Daha once deginildigi ilizere literatiirde de obezite ve tip 2 diyabette inflamasyonun
arttigir  bir ¢ok c¢alismada gOsterilmistir. Safranalin diyabetik gruptaki etkileri
degerlendirilecek olursa, safranalin pankreas sitokin seviyelerini diisiirerek
inflamasyonu azalttig1 sdylenebilir. Ciinkii DYB grubu ile kiyaslandiginda, 4 hafta
safranal tedavisi uygulanan DYB-saf. grubu TNF-a, IL-1B, ve IFN-y seviyelerinin
diistiigi goriilmektedir (Cizelge 4.6). Plazma verileri incelendiginde ise diyabetik
ratlarda safranal tedavisinin IFN-y ve IL-6 seviyelerini etkilemez iken, TNF-a, IL-1

seviyelerini diistirdiigli anlasilmaktadir (Cizelge 4.5).

Kisaca safranalin tip 2 diyabet olusturulan ratlarda pankreas ve plazmada inflamasyona

etkisi Ozetlenirse, safranal 6zellikle TNF-a, IL-1B seviyelerini hem pankreasta hem de
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plazmada diisiirerek inflamasyonu azaltmaktadir. TNF-a, IL-1 reseptorlerinin (IL-1R ve
TNFR) NFkB’nin aktivatorlerinden biri oldugu disiiniiliirse (Sekil 5.1), safranalin
TNF-a, IL-1B seviyelerini diistirmesinin dnemi daha iyi anlasilir. Ciinkii NFkB hiicre
sitoplazmalarinda da inaktif formda bulunup, sadece aktive oldugunda cekirdege
gegmekte ve burada hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, apopitozisin regiilasyonu, sitokin
prodiiksiyonu ve neoplastik transformasyondan sorumlu, immiin sistem, bliylime ve
inflamasyonu denetleyen 200’{in iizerinde geni etkilemektedir (EKinci ve Memis 2008,
Melloul 2008).
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Sekil 5.1. NFkB’nin aktivasyonu ve apoptozis (Melloul 2008).

Diyabette olusan oksidatif stresle veya inflamasyonla NFkB’nin beta hiicrelerindeki
spesifik aktivasyonu, beta hiicrelerinde kayiplarin olugsmasinda anahtar bir rol
tislenmektedir. NFkB’nin aktivasyonunu saglayan proteinler olan Rel proteinlerinin
niikleer translokasyonu, bakteriyal ve viral patojenler, immun ve inflamatuvar sitokinler
(TNF-a, IL-1pB, INF-y gibi), radyasyon veya cesitli nedenlerle organizmada olugmus
serbest oksijen radikalleri ve nitrik oksit (NO) tarafindan saglanabilmektedir
(Schoonbroodt and Piette 2000, Melloul 2008). Beta hiicrelerinde NFkB’yi aktive eden
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bu sitotoksik etkiler, sitokinler araciligiyla ya da koruyucu ve apoptotik genler

arasindaki diizenlemelerde goriilen dengesizlik sonucu meydana gelmektedir.

Daha 6ncede belirtildigi gibi antioksidanlar ile oksidan molekiiller arasindaki dengenin
oksidan molekiiller lehine bozulmasi sonucunda oksidatif stres artmaktadir. Oksidatif
stres gibi gesitli hiicre dis1 uyarilara bagli olarak TNF-a, IL-1p gibi NFKB aktivatorleri
ise hiicre i¢i oksidatif stresin artmasmna neden olmaktadir. Oksidatif stresin artmasina
bagl olarak hiicre i¢cinde reaktif oksijen tiirleri ve nitrik oksit diizeylerindeki artislarin
sinyal iletimini etkileyerek NFkB’yi aktiflestirdigi diistiniilmektedir (Bowie and O’Neill
2000). Sunulan ¢aligmada kullanilan safranalin diyabetik ratlarda hem oksidatif stresi
hem de Onemli inflamatuvar sitokinlerden TNF-o, IL-1B seviyelerini azalttigi
diistiniilirse, NFkB aktivasyonunu goreceli olarak baskilayarak [ hiicre hasarmi

seviyelerini azaltan etkileri olabilir.

Sunulan tez ¢calismasinin bulgular ve tartigsma kisimlarinda verilen bilgi ve veriler kisaca
Ozetlenecek olursa safranalin diyabetik tedavi grubunda (DYB-saf.) hem plazma hem de
pankreas dokusu oksidatif stres diizeylerini diisiirdiigii anlasilmaktadir. Fakat HFD
uygulanan ratlarda safranalin antioksidan etkileri gézlenememistir. Benzer sonuglar
safranalin inflamasyona etkisi incelendiginde de goriilmiistiir. Nitekim safranal
diyabetik rat pankreaslarinda inflamasyonu azaltirken (IL-6 hari¢), HFD uygulanan ve
obez olarak kabul edilen HFD grubu ratlarinda inflamasyonu etkilememistir. Bu
baglamda inflamasyonu ve oksidatif stres diizeylerini diisiiren safranalin diyabetik
tedavide yararli olabilecegi diisiiniilebilir. Ama safranalin olas1 muhtemel yararlarinin

daha iyi anlasilabilmesi i¢in ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Safranalin diyabetik tedavi agisindan yararli olabilecegi diger bir nokta ise sunulan
calismada da belirlendigi gibi insiilin seviyelerine ve insiilin direncine olan etkisidir.
Safranalin insiilin direncini trozin fosfataz 1B’yi inhibe ederek, glukotoksisiteyi ise
glukoz transporter-4 proteini seviyelerini artirarak sagladigi belirlenmis (Maeda et al.
2014) bu nedenle safranalin insiilin sentezini nasil artirdiginin belirlenmesi diyabetik

tedavi acisindan yararli olabilir. Cilinkii giiniimiiz diyabet tedavisinde insiilin
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sekresyonunu artiran bir ¢ok aktif madde, antidiyabetik ila¢ olarak kullanilmaktadir

(Baxter 2008).

Safranalin diyabet sonucu olusan inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltmasi, diyabetik
komplikasyonlarin 6nlenmesi adina da diyabetik tedaviye katki saglayabilir. Bunun i¢in
safranalin 6zellikle TNF-a ve IL-1f aracili inflamasyonu nasil azaltiginin belirlenmesi
icin yapilacak ileri caligmalar yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesine katki

saglayabilir.
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