«1CE ONfy,
) (5N

3
N
9007 153*

)

T.C.
DUZCE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERIi ENSTITUSU

STREPTOZOTOSIN ILE DIABETES MELLIiTUS OLUSTURULAN
RAT PANKREASLARINDA HiDROKSITIROSOLUN
NRF2 EKSPRESYONU UZERINE ETKISI

Nurhilal ELCIYAR
YUKSEK LISANS TEZI

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. Meryem CAM

Diizce, 2020



Form:0

KABUL VE ONAY

Histoloji ve Embriyoloji Yiiksek Lisans Programi Cergevesinde yiiriitiilmiis olan

“Streptozotosin ile Diabetes Mellitus Olusturulan Rat Pankreaslarinda Hidroksitirozoliin Nrf2
Ekspresyonu Uzerine Etkisinin Arastirilmasi®

adli galisma, asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tarihi: 24/01/2020

TEZ SINAV JURISI

Prof. Dr. Méryem GAM
Diizce Universitesi
Bagkan

Dr. Ogr. Uyesi Kayihan KARAGOR Dr. Ogr. Uyesi Talin FIRAT
Dizce Universitesi Abant Izzet Baysal Universitesi

. Uye

Yukanidaki Tez, Yonetim Kurulunun 70 /O7 | Zojptathve sayil karari ile kabul edilmistir.

200 (9=




BEYAN

Bu tez ¢aligmasimin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitlin agamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin

olmadigini beyan ederim.

09.03.2020

Nurhilal ELCIYAR

ii



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim boyunca desteklerini esirgemeyen, derslerimden tez yazimima
kadar bana yol gosteren, degerli bilgilerini benimle paylasan Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali1 Bagkan1 ve danisman hocam saym Prof. Dr. Meryem CAM’a; histoloji
ve embriyoloji alanindaki tecriibelerini aktarip, bana katkida bulunan Dr. Ogr. Uyesi
hocam sayin Kaythan KARACOR’a; calismalarim sirasinda farkli bakis acgilari ve
bilimsel katkilariyla benden yardimlarini esirgemeyen, her konuda tecrilbe ve
onerilerinden faydalandigim, beni her zaman calismaya tesvik eden Dr. Ogr. Uyesi

degerleri hocam Hakan SOYLU’ya siikranlarimi sunarim.

Hayvan deneylerimin yapim asamasinda bana teknik destek saglayan Diizce
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi miidiirii Dr. Ogr. Uyesi
Ersin BEYAZCICEK ve personellerine; ozellikle deney sirasinda karsilastigim
zorluklari asmamda yardimimi esirgemeyen sayin veteriner Ali GOK hocama g¢ok

tesekkiir ederim.

Yiiksek lisansa bagladigimdan beri her animda yanimda olup manevi desteklerini
benden esirgemeyen, c¢alismalarima katkida bulunan, birlikte ¢ok zorlandigimiz ama
¢cok da eglendigimiz, sevgili arkadaslarim Defne Rana OGUZ, Semiha TURE ve
Nurcan SAHAN’a giizel kalpleri i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Hayatimin her aninda oldugu gibi, bu yogun tez donemim siiresince de biiyiik bir
Ozveriyle beni destekleyen, her umutsuz animda umudum olan ve dualarin1 benden
esirgemeyen annem Saliha ELCIYAR’a; maddi manevi destekleri ve sevgisiyle
bugiinlere gelmemi saglayan babam Tamer ELCIYAR’a; hayatima ayr1 bir renk katan
kardesim Oguzhan ELCIYAR a sevgi dolu tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez, Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi Komisyonu

Baskanlig1 tarafindan DU 2019.04.01.907 numarali proje ile desteklenmistir

Nurhilal ELCIYAR

iii



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt sttt ettt et e e eeeees iii
SEKILLER DIZINT ..ot Vi
CIZELGELER DIZINI ........c.cooviiiiiceeeeeeeeeeeeeee e viii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ..o, iX
L0 /21 D PSP P TP P PP PPPPPPOPPPRP 1
A B S T R A T e e e e e e e r e e e e e e nnra e e raaeanaaeas 2
L.GIRIS Ve AMAGC ..ottt 3
1.1. Hipotezin Temell V& AMAG.......c.cuoiuiieiriieiiiieiiieie e 3
2. GENEL BILGILER...........cooiiiiiiiiinisiseis e 6
2. L PANKIEES......eevieieitesti ettt bbbttt bbbt ne e 6
2.1.1. PanKreas aNatOmISI........c.cuererueieerieaiesieeseeieseestesseesteessesseesseesseeseesseessesnesssens 6
2.1.2. Pankreas NISTOIOJIS. ...c..ciueviiiiiieiiiiieieiee e 9
2.1.3. Pankreas emMbBIiyOIOJISi ......cccueiueiieieeiiiie i 13
2.1.4. Pankreas fIZYOIOJISi .....c.ccueiuieiieiieieeiee et 15
2.2. Diabetes METUS (DM)...c..oiiiiiiiiiiicieeeiee s 21
2.2.1. Diabetes mellitus’un siniflandirtlmast .........cccceeveiivee i 22
2.2.2. Streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet modelleri.................. 25
2.3. Serbest Radikaller ve OKSidatif STreS........ccoovviieiiiiiieieeee s 27
2.4. Nuklear Faktor Eritroid 2 (NFE2) ile Tliskili Faktdr 2 (NIf2) ...c.ovovcvcvcveriicecnnens 31
2.6. DIYADEt VB NIT2 ..o 33
2.7, HIAroKSItIFOSOl (HT) ovevieiiie ettt 35
2.8. Hidroksitirosol (HT) VB NI2.......ooi e 38
3. GEREC Ve YONTEM ........oooovviiiiiieieeeeeeeee ettt en st en st 40
3.1, Deney Hayvanlari ... 40
3.2. Deney GIUPIATT ..ocuviiiiiiiiiiiiei s 40
3.3. Diyabet Olusturma Modeli........ccocoveiiiiiiiiiii s 41
3.4. Hidroksitirosoliin Hazirlanmasi.............cccveeiiiiiiii i 41
3.5. Intraperitoneal Enjeksiyon Uygulamasi .........c.ccccerueverireeieererenieisseeeesesesesenens 42
3.6. PaNKIeas diSEKSTYONU........ccuiiiiiiiieiesie et 42
3.7. Istk Mikroskobik InCElemEler...........cccucvvcerueueieieececiee et 43
3.7.1. HiStOIOJiK tEKNIKIEL ... ...ecveeiieeie e 45

iv



3.7.2. Immunohistokimyasal teKniKIEr............cceeveeverirersicreisieieseee e 46

4. BULGULAR ...ttt bbb 49
4.1. Viicut Agirligr ve Su Tiiketim Profilleri........ccccooviiiiiiiiiiiiiieie e 49
4.2. Kan GIUKOZ DUZEYICTT....c.ueiiiiiiiiiiiieiiiie ittt 52
4.3. HiStOIOJiK BUIGUIAT ..o 54
4.4, Immiinohistokimyasal BULGUIAT .............cc.cevrireriicveiiieiesce e, 57

5. TARTISMA Ve SONUC ......oooiiiiiiiiiiiiie ettt nne s 60

6. KAYNAKLAR ...t b et sn et nne e 66
Dizin KaynaKIars .......oocoiiiiiiiiee s 75

S 1 OSSR 76
EK-1/Etik KUrul KATar.....ocveieieieieie st 76

L0 7€) 031 I 15T 77



SEKILLER DiZINi

Sekil 1. Pankreas anatomisi genel gOriniim .........ccovvvveiivieiiieniiiee i 7
SekKil 2. Pankreas ANGLOMISI........c.eciiiiiieiireiiieectee ettt sre e s re e e s be e sbe e re e sreesnnas 7
Sekil 3. Pankreas genel NIStOIOJIST ........civiiiieiiieiee e 9
Sekil 4. Pankreasin asinis YAPIST.....c.civerrieiirieiiiniisiesiere e 10
Sekil 5. Pankreasin dis salgi (asinuslar) parcast ve i¢ salgi (Langerhans adacigi)
boliimlerini gosteren mikroskop fotoZrafl.......cccocvveiiiiiiiiiei e 12
Sekil 6. Ventral-dorsal pankreatik tomurcuklarin olusumu...........ccccovcevveiiieieniieseennnnn, 14
Sekil 7. Ventral-dorsal pankreatik tomurcuklarin birlegimi. .........cccovvvrreriierenriesennnnn, 14
Sekil 8. Proinsiilin oluSUm SEMAaSI...........coiiiiiiiiiiiiiie e 17
Sekil 9. Insiilin reseptoriiniin sematik OriNiMIi .......coovvveveveriieecereeeeeece e 18
Sekil 10. B hiicrelerinden insiilin salgilanmasini uyaran glukoz metabolizmasi............. 19
Sekil 11. Bazal instilin SEKIreSYONU $EMAST .....ccvuvieiueriiieiiieiiieriieeiee st siee e siee e 20
Sekil 12. Bolus insiilin sekresyonu $Emast...........cocveivieiiiiiieiiie e 20
Sekil 13. Tip 1 diabetes mellitus olusum mekanizmasinin gosterimi. .........c.cecvvrvennene 24
Sekil 14. Tip 2 diabetes mellitus olusum mekanizmasinin gosterimi ........ccoocvevverveenenn. 24
Sekil 15. Streptozotosinin KImyasal Yap1SI.......c.cuecververiiiiirienieiesieseee e 25
Sekil 16. Serbest radikal ve reaktiflerin oluSUMU............ccccovveveeiieiieie e 27
Sekil 17. Oksidatif stres olusumu ve organizmaya verdigi hasarlar...............ccccevvennne 28
Sekil 18. Diabetes mellitusta artan oksidatif stres mekanizmalari. ...........cc..cccveeevnnenn. 30
Sekil 19. Oksidatif stresin hiperglisemi ile baglantisi...........ccocevereieninininisiecees 30
Sekil 20. Nrf2/HO-1 sinyal yolagi meKanizmasl...........ccceourerrereiinenieineneeseseeseeeseens 33
Sekil 21. Keap1-Nrf2 sistemi tarafindan pankreas B hiicre korumasi ............cc.cecvennne. 35
Sekil 22. Oleuropeinin B-glikozidaz enzimi ile hidrolizi ..., 37
Sekil 23. Pankreas diseksiyonu. OK UCU PaNKIaS. ..........cuvvririeiieieiiene e 42
Sekil 24. Fomaldehit i¢inde dokulara uygulanan fiksasyon islemi ..........c.cccocvvvirinennne 43
Sekil 25. Etiivde parafinle doku gomme islemi.........ccccoeviiiiiiiiiiiiiccee, 44
Sekil 26. Histolojik kesitler i¢in hazirlanan parafin bloklar. ...........c.ccoooiniiiiciinnnn 44
Sekil 27. Isik mikroskobik incelemeler i¢in hazirlanan pankreas doku preparatlart...... 48
Sekil 28. Deney hayvanlarinin giinlere gore agirlik dagilimlart ..........cocooooveiiiiiiiennnn, 50
Sekil 29. Deney gruplarinin aglik agirlik dagilimlart. ..., 51
Sekil 30. Deney gruplarinin haftalara gore su tiikketim miktarlart..........c.ccocoeeiiiinnnnennn 51

vi



Sekil 31. Gruplarn glukoz deerleri .........cooiiiiriiiiiiiiiieeee s 53
Sekil 32. Gruplarin giinlere gore glukoz degerleri ........ccoovvvviiiiiiiiniiii, 53
Sekil 33. Gruplarin 30. giin aglik glukoz degerleri.........cccvvviiiiiiiiiiiiiiiie e 54
Sekil 34. Sicanlarda STZ ile indiiklenen diyabette HT nin pankreas tlizerine etkisi...... 55
Sekil 35. Sicanlarda STZ ile indiiklenen diyabette HT ‘nin pankreas iizerine etkisi.. .... 56
Sekil 36. Deney gruplarinin pankreas dokularinda Nrf2 ekspresyonunun immiino

histokimyasal fotomiKrograflari. .........ccccovviiiiiiiiiii e 58
Sekil 37. HT uygulamasinin Nrf2 ekspresyonu tizerindeki etKiSi. .........ccccevverieieennnnn, 59
Sekil 38. HT uygulamasinin Nrf2 ekspresyonu iizerine hiicresel orant. ............c.ceeue.... 59

vii



CIZELGELER DiZiNi

Tablo 1. insan Langerhans adaciklarinda bulunan hiicre tipleri .........cccoocevrveverennnnne, 11
Tablo 2. STZ ile deneysel diyabet olusturma modelleri ..........cceevviiiervereiiieiieie e, 26
Tablo 3. Diyabetik rat modeli, deney gruplari, maddeler ve verilis yollari................... 41
Tablo 4. Deney gruplarinin agirlik dagilimlart ..........ccoocveveiieieniinin e 50
Tablo 5. Deney gruplarinin kan glukoz degerleri ...........cooviiiiiiciiiiiiiieee 52

viii



ADA
AP1
ARE
ATPaz
Ca’
cDNA
Cr
DEM
dL
DM
ECHD
EFSA
ER
EVOO
GDM
GLUT
GLUT?2
GPxs
GSH
GSIS
GST
"
HCO;
HE
HO-1
HT
IRS

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Amerikan Diyabet Birligi

Aktive edici protein 1

Antioksidan yanit elemani
Adenozin trifosfataz

Katalaz

Komplementer (tamamlayici) DNA
Clor

Dietil meleat

Desilitre

Diabetes Mellitus

CNC homolojisine sahip eritroid hiicre kaynakli protein
Avrupa Gida Giivenligi Kurumu
Endoplazmik retikulum

Sizma zeytinyagi

Gestasyonel Diabetes Mellitus
Glukoz tastyici

Glukoz tastyici 2
Glutatyon-peroksidaz

Glutatyon

Glukoz uyariml insiilin sekresyonu
Glutatyon S-Transferaz

Hidrojen

Bikarbonat

Hematoksilen-Eozin
Hemeoksigenaz-1

Hidroksitirosol

Insiilin reseptdr substratlar

ix



IHC
INOS
ip
Katp
Keapl
LA
Maf

MafF, MafG, MafK :

MSS
Na*
Nad(P)H
Nad(P)H NQO1
NadH
Neh
NF- E2
NF-xB
NIH
NO
Nrf2
Oy

OH
ONOO
oS
PDA
PP
RNS
ROS
Rrdx
RS

Immiinohistokimya

Indiiklenebilir NO sentaz
Intraperitoneal

ATP’ye duyarli potasyum kanali
Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1
Langerhans adasi

Muskulonoérotik Fibrosarkom

Maf proteinleri

Merkezi sinir sistemi

Sodyum

Nikotinamid Adenin Diniikleik Fosfat
Nad(P)H Kinon Dehidrogenaz-1
Nikotinamid Adenin Diniikleosid
Nrf2-ECH homolojisi

Niikleer faktor eritroid 2

Niikleer faktér Kabba B

Amerikan Ulusal Saglik Enstitlisii
Nitrik Oksit

Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor
Stiperoksit

Hidroksil

Peroksinitrit

Oksidatif stres

Pankreatikoduodenal arter

Pankreatik Polipeptid

Reaktif azot tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri
Peroksiredoksin

Reaktif tur



sMaf
SMA
SOD
SOR
SR
STZ
T1DM
T2DM

UPR
VOO
WHO

pm

Kiiclik muskulondrotik fibrosarkom
Stiperior Mezenterik arter
Siiperoksit dismutaz
Serbest oksijen radikalleri
Serbest radikal
Streptozotosin

Tip 1 Diabetes Mellitus
Tip 2 Diabetes Mellitus
Unite

Katlatmamig protein tepkisi
Naturel birinci zeytinyagi
Diinya Saglik Orgiitii
Mikrometre

Mikrotinite

Epsilon

Alfa

Beta

Gama

Delta

X1


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=2ahUKEwi0q8zM6JnmAhXLYVAKHTunDcQQFjADegQIBxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.greeksymbols.net%2Fdelta-symbol&usg=AOvVaw3NMZr-R5UdcThWeTxoPMg1

OZET

STREPTOZOTOSIN iLE DIABETES MELLITUS OLUSTURULAN RAT
PANKREASLARINDA HiDROKSITIROSOLUN NRF2 EKSPRESYONU
UZERINE ETKISi

Nurhilal ELCIYAR
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani Prof. Dr. Meryem CAM
Ocak 2020, 78 sayfa

Tipl diabetes mellitus, Langerhans adaciklarinda bulunan ve insiilin {ireten
hiicrelerinin yikimi1 sonucunda insiilin {iretme yetenegini kaybettigi kronik bir
hastaliktir. Bu ¢alismanin amaci, streptozotosin ile diyabet olusturulmus rat pankreas
dokularinda hidroksitirosoliin, antioksidan metabolizmanin 6nemli proteinlerinden olan
Nrf2’nin ekspresyonu iizerindeki etkisini belirlemektir. Hidroksitirosol, zeytin ve
zeytinyaginda bulunan oleuropeinin, baslica par¢alanma iiriinii olan dogal-giiglii fenolik
bir antioksidandir. Deneyde kullanilan hayvanlar kontrol, HT, STZ ve STZ+HT olmak
lizere rasgele 4 gruba ayrildi. Diyabet, intraperitoneal olarak tek doz (55 mg/kg) STZ
enjeksiyonuyla indiiklendi. STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra kan glukoz degerleri
olgiilerek > 250 mg/dL olanlar diyabetik kabul edildi. HT ve STZ+HT grubuna 30 giin
boyunca intraperitoneal olarak HT (10 mg/kg/giin) enjeksiyonu uygulandi. STZ grubu
hayvanlarda yiiksek kan sekerine ek olarak viicut agirhiginda azalma, polifaji ve
polidipsi gozlendi. STZ+HT grubu hayvanlarda istatistiksel olarak anlamli olmayan kilo
kaybiyla birlikte STZ grubuna oranla daha az su tiiketimine rastlandi. STZ+HT grubu
ratlar diyabetikti ancak kan glukoz diizeyleri anlamli olmasa da bir miktar azaldi.
Histolojik incelemelerde kontrol grubu adacik histolojisi, iyi bi¢imlendirilmis; yuvarlak
sekil, biiyiik boyut ve normal yap1 sergilerken, diyabetik ratlar belirgin sekilde diizensiz
ada sinir1 ve adacik dejenerasyonu gosterdi. Diyabetik ratlarda hidropik dejenerasyon ile
uyumlu olarak sitoplazmada berrak vakuollere sahip adacik hiicreleri goriilirken HT ile
muamele edilen diyabetiklerde azalan tahribat gdzlemlendi. Immiinohistokimyasal
caligmalar sonucunda HT ile muamele edilen diyabetik hayvanlarda Nrf2
ekspresyonunun STZ grubundakilere kiyasla daha az oldugu belirlendi. Bu STZ’nin, 8
hiicrelerine zarar vermesine karsi, HT’ nin koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.
Sonug olarak, Nrf2 ekspresyonunun, STZ'nin indiikledigi TIDM'nin 6nlenmesinde
HT'nin koruyucu ve antioksidan rolii oldugunu gosterdi.

Anahtar sozciikler: diyabet, hidroksitirosol, Nrf2, pankreas, streptozotosin.



ABSTRACT

EFFECT OF HYDROXYTYROSOL ON NRF2 EXPRESSION IN RAT
PANCREASSES WITH STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETES
MELLITUS

Nurhilal ELCIYAR
Master Thesis. Department of Histology and Embryology
Supervisor Prof. Dr. Meryem CAM
January 2020, 78 pages

Type 1 diabetes mellitus is a chronic disease in the islets of Langerhans, where it loses
its ability to produce insulin as a result of the destruction of insulin-producing B cells.
The aim of this study is to determine the expression changes of Nrrf2, one of the
important proteins of antioxidant metabolism, in the rat pancreas where diabetes was
induced by streptozotocin. Hydroxythyrosol is a natural-strong phenolic antioxidant
found in olive and olive oil, the major degradation product of oleuropein. The animals
used in the experiment were randomly divided into 4 groups as control, HT, STZ and
STZ+HT. Diabetes was induced intraperitoneally by single dose (55 mg/kg)
streptozotocin injection. Blood glucose values were measured 48 hours after STZ
injection and those with > 250 mg/dL were considered diabetic. HT (10 mg/kg/day)
injection was administered intraperitoneally to HT and STZ+HT groups for 30 days. In
addition to high blood sugar, STZ group animals showed a decrease in body weight,
polyphagia and polydipsia. These effects were not found in the control and HT groups.
In the STZ+HT group, less water consumption was observed in the animals compared
to the STZ group with non-statistically significant weight loss. STZ+HT group rats were
diabetic but their blood glucose levels decreased slightly although not significant.
Histological examination of the islet histology of the control group, well-formed,;
diabetic rats showed markedly irregular island border and islet degeneration, while the
round shape exhibited large size and normal structure. Diabetic rats showed islet cells
with clear vacuoles in the cytoplasm consistent with hydropic degeneration, whereas
decreased damage was observed in HT-treated diabetics. As a result of
immunohistochemical studies, it was determined that Nrf2 expression was lower in HT
treated diabetic animals compared to STZ group. This indicates that STZ has a
protective effect of HT against damage to B cells. As a result, demonstrated that Nrf2
expression had a protective and antioxidant role of HT in the prevention of STZ-
induced T1DM.

Keywords: diabetes mellitus, hydroxytyrosol, Nrf2, pancreas, streptozotocin.



1.GIRIS ve AMAC

1.1. Hipotezin Temeli ve Amac¢

En iyi bilinen endokrin hastaliklardan olan diabetes mellitus (DM), reseptor hiicrelerin
insiiline cevap vermemesinden veya insiilin yetersizliginden kaynaklanir. Farkli
nedenlere bagli olarak diyabet 4 gruba ayrilmaktadir. Bunlar tip 1 diabetes mellitus
(insiiline bagli seker hastaligi-T1DM), tip 2 diabetes mellitus (insiiline bagli olmayan
seker hastaligi-T2DM), diyabetin diger spesifik tipleri ve gestasyonel diyabet olarak

adlandirilir™?.

Insanlarda meydana gelen Tip 1 diyabet, pankreasta bulunan ve insiilin iireten P
hiicrelerinin otoimmiin ve oksidatif strese (OS) bagli bir siire¢ sonunda hasara ugramasi
sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir ve sonug¢ olarak hastalar, B hiicrelerindeki hasara bagli
olarak degisen diizeylerde disaridan insiilin hormonu destegine ihtiyag duymaktadirlar.
Bu otoimmun bozukluk, genellikle ¢cocukluk ¢aginda birden ortaya ¢ikmakta ve bireyin

insiilin iiretme yetisini ortadan kaldirmaktadir®.

Tip 2 diyabet ise ¢esitli nedenlerden dolay1 insiiline duyarsizligin azalmasi sonucunda
olugmaktadir. Genellikle 40 yasindan sonra goriilme siklig1 artar. Diyabet hastalarinin
yiizde 90°dan fazlas1 Tip 2 olup, genellikle uygun diyet ve egzersizle kan glukozlarini

dengede tutabilmektedirler’.

Sonug olarak diyabet, kanda yiiksek glukoz ile karsimiza ¢ikar ve glukoz seviyesi o
kadar yiikselir ki, bobrekler glukozu atmaya baglar. Boylece poliiiri gelisir. Diyabet
tanisinda idrarda glukoz arastirilmasmin nedeni budur. idrar glukozu arttikca, idrar
miktar1 ve su tiiketimi de yiiksek seviyelere ulasir. Diyabette, viicut hiicreleri, temel
enerji maddesi olan glukozu kullanamazlar, bu yiizden yaglari hiicre solunumunda bir
enerji kaynagi olarak kullanmak zorundadirlar’. Hastaligin ileri asamalarinda yaglarin
yikimindan gelen asidik (keton) iirinlerin kanda birikmesi, yasami tehlikeye diistirecek
oranda diisik kan pH’sina yol acmaktadir'. Diyabetik hastalar farkli sekillerde risk
altindadir: ciltteki sinirlerin hasar gormesi nedeniyle sinir uglarina kan dolagiminin

yetersiz olmast sinir rahatsizliklarina, agriya ve uyusmaya neden olabilir®.



Hidroksitirosol (HT); zeytin ve zeytinyaginda bulunan, oleuropeinin baslica pargalanma
irtinii olan dogal-giiglii fenolik bir antioksidandir. HT antioksidan roliinii; Serbest
radikalleri dogrudan yakalayarak ya da antioksidan enzimlerle birlestirilmis bir dizi

tepkime araciligiyla onlar1 pargalayarak ortaya koymaktadlrs.

Pankreasin siirekli sekretuar aktivitesi ve endojen antioksidan potansiyelinin olmamasi
nedeniyle B hiicreleri serbest radikallere, endoplazmik retikulum (ER) hiperaktivitesine
ve hasarli mitokondriden kaynaklanan g¢esitli stres tiirlerine kronik olarak maruz

kalmaktadir®.

Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor (Nrf2), faz 1l metabolik ve antioksidan
enzimler olmak iizere cesitli genlerin ekspresyonunu diizenleyen ve dolayisiyla diyabet
dahil olmak iizere oksidatif stres aracili bozukluklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol

oynadigi i¢in antioksidan yanitin bir "ana diizenleyicisi" olarak kabul edilir’.

Daha 6nce yapilan ¢aligsmalarla gesitli dokularda HT’nin, Nrf2 ekspresyonunu etkiledigi
gosterilmistir® ancak HT ile muamele edilen diyabetik pankreastaki Nrf2 ekspresyonu

degisimi doku diizeyinde arastirilmamis ve arastirilmayi bekleyen orijinal bir konudur.

Yukarda verilen bilgiler dogrultusunda bu ¢aligmanin hipotezi,
Streptozotosin ile indiiklenmis diyabetik rat modeline hidroksitirosoliin uygulanmast,
antioksidatif bir protein olan Nrf2 ekspresyonunu artirarak Langerhans adaciklar1 f

hiicrelerinde olugan oksidatif stresi azaltir ve hiicrelerin fonksiyon kaybini engeller.

Yukarida verilen hipotez dogrultusunda bu g¢alismanin amaglari, streptozotosin (STZ)
indiiklii diyabet rat modelinde;
e Hidroksitirisol uygulamasi ile es zamanli olarak kan glukoz seviyesinin
degerlendirilmesi,
e Hidroksitirosol uygulamasi sonrasinda pankreasin Langerhans adaciklarinda
antioksidatif cevabi diizenleyen genlerin transkripsiyonunu saglayan Nrf2
proteininin doku diizeyinde immiinohistokimyasal (IHC) olarak ekspresyon

degisikliginin aragtirilmasidir.



Bu caligma ile asagidaki ¢iktilara ulasilacaktir;

1. Hidroksitirosol uygulamasinin, pankreasin Langerhans adaciklarinda Nrf2

protein ekspresyonu tizerine etkisi ilk defa gosterilmis olacaktir.

2. Diyabetik ratlara hidroksitirosol uygulamasi sonrasinda pankreasin Langerhans
adaciklarinda Nrf2 ekspresyonu ilk defa immiinohistokimyasal olarak

degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Pankreas

2.1.1. Pankreas anatomisi

Pankreas karin boslugunun arka duvarinda, duodenum ile dalak arasinda uzanan;
yumusak, gri-pembe renkli ve ¢ok sayida lobdan olusan retroperitoneal bir organdir®.
Yetiskin bir insan pankreasinin ortalama hacmi 72 em®’tiir (parankim; 44 cm®, yag; 28
cm®)™, uzunlugu 12-20 cm, boyu 3-5 cm, genisligi 1-3 cm*! ve agirhg 50-100 gram
araligindadir’?. Pankreasin sekli uzatilmis bir kanca veya cekice benzer. Makroskopik
olarak caput (bas), collum (boyun), corpus (gévde) ve cauda (kuyruk) pankreatis olmak
lizere 4 kisma ayrllabilirll. Bu parcalar arasinda kesin bir sinir yoktur12 (Sekil 1.). Caput
pankreas 6n ve arkadan basik, C seklinde bir parcadir ve duodenum kavisi i¢inde yer
alir. Ust kismi duodenum bas1 ile komsu iken diger kisimlar1 duodenumun 6nii ve
arkasinda kalir™®. Collum pankreas yaklasik 2 cm uzunlugundadir. Caput pankreas ile
baslar ve sola, 6n ve yukar1 dogru uzanir ve corpus pankreasa baglanir. Ust mezenterik
damarlarin yanindadir. Periton ile kapli 6n yiiz pilorun bitisigindedir. Corpus pankreas
ticgen prizma gibi goriiniir. Mide arka duvarmin arkasinda uzanir. Facias inferior,
anterior ve posterior olmak tlizere 3 ylizii; margo anterior, superior ve inferior olmak

iizere de 3 kenari vardir’. Cauda pankreas oldukga dardir ve dalak hilumuna uzamr®,

Pankreas yogun bir kilcal damar agi tarafindan ve endokrin hiicreleri ekzokrin
bileseninden ayiran ince bir kollajen kapsil ile ¢evrilidir*®. Pankreasm en onemli
anatomik duktal yapilari;

1. Ana pankreas kanali (Wirsung kanali),

2. Vater’in papilla/major papilla (Wirsung kanalinin duodenuma agildigi yerdeki

kabarikliktir ve Ampulla Vater’i igerir.),
3. Aksesuar pankreas kanali (Santorini kanal1) ve
4. Mindr papilla (Santorini kanalinin duodenuma agildig1 yerdeki kabarikliktir.)

dir®®.



‘ — Sag ve sol hepatik kanal

Ana hepatik kanal

Hartmann posu

Srisitik kanql

Aksesuar pankreas kanali _
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Aksesuar ampulla ising)
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Ampulla Vater

(Papilla duodeni major)

Sekil 1. Pankreas anatomisi genel goriiniim. W

Wirsung kanali, cauda pankreastaki kiiclik lobiiler kanallarin birlesmesi ile olusurlz.
Bezin arka yiizii boyunca uzanir ve ortak safra kanalina baglanir'®. Bu birlige
hepatopankreatik ampulla (Vater’in ampullasi) adi verilir ve ana duodenal papillada
bulunur'. Bir varyasyon olarak, insan pankreasmnin, bezin gelisimi sirasinda mevcut
olan dorsal pankreasin ana kanalinin bagimsiz bir distal bir pargasi olan ve Santorini
kanal1 olarak da adlandirilan bir aksesuar kanali olusturabilir'’. Bu kanal en sik mindr

duodenal papilla yoluyla duodenuma ya da vakalarin % 30'unda ana pankreas kanalina

akar® (Sekil 2.).

Canalls pylorcus

Corpus pancreatis

Ductus pancreaticus

Ductus choledochys [bikaris) Cauda pancreatis

Ductus pancreaticus accessorius
Papilla duodeni minor

Ductus choledochus [bikans]
Duodenum, Pars descendens

Proc. uncinatus

Pica longitudinalis duoden|
' Flexura ducdenojejunalis
Papilla duodeni major

\ _ Duodanum, Pars ascendens
Plica circulares

Caput pancreatis
Luodanum, Pars honzontalls

Sekil 2. Pankreas Anatomisi.



Pankreas kardiyak ¢iktinin yaklasik % 1'ini alir'®. Pankreasmn arter kani, abdominal
aortun 3 ana dalinin ilk 2'sinden elde edilir: ¢dlyak ve superior mezenterik arter (SMA).
Pankreas bagi 2 dal ile beslenir: bir anterior ve bir posterior'>. Anterior dal, ¢olyak
arterin en sag kolu olan ortak hepatik arterin bir dali (gastroduodenal arter yoluyla) olan
anterior superior pankreatikoduodenal arter (PDA) tarafindan olusturulur'®. Anterior
superior PDA, splenik arterin pankreas dallari ile anastomoz yapar. Posterior dal,
gastroduodenal arterin en proksimal dali olan posterior superior PDA tarafindan
olusturulur. Anterior ve posterior superior PDA, her ikisi de SMA’dan kaynaklanan
anterior ve posterior inferior PDA ile anastomoz yapar*?. Pankreasin vendz sistemi kani
portal vene bosaltir®®. Genel olarak, splenik ven kam ¢ok sayida kiigiik gruptan toplar®’.
Venoz sistemde, arteriyel sistemdekinden tipik olarak daha diizensiz olan sayisiz
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anastomoz vardir .

Biiyiik lenfatik damarlar lenfleri bolgesel lenf diigiimlerine tasir. Her biri karsilik gelen
bir kan damar1 grubuyla iliskili 7 ana lenf damar1 grubu vardir: superior damarlar,
inferior damarlar, anterosuperior, anteroinferior, posterosuperior, posteroinferior
pancreaticoduodenal damarlar ve gastroduodenal damarlar®®. Pankreasin lenf diigiimleri
2 ana grupta diizenlenir. ilk diigiim grubu yaklasik olarak bezin dis ¢izgisi boyunca
uzanir. Aort solunda, splenik hilusun (10) ig¢inde ve iistiinde yer alan splenik ve
gastrosplenik diigiimler ile splenik ve inferior pankreas arteri boyunca uzanan
suprapankreatik (11) ve infrapankreatik (18) diigiimler bulunur. Bu diigiimler viicuttan
ve pankreasn kuyrugundan lenf alir. Ikinci ana diigiim grubu, abdominal aort ve
gbvdeleri, paraaortik (16), ¢dlyak (9), superior mezenterik (14) ve orta kolik diigiimlerle
(15) iliskilidir. Sonunda tiim lenfler sisterna sili ve torasik kanal yoluyla sol subklavyen
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vene bosalir™.

Pankreas, sempatik, parasempatik ve afferent lifler tarafindan innerve edilir*2. Sinir
lifleri norovaskiiler olarak pankreasin igine girer veya ¢ikar. Pankreas dokusu iginde
bulunan kan damarlarin1 takip eder, kapillerlere ve endokrin hiicrelere yakin
biter/baslar’®. Hedef hiicrelerle klasik sinapslar olusturmazlar, ancak bir seferde birden
fazla hedefi etkiledikleri ve norotransmiterleri hiicre disi alana biraktiklari salinim
bolgelerine sahiptirler®®. Parasempatik sinir lifleri bezin salgisii artirirken, sempatik

sinir lifleri tam tersi etki eder?.



2.1.2. Pankreas histolojisi

Pankreas, metabolizma ve enerji kullanimi islevinde merkezi role sahiptir. Islevsel ve
morfolojik olarak iki ayri bilesenden olusur: ekzokrin pankreas (asiner ve duktal
hiicreler) ve endokrin pankreas (Langerhans adaciklar1) (Sekil 3.). Ekzokrin asiner
hiicreler; yag, protein ve karbonhidratlar1 par¢alama 6zelligine sahip (lipaz, proteinaz ve
amilazlar) bir dizi sindirim enzimi iretir (glinde yaklasik 1200-1500 ml) ve pankreas
kanallarina salg11ar25. Enzim iireten ekzokrin hiicreler, konik bi¢imdedir ve merkezi bir
liimen etrafinda diizenlenerek asinus olustururlar™. Pankreas lobiillerinin her biri
asiniislerden olusur'?. Her bir asiniiste iki hiicre tipi mevcuttur: ilki pankreasin asil
hiicreleri olan asiner hiicreler, ikincisi ise dogrudan kanallarla iligki olan sentro asiner
hiicrelerdir (Sekil 4.). Asiniis olusturan hiicrelerin c¢ekirdekleri yuvarlak ve bazal
sitoplazmaya yakin yerlesim gosterir. Hiicrelerin apikal sitoplazmasi pankreatik enzim
onciillerini igeren zimmojen graniillerle doludur ve asidofil boyanir. Bazal kisim ise

bazofiliktir bunun sebebi gER ve serbest ribozomlarin bol miktarda bulunmasidir®®.

S e BaE
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Y‘"e "3}1 WD :’ >
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e

Sekil 3. Pankreas genel histolojisi (MUTF B-3741-16, H&E, 100X) D: interlobiiler duktus, Ad: Adiposit,
L: Langerhans adacigi, S: Septa.(s)

Bir asinus, ser6z Ozellikteki asiner hiicrelerin enzimlerini apikal kutuplarindan
interkalar kanal ad: verilen liimene salgilar'?. Bu interkalar kanallar asinusu interlobiiler
kanallara akan, intralobiiler kanallara baglar. Bu kanal sisteminin proksimal kismi1 basit
yassi epitel ile; distal kisim basit kiibik epitel ile kaplidir. Daha biiylik interlobiiler

kanallar ve ana kanallar ise silindirik epitel ile doselidir®.



Sentroasiner hicreler

Bazal lamina

Zimojen grantilleri Asiner hicreler

Sekil 4. Pankreasin asiniis yap151.(4)

Sindirim enzimlerine ek olarak asinus kanallarinin epitel hiicreleri su ve midede
bulunan asidik kimusu nétralize eden bikarbonat iyonlar1 salgilar. Bunlar Wirsung
kanali tarafindan duodenuma bosaltilir. Pankreasin salgilari hem hormonlar hem de
vagal stimiilasyon (parasempatik nervus vagus stimiilasyonu) ile kontrol edilir®.
Parasempatik vagal sinir uclarindan ve enterik sinir sistemindeki diger kolinerjik
sinirlerden salgilanan aseltilkolin sinirsel; duodenal mukozanin enteroendokrin
hiicrelerinin salgiladigi sekretin ve kolesistokinin ise hormonal regiilasyonda rol oynar.
Asetilkolin ve kolesistokinin, sindirim enzimlerinin salgilanmasini arttirirken sekretin

notrlestirilmis sivinin (bikarbonat iyonlar: ve su) salgilanmasina yol agar?'.

Endokrin pankreas, ekzokrin parankimde diizensiz dagilmis hiicre diizeneklerine sahip
Langerhans adaciklarindan (LA) olusur. Bu adaciklar genellikle kiiresel, soluk renkli,
degisken biiyiikliikte epitel hiicre kordonlarindan olusur. Kordonlar arasindaki zengin
kilcal damar agi, adaciklara 6zgii bir dolasim olustururzs. Adaciklar en az bes tiir
hormon iireten, bes hiicre tipinden olusur: alfa (o) hiicreleri glukagon, beta () hiicreleri
instilin, delta (8) hiicreleri somatostatin, PP (gama-y) hiicreleri pankreatik polipeptid ve
epsilon (¢) hiicreleri de grelin salgilar. Salgilanan hormonlar kan dolagimi yoluyla kendi

hedef organlarma ve dokularma tagiir'* (Tablo 1.).
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Tablo 1. insan Langerhans adaciklarinda bulunan hiicre tipleri. ®

Hicre - X
Tipi Miktar Pozisyon Uretilen Hormon Hormonal Iglev

A %20 Genellikle Glukagon Glikojenoliz ve lipoliz yoluyla periferde elde edilen
enerjinin glikojen ve yad icinde depolanmasini
sadlamak (zere cegitli dokular (zerinde etki
gbsterir; kan glikoz icengini arttirir

B %70 Merkezi bolge Instilin Glikozun hiicrelere girigini saglamak lzere cesitli
dokular Gzerinde etki gosterir ve kan glikoz
iceriginin azalmasin kogullar

D <%5 Degigken Somalostatin Lokal parakrin etki ile diger adacik hiicre
hormonlannin saliveriimesini inhibe eder

F Nadir Degisken Pankreatik polipeptid Yeterll yayin bulunmamaktadir

*angerhans adaciklan kan glikozunu aritiran ya da azaltan hormenlar salgilayan cesitli hiicre tipleri igermektedir. Bu dazenek, viicut homeosia-
zinda énemli bir faktér olan kan glikoz derigimini net olarak kontrol etmektedir.

Rutin histolojik yontemlerle pankreastaki adaciklar asiner kisimdan kolayca ayirt
edilebilir, ancak adacig1 olusturan hiicreleri birbirinden ayirmak ¢ok zordur. Spesifik
histolojik boyama prosediirleri veya hiicreye 6zgii immiinohistokimyasal yontemler,
hiicreleri ayirt etmek i¢in kullanilir e Kiigiik endokrin hiicrelerinin kiimeleri ilk olarak

Langerhans (1869) tarafindan tarif edilmistir:

o a hiicreleri: adacik hiicre popiilasyonunun %15-20’sini olusturan ve perifere
lokalize olan polihedral hiicrelerdir. Elektron mikroskop altinda ¢ekirdek
yuvarlak ve ¢ekirdek membrani kivrimli gortinmektedir. Salgilayict graniillerin
cap1 yaklasik 250 nm'dir ve elektron yogun bir merkez ve kii¢iik bir halo igerir.
Diisiik kan glukozuna karsilik glukagon iiretmektedir?®%,

o P hiicreleri: popiilasyonun yaklasik %70’ini olusturan poligonal ve merkezi
yerlesimli hiicrelerdir. Salgi graniilleri ortalama 300 nm capa sahiptir ve kristalin
merkez ile onu cevreleyen bir zar igerir. Graniiler membran ve c¢ekirdek
arasindaki alan ¢ok genis oldugundan, B hiicreleri adaciktaki diger hiicrelerden
kolayca ayirt edilebilir. Artan kan glukozuna cevap olarak insiilin salgilayarak
kan glukozunu diigiiriir?®*°,

o 0 hiicreleri: popiilasyonun %5-10"unu olusturan diizensiz sekilli, oval ¢ekirdege
sahip ve genellikle a hiicre ¢evresinde bulunan hiicrelerdir. Salg1 graniilleri
ortalama 325 nm ¢apa sahiptir ve diger adacik hiicrelerine gore daha az elektron
yogun bir merkez igerir. a, B ve y hiicrelerinden; glukagon, insiilin ve PP

salgilanmasini inhibe eden somatostatin hormonu & hiicrelerinden salgilanir®®%,

11



o v hiicreleri: Nadir bulunan polihedral ve yassilagsmis sekilli, oval ¢ekirdege
sahip hiicrelerdir. Salgi1 graniilleri ortalama 200 nm ¢apa sahiptir ve graniil ile
membran arasinda parlak ve dar bir alan vardir. Salgisi olan pankreatik

polipeptid (PP), pankreas enzimleri ile alkali salgiy1 inhibe eder?®?,

Bugiin pankreasin endokrin kismma geleneksel olarak Langerhans adacigi denir®.
Adaciklarin ¢ogu kiireseldir; ancak, diiz veya uzun sekilli de olabilirler. Caplar1 50 ila
500 um arasindadir ve 100-200 um olgiilerindeki adaciklar hacmin biyiikligiine
katkida bulunur™. En fazla sayida adacik corpus ve cauda da bulunabilir. Bir insanin
pankreasinda yaklagik 1-2 milyon adacik vardir ve bu da pankreas kiitlesinin% 1-2'sini
olusturur (Sekil 5.)*%. Adaciklara ek olarak tek bir hiicre/kiigiik bir adacik hiicresi grubu,
cogunlukla duktal epitelde olmak iizere ekzokrin doku iginde rastgele dagilmis olarak
bulunabilir®®. Adacik kollajen liflerle ekzokrin pankreastan ayrilir™. Adaciklar boyunca

bulunan diger hiicreler perisitler, makrofajlar ve dendritik hiicrelerdir'.

Serdz
asinus
(ekzokrin)

Langerhans
adacigl
(endokrin)

Kapiler

Sekil 5. Pankreasin dis salg1 (asinuslar) parcasi ve i¢ salgi (Langerhans adacigr) boliimlerini gésteren
mikroskop fotografi. Asinuslarda bazofilik sitoplazmali salg hiicreleri bulunur. Adacikta farkli tiplerde i¢

salg1 yapan hiicreler goriiliir. PT boyasi. Orta biiyiitme. )
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Langerhans adaciklarinda bulunan hiicre tipleri arasindaki yakin iligkiler hiicreden
hiicreye haberlesmeye ve bazi hormonlarin salgilanmasinin diger hormonlar tarafindan
dogrudan kontrol edilmesine izin verir?’. Insiilin ve glukagon, yogun bir adacik ici
damar ag1 yoluyla dogrudan kan dolasimina salinir ve kan glukoz seviyelerinin

diizenlenmesinde énemli rol oynar®®,

2.1.3. Pankreas embriyolojisi

Anterior intestinin kaudal kismindan kaynaklanan endodermal hiicreler gelisimin 4.
haftasinda pankreasin dorsal ve ventral tomurcuklarini olusturur’’. Dorsal pankreas
tomurcugu daha erken belirerek dorsal mezenterin i¢inde hizla biiylirken, ventral
pankreas tomurcugu ise ortak safra kanalinin duedonuma girdigi bolge yakininda gelisir
ve ventral mezenterin i¢inde hizla biiyiir. Dorsal tomurcuk daha biiyiiktiir ve ventral

tomurcuktan daha yukarida yer alir® (Sekil 6.).

Mide ve duodenumun embriyogenez sirasinda doniisii ventral tomurcugun dorsale
dogru ve embriyonun sagdan sola dogru kaymasina neden olur. Sonunda ventral
tomurcuk dorsal tomurcugunun alt arkasina yerlesir. Ventral tomurcuktan basin
inferioru ve unsinat proses gelisirken; dorsal tomurcuktan cauda, corpus ve basin
anterior kismi1 olusur®. Daha sonra 7. gebelik haftasinda, iki tomurcuk sikica kayna§1r35.
Duodenal segmentteki dorsal tomurcugun kanalinin bir kism1 atrofiye maruz kalirken,
kanalin geri kalan kismi, ventral tomurcuk kanali ile birleserek ana duodenal papillaya
acilan ana pankreas kanalim1 (Wirsung kanali) olusturur. Dorsal tomurcuk kanalinin
duodenal segmenti gerilemediginde, minor duodenal papilla yoluyla duodenuma agilan

aksesuar pankreas kanali (Santorini kanali) ad1 verilen kisa bir kanal olusur™ (Sekil 7.).

Gebeligin ikinci ve tgiincii ayinda, pankreas parankimi farkhlasir™'. Ana pankreas
kanallarindan sekonder kanallar, bunlardan da pankreas lobiillerini drene eden kiigiik
kanallar meydana gelir. Gebeligin Tgiincii ayinda, bez; endokrin ve ekzokrin
boliimlerine ayrilir. Orgiitlenmis kiigiik hiicre gruplari pankreas kanallarindan ayrik
durur®.  Ardindan, yogun kilcal damarlar ve bag dokusu gelecekteki Langerhans
adaciklarim olusturan hiicreleri gevreler'!. Adaciklar, ventral pankreas tomurcugundan

cikan kisimda, 6zellikle de corpus ve caudada bulunur®’.
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Sekil 6. Ventral-dorsal pankreatik tomurcuklarin olusumu. ©
Ventral pankreatik Pankreas bas: , Duktus pankreatikus
Ventral pankreatik . tomurcuk Duktus koledokus p
tomurcuk 25" 4 T ¥ T — -
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Duktus Koledokus ; reaK SIS ksesuar pankreatik
(biliaris) tomurcuk koledok birlegimi dukras

Sekil 7. Ventral-dorsal pankreatik tomurcuklarin birlegimi. ®

Gelisme sirasinda, pankreas yerini intraperitonealden (ip) sekonder retroperitoneale
(splenorenal ligament igine yerlestirilen kuyruk hari¢) degistirir. Pankreas
tomurcugunun mide ve duodenuma yakinligi, 6zofagusun karin kismi ile kolonun
splenik biikiilmesi arasindaki gastrointestinal kanaldaki ektopik pankreas dokusunun
muhtemel bir sekilde goriinmesine neden olur. Ektopik pankreas hiicrelerinin en yaygin

gruplart mide mukozasinda ve Meckel divertikiiliinde bulunur®,

Insan pankreasinda endokrin hiicreler 7-8. haftalarda tespit edilebilir. Insiilin eksprese
eden hiicreler ilk belirenlerdir ve birinci trimesterde baskin endokrin hiicre poptilasyonu
olarak kalirlar®. Insiilin iiretimi 5. ayda baslar, glukagon eksprese eden hiicreler ve
somatostatin eksprese eden hiicreler, gebeligin 8. haftasinda, pankreas polipeptidi ve
grelin eksprese eden hiicreler 9. haftada ortaya cikar™. Insiilin ve glukagon ile ilgili
olarak, en az {i¢ ana hiicre popiilasyonu ayirt edilebilir: sadece insiilin hiicreleri, sadece
glukagon hiicreleri ve her iki hormonu iireten hiicreler. Hem insiilin hem de glukagon

tireten hiicreler sadece fetal pankreasta degil, yetiskin pankreasta da gozlenebilir.
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Fetal pankreasta, bu hiicre popiilasyonu 11 ila 13. hafta arasinda en biiyiiktiir ve insiilin
velveya glukagon iiretebilen pankreas hiicrelerinin yaklasik % 30'unu icerir®. Yetiskin

pankreasta, her iki hormonu ayni anda iiretebilen hiicre popiilasyonu % 2'den azdir*,

2.1.4. Pankreas fizyolojisi

Pankreas, endokrin ve ekzokrin fonksiyonu olan bir bezdir ve genel viicut homeostazi
i¢in kilit bir role sahiptir. Incelendiginde, Langerhans adaciklari, hiperglisemiye cevap
olarak insiilin sekresyonundan sorumludur, bu nedenle glukoz homeostazisine katkida
bulunur®. Ekzokrin pankreas (asiner ve duktal hiicreler) ise besin sindiriminde gérevli

su, iyon ve enzimlerden olusan pankreatik stvinin salgilanmasini saglar®.

Insan ekzokrin pankreasinin asiner-duktal fonksiyonel iiniteleri, normal sindirim prosesi
icin gerekli olan bikarbonat ve sindirim enzimleri bakimindan zengin bir ¢ozelti salgilar
(yaklasik 2 litre/gﬁn)44. Genel olarak asiner hiicrelerin salgilar1 Na*, CI" ve H" ‘dan
zengin fakat az miktarda sivi iken®, duktal hiicreler biiyiik miktarda siv1 ile birlikte
esas olarak CI" ve HCOj3' salgilarlar. Bu alkalin ve enzim yoniinden zengin pankreas
stvisi, daha sonra bikarbonat iyonlarinin, mideden giren asidik kimusu nétralize edecegi
ve pankreas enzimlerinin aktive olacagi duodenuma salgilamir®®. Bu karmasik fizyolojik

islem, gidanin normal fizyolojik sindirimini saglar®’.

Pankreas adaciklarinin 1869’da Langerhans tarafindan tanimlanmasi ve daha sonra
1921-1922’de Banting ve Macleod tarafindan insiilinin kesfedilmesi, pankreasin sadece
enzim tUreten bir organ olmadig bilincini uyand1rd13o. Langerhans adaciklari, toplam
pankreas kiitlesinin %5’inden azini olustursa da, bu oran insanlarda 1 milyardan fazla
hiicreyi temsil eder®. Insiilin ve glukagon kan glukoz seviyelerini karsilikli olarak
modiile eder”’. Glukagon, glisemi normal aglik seviyelerinin altma diistiigiinde hepatik
glikojen yikimini ve hepatik glukoz iiretimini uyarmak icin o hiicreleri tarafindan
salgilanirken; insiilin ise, yemeklerden sonra hiperglisemi gerceklestiginde hepatik
glukoz c¢ikisini inhibe etmek ve Ozellikle karaciger ve kasta glukoz alimini ve
depolanmasini uyarmak i¢in 3 hiicreleri tarafindan salg11an1r48. Ayrica, insiilin parakrin
tarzda glukagon sekresyonunu inhibe ederken, glukagon insiilin sekresyonunu stimiile

eder®.
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Diyabette, insiilin ve glukagon sekresyonunun kan glukoz diizeylerine ve parakrin
diizenlemesine karst bu normal karsit tepkisi degistirilerek, birlikte kronik
hiperglisemiye katkida bulunan, insiilin eksikligi ve hipergliikagoneminin karakteristik
iki hormonal durumu ortaya cikar™. Insiilinin az salgilanmas1 ya da hedef hiicrelerin

insiiline kars1 tepkisiz kalmasi nedeni ile diyabet olusur®’.

2.1.4.1. Insiilin

Insiilin kiiciik bir proteindir; insan insiilini 5808 dalton molekiiler agirliga sahiptir®’.
Disiilfit baglantilar1 ile birbirine baglanmis iki amino asit zincirinden olusur. Bu iki
amino asit zinciri birbirinden ayrildiginda, insiilin molekiiliiniin islevsel etkinligi
kaybolur®®, Insiilin, B hiicrelerinde hiicre ici mekanizmalar ile sentezlenir. Sentez,
instilin MRNA'sinin, preproinsiilini olusturmak i¢in endoplazmik retikuluma bagh
ribozomlar tarafindan translasyonu ile baslar. Bu ilk preproinsiilinin molekiiler agirligi
yaklasik 11.500'diir. Ancak daha sonra endoplazmik retikulumda yaklasik 9000
molekiiler agirliga ve ii¢ peptit zincirine (A, B ve C'den olusan) sahip bir proinsiilin
olusturmak i¢in kesilir (Sekil 8.). Proinsiilinin ¢ogu, disiilfit baglariyla baglanmis A ve
B zinciri ile baglanma peptidi ad1 verilen C zinciri peptidinden meydana gelen insiilini
olusturmak igin Golgi kompleksinde yeniden parcalanir. Insiilin ve C peptidi, salgi

graniillerinde paketlenir ve esit mol miktarlarinda salg11an1r27’51

. Nihai salgilanan
irtiniin yaklasik yiizde 5 ila 10'u hala proinsiilin formundadir. Proinsiilin ve C peptidi
hemen hemen hig insiilin aktivitesine sahip degildir. Bununla birlikte, C peptidi bir zar
yapisina, biiyiik olasilikla bir G protein-bagli membran reseptoriine baglanir ve en az iki
enzim sisteminin; sodyum potasyum ATPaz ve endotel nitrik oksit sentazin

aktivasyonunu saglar.

Saglikli bir bireyde giinliik yaklasik 30-35 iinite (U) insiilin salgilanir. Insiilin kana
salindiginda, neredeyse tamamen serbest formda dolasir; ortalama olarak yaklasik 6
dakika olan bir plazma yar1 6mriine sahiptir, bu nedenle esas olarak dolasimdan 10 ila
15 dakika iginde temizlenir. Insiilinin hedef hiicrelerdeki reseptorlerle birlesen kismi
disinda kalan boliimleri, basta karaciger olmak tizere bobrek, kas ve daha az bir oranda
olmak kaydiyla diger bir¢ok dokuda iinsilinaz enzimi tarafindan pargalanir. Plazmadan
bu hizli uzaklagtirma gereklidir, ¢iinkii zaman zaman insiilin kontrol fonksiyonlarmin

acilmasi kadar hizli bir sekilde kapatilmasi da 6nemlidir®’.
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Sekil 8. Proinsiilin olusum semasi. Pankreasin 3 hiicrelerinin Golgi aygitinda, birbirlerine disiilfit bagiyla
baglanmig A ve B zincirlerinden olusan insiilin ve baglayici peptidinden (C peptid) olusan insan

proinsiilin molekiilil. ®)

Hedef hiicreler tizerindeki etkilerini baslatmak i¢in, insiilin ilk 6nce yaklagik 300.000
molekiiler agirliga sahip bir membran reseptor proteinine baglanir ve onu aktive eder.
Sonraki etkilere neden olan, insiilin yerine aktive edilmis reseptordiir. Insiilin reseptorii,
distilfit baglantilari ile bir arada tutulan dort alt birimden olusur: tamamen hiicre zarinin
disinda kalan iki a alt birimi ve zardan gegen ve hiicre sitoplazmasina ¢ikint1 yapan iki 3
alt birimi. Insiilin, hiicrenin digindaki a alt birimleri ile baglanir, ancak bunlarm p alt
birimler; aralarinda kurulu baglar sayesinde, otofosforile olur. Reseptoriin [ alt
birimlerinin otofosforilasyonu, sirayla insililin-reseptdr substratlar1 (IRS) olarak
adlandirilan bir grup da dahil olmak {izere diger bir¢cok hiicre i¢i enzimin

fosforilasyonuna neden olan bir tirozin kinazi aktive eder’”>* (Sekil 9.).
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Sekil 9. insiilin reseptériiniin sematik goriiniimii.

Saglikli bireylerde, endojen insiilin sekresyonu 2 fazda gerceklesir:
1) 6glin baslangicindan 30 ila 45 dakika sonra en yiiksek seviyeye ulagan serum
insiilininde hizhi bir artis (bolus/prandial-tokluk), ki 1 ila 3 saat sonra bazal
seviyelere doner; ve
2) insiilinin daha diisiik bir oranda sabit “diiz ¢izgi” seklinde salgilanmasi, buna

bazal insiilin salgilanmasi da denir.

Insiilin etkisinin bazal bileseni, glukagon ile birlikte, gevresel glukoz kullanimini
eszamanli olarak modiile ederken aym zamanda hepatik glukoz iiretimini ayarlar™.
Fizyolojik olarak, bazal insiilin hepatik glukoz ¢ikisina cevap olarak diisiik seviyelerde
stirekli olarak salinir (~5-15 pU/mL konsantrasyonlari) ve diyabeti olmayan bireylerde
normal plazma glukoz konsantrasyonunun ~80 ila 90 mg/dL (~4-5 mmol/L) olmasini
saglar. Bununla birlikte, glukoz konsantrasyonunu acglik seviyelerine dondiiren bir
yemege cevap olarak bolus (prandial) insiilin salinir. Bu diizenleyici mekanizma kan
sekeri diizeylerini dar bir aralikta korur (~63-135 mg/dL [~3.5-7.5 mmol/L]). Tanim
olarak aclik hiperglisemi; bazal insiilin sekresyonu, aglik plazma glukoz
konsantrasyonlarin1 normallestirmek i¢in artik yeterli olmadiginda meydana gelir54'55.

Insiilin salimimi glukozun, B hiicrelerine girmesiyle baslar. Glukoz P hiicrelerine

girdiginde glukoz-6-fosfata doniistiiriiliir.
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Bunu olusturan ATP, Karp’yi uyarir ve potasyumun hiicreden disari ¢ikmasina izin
verir. Katp kapali oldugunda meydana gelen depolarizasyon olayi, voltaj kapili Ca
kanallarinin agilmasina ve Ca'un hiicreye girmesine neden olur. Bu olay insiilin
vezikiillerini membrana dogru hareket ettirir, boylece insiilin hiicre disina salinir®®

(Sekil 10-12).

Insiilin, enerji bollugu ile iliskili bir hormondur: Diyette enerji veren yiyecekler
(6zellikle de karbonhidratlar) bol miktarda oldugunda, insiilin sekresyonu artar. Insiilin,
karacigerde glukoz tutulmasini, depolanmasint ve kullanilmasini saglar. Ayrica, asiri
glukozun yag asitlerine doniistiiriillmesini tesvik eder ve karacigerdeki glukoneogenezi
engeller. Yag sentezini ve depolanmasini destekler. Insiilin eksikligi sirasinda asir1 yag

kullanimi1 ketoz ve asidoza neden olur?’,

1 A
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GLUT 2
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Sekil 10. f hiicrelerinden insiilin salgilanmasini uyaran glukoz metabolizmasi. @
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Sekil 11. Bazal insiilin sekresyonu semasi.

(b) Beta hiicresi insulin salgilar. & * Kan glikozu
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Sekil 12. Bolus insiilin sekresyonu semasi.

glikoz tagiyicilarca (GLUTZ2) alinir
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2.2. Diabetes Mellitus (DM)

Kelime anlami akip giden balli idrar olan diabetes mellitus, klinik belirtilere yol acan
kronik hiperglisemi durumudur®’. Diyabet, insiilinin az salgilanmasi ya da hedef
hiicrelerin insiiline karst duyarsiz kalmasi nedeni ile olugmaktadir. Sonug¢ olarak
hastalarda kan glukoz diizeyi o denli yiiksek olur ki, seker hastasinin bobrekleri glukoz
atmaya baglar. Seker hastaligi tanisinda, idrarda glukoz aranmasinin nedeni budur.
Idrarda glukoz arttik¢a, beraberinde su atimi da olacagindan, idrar miktarinda ve su
icme isteginde asir1 artiglar griiliir’. Glukozda uzun siireli bir artis, diyabette sekonder
bozukluklarinin en 6nemli nedenlerinden biridir ve anjiyopati, ndropati, retinopati,
antioksidan savunma sisteminde eksiklik ve lipit profil bozukluklar1 gibi
komplikasyonlara sebep olur®®. Diabetes mellitusta, viicut hiicreleri, temel enerji
maddesi olan glukozu alamadigindan, hiicre solunumu i¢in enerji kaynagi olarak yaglari
kullanmak durumunda kalir. Bunun sonucunda hastaligin ileri agamalarinda yaglarin
yikimindan gelen asidik iiriinlerin kanda birikmesi, yagami tehlikeye diisiirecek oranda

diisiik kan pH’sina yol agmaktadir’.

Ik kez, eski Misir Eber papiriisinde (M.O 1552), bol miktarda su igme, asir1 idrara
¢ikma gibi semptomlar iceren ve DM'ye benzeyen bir hastaliktan s6z edilir’’. M.S 1.
yiizyilda Arateus tarafindan ilk kez diyabet terimi kullanilmig, buna ek olarak
hastalanan kisinin kilo kaybetmesi ve titremesi nedeniyle “Eritici Hastalik” adim1 da
almistir®. Hintli bir hekim olan Sushrut 5-6. yiizyilda karinca ve sineklerin, seker
hastaligina yakalanmis kisilerin idrarma yoneldigini saptamistir. Buna benzer veriler
sonucunda Ingiliz hekim Thomas Willis diyabetik idrarin seker tadini tekrar
kesfetmistirSg. 1809 yilinda ise John Rollo mellitus adin1 diyabet kelimesine eklemistir.
Ayni yiizyilda Fransiz bilim insan1 Claude Bernard pankreas ekstrelerinden insiilini
ayristirarak hastaligin tedavisinde kullanmistir®®®’. 1922° de “‘isletin’ adini verdikleri
insiilin Banting ve Best tarafindan pankreastan izole edilmis ve agir diyabet hastalarini
hemen hemen normal bir yasama kavusturmustur®’. Daha sonra bu molekiile Macleod

tarafindan insiilin adi verilmistir"'.

Amerikan Diyabet Birligi (ADA)’ne gore 2003 yilinda belirlenen tani dlgiitlerine gore;
Herhangi bir zamanda 6l¢iilen kan glukozunun >200 mg/dL veya ac¢lik kan glukozunun
>126 mg/dL olarak belirlenmesine ek olarak politiri, polidipsi, glukoziiri, ketoniiri ve

aciklanamayan kilo kayb1 DM olarak tanimlanir®®®.
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2.2.1. Diabetes mellitus’un siniflandirilmasi
1979'da yapilan Diyabet Veri Grubu ¢alismasina gore Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii
(NIH), DM’yi iki gruba ayirdi: insiiline bagimli (T1DM) ve insiiline bagimli olmayan
(T2DM). Bu gruplandirma yetersiz kalinca, 1997 yilinda, ADA ve WHO, insiiline
bagimli diyabet ve insiiline bagimli olmayan diyabet kavramlarini inceledi ve DM'yi
bugiin kabul edildigi gibi dort gruba ayirdi®:

o Tip 1 diyabet (pankreas P hiicre destriiksiyonu)

o Tip 2 diyabet (insiilin direnci ve P hiicre insiilin sekresyon bozuklugu)

o Diyabetin diger spesifik tipleri (endokrinopatiler, ekzokrin pankreas hastaliklari,

genetik sendromlar vs.)

o Gestasyonel diyabet (ilk defa gebelikte ortaya ¢ikan DM)

2.2.1.1. Tip 1 diabetes mellitus

Tip 1 diabetes mellitus (insiiline bagimli seker hastaligi), bagisiklik sistemi pankreas
hiicrelerini hedeflediginde meydana gelen otoimmiin bir hastaliktir!. Bir bagka deyisle
T1DM, oto-reaktif T hiicreleri tarafindan adaciklardaki B hiicrelerinin yabanci hiicre
olarak taninmasini igeren bir otoimmiin bozukluktur®. Kan glukozunun kronik olarak
yiikselmesi, sonunda ciddi hastaliklarla sonuglanan doku hasarina yol agaer. Anahtar
patafizyolojisi, azalan insiilin salgilama kapasitesidir ve bu da ketoasidoz gelisme
egilimi gosteren hiperglisemiye neden olur®®. Vakalarin ¢ogu, otoimmun aracili B
hiicrelerin tahrip edilmesine atfedilirken (Tipl-a), kiiciik bir kismi, [ hiicrelerin
idiyopatik yikim veya yetersizliginden (Tipl-b) kaynaklanmaktadir®. Bozukluk, daha
cok cocukluk doneminde aniden ortaya ¢ikmakta ve kisinin insiilin iiretme yetisini
ortadan kaldirmaktadir® (Sekil 13.). Bu durum, pro-inflamatuar sitokinlerin ve reaktif
oksijen tiirlerinin serbest birakilmasina yol acar. Sonug olarak Langerhans adaciklarinda
B hiicre yikimi ve insiilin salgilanma kaybi ortaya ¢ikar®". Ayrica pro-inflamatuar
sitokinler tarafindan Jun kinaz yolagi aktive edilir ve oksidatif strese bagli B hiicre

yikimma dair bir kamt ortaya koyar®

. Pro-apoptotik sinyalizasyon olaylarinin
aktivasyonu sonucu f hiicre kitlesinin kaybi, TLDM gelisiminde bir sebep ve bir evre
olarak giderek daha fazla kabul edilmektedir®. Tedavi genelde giinde birkag kez insiilin
enjekte edilmesi ile yapilmaktadir. Yakin zamana degin, insiilin hayvan
pankreaslarindan elde edilmekteydi, ancak genetik miihendislik, hormonu sifreleyen
insan DNA’sinin bakterilere yerlestirilmesini saglayarak, daha ucuz bir kaynak

olusturmustur™®’,
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Tip 1 diabetes mellitus, diinya genelinde toplam diyabet vakalarinin %5-10’unu
olustururken, 20 yas alti genglerde %85’ini olusturur®. Yapilan epidemiyolojik
calismalarda bu rakamlara yilbasina ortalama 50.000 yeni tip 1 diyabetik hasta
eklendigi goriilmektedir. Yogun insiilin tedavisi ve siirekli subkutan insiilin infiizyonu,
Tip 1 diyabette metabolik kontrolii arttirir, fakat ayn1 zamanda daha az diyet kisitlamasi
ve fazla makrobesinlerin depolanan yag dokusuna daha fazla doniistiiriilmesinin bir

sonucu olarak kilo alimini da tesvik edebilir®.

2.2.1.2. Tip 2 diabetes mellitus

Tip 2 diabetes mellitus (insiiline bagimli olmayan seker hastaligi), B hiicre bozulmasina
bagli olarak yeterli insiilin salgilanamamas1 ya da insiilin salgilanmasina ragmen hedef
hiicrelerde insiilin duyarliliginin azalmasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 14.). Bu
duyarsizligin nedeni hedef hiicrelerde insiilin reseptdriiniin olmamasi/reseptorde yapisal
bozukluklarin bulunmasidir. Bunun sonucunda glukoz hiicre igine tasmamaz, kanda
birikmeye baslar ve insiilin direnci olarak adlandirilan durum meydana gelir®®®™,
T2DM genelde 40 yasindan sonra, ilerleyen yasla birlikte goriilme olasiligi artarak
ortaya ¢ikmaktadir’. Diyabet hastalarinin %90’indan fazlas1 Tip II olup, cogu egzersiz
ve diyetle kan glukozlarin1 dengede tutabilmektedirler. Bu oran hem kadin hem de
erkeklerde yetiskin niifusun %8.3’line esittir. T2DM’nin birincil nedeni obezite ve
yeterli fiziksel aktivite olmayisidir. Cocuklarda T2DM gelisimi i¢in risk faktorleri,
birinci veya ikinci dereceden bir akrabada T2DM &ykiisiiniin bulunmasidir”. Tip 2
diyabet hastalarinda pankreasin caput bolgesi ve 6zellikle caput icindeki daha biiyiik
adaciklar en belirgin B hiicre kaybina maruz kahr'?. Son zamanlarda yapilan genetik
baglanti c¢aligmalar1 ve histolojik analizler, T2DM'li hastalarin saglikli bireylerden

anlamli derecede daha az adacik B hiicrelerine sahip oldugunu géstermistir?’?’.

Tip 2 diyabet genellikle asemptomatiktir ve hiperglisemi, ciddi semptomlara neden
olacak kadar siddetli olmadigindan uzun siire teshis edilemez. Tip 1 diyabette oldugu
gibi mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisme riski yoktur’".
Karmagik bir yapiya sahip T2DM, karaciger, kas ve adipoz dokuda insiilin
duyarliligmin azalmast ve [ hiicre metabolizma bozuklugu ile karekterizedir®.
T2DM'deki altta yatan molekiiler mekanizma agik¢a bilinmemekle birlikte obezite,
hareketsizlik, hipertansiyon, dislipidemi, makrovaskiiler hastaliklar ve ailede diyabet

Oyktist, tip 2 diyabet riskini arttirmaktadir’.
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Glukoz olamaz ve kanda birikir

NORMAL TiP 1 DIABETES MELLITUS

Sekil 13. Tip 1 diabetes mellitus olusum mekanizmasinin gosterimi. Normal bireylerde pankreas, glukozu
hiicrelere tagiyan insiilin hormonu firetir. Aksine TIDM’li bireylerde bagisiklik hiicreleri pankreastaki 8
hiicrelerini yok eder. Pankreas insiilin iiretemedigi i¢in glukoz hiicrelere giremez ve kanda birikmeye
baglar. Sonug olarak kan glukoz diizeyi artar. ®

Hucre

Niikleus Hiicre Niikleus
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Glukoz icin acik insiilin reseptorleri
i naf § duyarlihgini kaybeder S\
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NORMAL TiP 2 DIABETES MELLITUS

Sekil 14. Tip 2 diabetes mellitus olusum mekanizmasinin gosterimi. Normal bireylerde pankreas, glukozu
hiicrelere tasiyan insiilin hormonu iiretir. Aksine T2DM’li bireylerde iki olasilik vardir: B hiicre hasarina
bagli olarak yeterli insiilin salgilanamaz 2. yeterli insiilin salgilanmasina ragmen, hedef hiicrelerde insilin
duyarlilig1 azalir. Bunlarin sonucunda hiicrelere daha az glukoz girer ve glukozun ¢ogu kanda birikerek
kan glukoz diizeyini artirir. ¥
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2.2.1.3. Diyabetin diger spesifik tipleri

Genis bir gruptur. Yiiksek kan glukoz seviyelerini; kullanilan ilaglarin yan etkileri veya
pankreas dis1 hastaliklarin sonuglar1 gibi birgok spesifik nedenden kaynaklandigi
bilinmektedir?. Insiilin sekresyonundaki/etkisindeki genetik defektleri, pankreatit ve
ekzokrin bozukluklari, hormon salgillayan tiimorleri vs. igerir. Bazi vakalar
glukokortikoid gibi ilaglarin kullanilmas sebebiyle olusur. Bazi genetik sendromlar da

(Klinefelter, Down) nadiren diyebetle baglantili olabilir.

2.2.1.3. Gestasyonel diabetes mellitus

Daha once diyabet Oykiisii olmayan gebe kadinlarin yiiksek kan sekeri seviyesi
gelistirmesi durumunda ortaya glkarm. GDM'nin anne ve bebek i¢in olumsuz sonuglari
olabilir. Aglik sekerinde, hamilelik 6ncesi veya hamilelik doneminde goriilen artis ilk
trimestirda (4-8. gebelik haftasinda) intrauterin fetlis Olimlerine veya dogumsal
anomalilere neden olabilir. Gestasyonel diabetes mellituslu kisilerin, dogumdan sonra
yapilacak testlerle hangi tiir diyabete sahip oldugu belirlenebilir’®. Gestasyonel diyabeti

olan annelerin dogurdugu bebekler siklikla makrozomiktir™.

2.2.2. Streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet modelleri

Streptozotosin, nitrosit grubu tasiyan alkilleyici bir kemoterap6tik maddedir.
Streptomyces achromogenes mantarindan 1950 yilinda izole edilmistir™ (Sekil 15.).
Yapisi glukoza benzedigi i¢in STZ'in segici toksisitesi, glukoz tasiyic1 2 (GLUT2)
yoluyla P hiicrelerine alinmas ile ortaya ¢ikar’"®. DNA’nin alkilasyonunu saglayarak

. ee g . 77
hiicre 6liimiine yol agar’".

HOCH.

OH

OH
HO

HMC - M - CHa
I I
O N

Sekil 15. Streptozotosinin kimyasal yapisi. (a1
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Diyabeti indiiklemek i¢in ratlarda en yaygin kullanim yontemi tek doz intraperitoneal
(i.p.) 60-80 mg/kg’dir. Tek bir yiikksek STZ dozuna alternatif olarak ¢ok sayida kiiciik
STZ dozu da kullanilabilir (6rnegin arka arkaya bes giinde 40 mg/kg). Diisiik doz STZ
enjeksiyonunda, pankreas B hiicrelerinin apoptozu uyarilirken, yiiksek doz STZ nekroza
neden olur®787™

(i.v.) STZ uygulamasi1 T1DM’ye, diisiik ve tekrarlanan doz (5 giin, 40 mg/kg) STZ

. Eriskin siganlara yiiksek tek doz (55-80mg/kg) i.p. veya intravenoz

uygulamasi ise inflamasyonla giden otoimmiin TIDM’ye neden olur. Tek doz
uygulamasi, otoimmiin diyabet modeli olusturmaz. Neonatal si¢anlara (1. giin) tek doz
I.p. veya i.v. yolla 100 mg/kg STZ uygulamasmin ise T2DM’ye neden oldugu
bildirilmigtir. 8-10 haftalik olduklar1 zaman bu ratlarda orta seviye kan glukoz

771981 (Taplo 2.). Streptozotosin, tek doz enjeksiyondan

yiiksekligi olugmaya baslar
birka¢ saat sonra salgi graniillerinin sayisinda ¢ok az degisiklik meydana getirir ve
siklikla STZ ile indiiklenen nekrozun son agamalarina giren [ hiicrelerinde hala bir¢ok
salgi graniilii bulunur®. Streptozotosin uygulamasindan 48 saat sonra, kuyruk veninden
alinarak belirlenen kan glukoz seviyesi 200-300 mg/dL'den yiiksek ¢iktigi takdirde

ratlar diyabetik olarak kabul edilir”.

Tablo 2. STZ ile deneysel diyabet olusturma modelleri.

Tek doz STZ Tekrarlayan kiiciik dozlarda STZ
enjeksiyonu enjeksiyonu
e Eriskin _su;_amlara tek _dOZ _(60‘80 e FErigkin sicanlara tekrarlayan diisiik
mg/kg) ip/iv. STZ enjeksiyonu doz (5 gilin, 40mg/kg) ip/iv. STZ
nekroza neden olur— T1DM enjeksiyonu B hiicre apoptozunu

uyarir — Inflamasyon goriilen

otoimmiin T1DM

e Tek doz STZ enjeksiyonu otoimmiin
diyabet olusturmaz.

e Neonatal siganlara (1. giin) tek doz
(100mg/kg) ipliv. STZ enjeksiyonu
— T2DM

>200-250 mg/dL kan glukoz diizeyi diyabet kabul edilir.
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STZ sadece adaciklarda hasara neden olmaz. Ayn1 zamanda bobrek ve endotel hasari da
olusturur®. Streptozotosin, DNA hasarina neden olan bir alkilleyici maddedir. Bu
nedenle, hayvanlarda karaciger ve bobrek tiimorlerinin olusumunu indﬁkleyebilir84.
STZ N- (Metilnitrosokarbamoil) -a-D-glukozamin yapisina sahiptir ve 1s1k gormeyen
karanlik bir ortamda saklanmalidir. Notr pH'da hizli sekilde ¢ozilindiigli i¢in, optimum
stabilite icin ortam pH’s1 4-4,5 arasinda olmalidir®®. Pankreas B hiicrelerinde biriken
STZ, kimyasal olarak kararsiz bir molekiildiir ve bozulma déneminde toksik radikallere
parcalanir. Streptozotosin molekiiliiniin par¢alanmasindan kaynaklanan yiiksek reaktif
karbonyum radikalleri, serbest oksijen radikalleri (SOR) iiretimini artirabilir. Bu yiiksek
oranda reaktif olan SOR'lar adacik endotelinde dogrudan veya dolayli toksik etkiler

gosterir ve P hiicrelerinde niikleer DNA fragmantasyonuna aracilik eder®.

2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Diyabet genellikle antioksidan savunma sisteminin zayiflamas: ile iligkilidir. Bu
sistemin, reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artig, serbest radikal (SR) iretimi veya
diyabetik komplikasyonlarin gelisimi ve ilerlemesi durumlarina karsi savunmada etkin
bir rolii oldugu diisiiniiliir®’. Yiiksek reaktivite gruplarma veya nihai yoriingelerinde bir
veya daha fazla elektron iceren molekiillere SR denir’®. Serbest radikaller pozitif,

negatif veya notr halde bulunabilir (Sekil 16.).

Oz
ETS zinciri, radyasyon, ilarlar,
l zehirler vh. etkiler

Stiperoksit radikallen Oy

IH* | e-
¥ Glutatyon peroksidaz
Hidrojen peroksit Hi: = = IH0
+ r, N,
ea JGSH .
TH0 ¢ L GSJSL;
v I"\ r,
Hidroksil radikalleri *OH N S

l

lipid, protein ve DINA
yapilarna zarar verir

™
//

Sekil 16. Serbest radikal ve reaktiflerin olusumu. 12
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Biyolojik sistemlerde, elektron transferiyle olusan SR’ler, ¢ogunlukla hiicre
bilesenlerini etkiler ve yapilarini bozar. Bu bozunmalar sonucu reaktif tiirler (RS) ortaya
cikar ve oksidatif stres (OS) olusumuna neden olurlar®®. Oksidatif stres 1970'ten beri
cesitli fizyolojik ve patolojik durumlarla iliskilendirilmistir (Sekil 17.). Reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) biyolojik sistemlerde hem faydali hem de
zararli olabilir ve tek oksijen icerirler®. Oksidatif stres; ROS ve RNS iiretimi ile
antioksidan mekanizmalar arasindaki dengesizlik durumudur. Bu reaktifler, sliperoksit
(O2), hidrojen peroksit (H20,), nitrik oksit (NO), hidroksil radikali (OH) ve
peroksinitrit (ONOO") olarak karsimiza ¢ikar. Bu RS’ler aerobik metabolizmanin dogal

bir iriinii olarak, enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar ile iiretilir™.

Oksidatif Stres

DMA
\‘ *RaPe Hasan
GSH \ "

azalmas:

o satan
ﬁ > Lipid
o Peroksidasyonu
¥ Protein
Sitoskeletal Hasan
T, ATP
hasar )
Sentezinin
inhibisyonu
Hiicre i1
Serbest Ca™
L ]
Membran arti
Hasan l
v Poli (ADP)

NADH)
Azalmas

44— Riboz Sentetaz

Hiicre lgi Demirin
Salinmas

Aktivasyonu

y/

Membran Peroksidasyonu
ve yamisal bozulma

|

Metal Iyonlarimn
Cevredekn Dokulara
Salinmas ve Komsu
Hiicrelerde Hasarn
(HMusmas:

DMA, Proteinler ve
Lipidlerde Hasarin

Artmas

Sekil 17. Oksidatif stres olusumu ve organizmaya verdigi hasarlar. 12
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Reaktif oksijen tiirleri, tamamen indirgenmemis veya farkli elektronik dagilimlara sahip
0’1 olan ve molekiiler O,’den daha reaktif olan kiiciik biyolojik molekiillerdir. Konake1
savunmasi, hiicre sinyalizasyonu, gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve hiicre
farklilasmasi gibi ¢esitli fizyolojik islevlerde ROS 6nemli roller oynar. Aslinda, serbest
radikallerin agir1 iiretimi hiicresel membran, protein, RNA ve DNA hasari ile ve dolayli
olarak kanser, kardiyovaskiiler, inflamatuar ve norodejeneratif patolojiler gibi yaslanma

ve oksidatif stresle baglantili hastaliklarla iliskilidir®.

Ustelik pankreas B hiicreleri, glutatyon peroksidaz aktivitesi gibi antioksidan enzimlerin
gen ekspresyonu ve aktivitesinin azalmasina bagli olarak ROS’un neden oldugu
sitotoksik hasara kargi hassastirlar™ (Sekil 18.). Hem deneysel hem de Klinik
calismalardan elde edilen bulgularin artmasi, oksidatif stresin, diabetes mellitusun
baslangicinda ve hastaligin vaskiiler ve norolojik komplikasyonlarinin gelisiminde

merkezi bir rol oynadigimi gostermektedir®

. Sonunda, B hiicre hasar1 ve insilin
sekresyonunun azalmasma neden olabilirler. Ayni zamanda artmig glukoz, oksidan
tiretimini arttirdigi ve antioksidan savunma sistemini ROS'un hiicre i¢i olusumu dahil
olmak iizere ¢oklu mekanizmalarla bozdugu i¢in, oksidatif stresin diyabette arttigi
bilinmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iretimi, antioksidan sisteminin

dengesizligine yol acar ve sonunda hiicre ve doku hasarlarina neden olur™ (Sekil 19.).

Insiilin direnci sonucunda fazlalasan metabolik yiike uyum saglamak i¢in normal
pankreatik adaciklar genellikle artan [ hiicre fonksiyonu ile cevap vermektedir.
Gliko/lipotoksisite nedeniyle B hiicrelerinin siirekli uyarilmasi, ER'de katlanmamis
proteinlerin birikmesine ve ER stres/katlanmamis protein tepkisi (UPR) aracili

sinyallesmeye yol agar.

Artan ER stresi ve oksidatif stres, bu organlar hala yiiksek oranda protein sentezi ve
sekresyonunu siirdiirdiigii i¢in karaciger ve pankreasta artig gdsteren hiicre 6liimii ile
iliskilidir*. Olusan doku hasar1 NF-xB transkripsiyon faktorii gibi bazi oksidan duyarl
hiicre i¢i sinyal yollarini aktive edebilir. NF-kB, inflamatuar yanit1 diizenleyen ve her
yerde bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir ve asiri ekspresyonu, tip 1 diyabet ile

iliskili gibi goriinmektedir®™.
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Hiperglisemi
Glukoz oksidasyonu
AGE olusumu, poliol yolu
Prostaglandin metabolizmasi
Nitrik oksit metabolizmas
Hiperinsiilinemi
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XX e

NADP* GSH dehidro- detoksifiye GSSG
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AR: Aldoz rediiktaz ROS: Reaktif oksijen tirleri GPX: Glutatyon peroksidaz
GRD: Glutatyon rediiktaz GSH: Rediikte glutatyon GSSG: Okside glutatyon

Sekil 18. Diabetes mellitusta artan oksidatif stres mekanizmalari. @3
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Sekil 19. Oksidatif stresin hiperglisemi ile baglantis.
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2.4. Nuklear Faktér Eritroid 2 (NFE?2) ile iliskili Faktor 2 (Nrf2)

Niiklear faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2), 1994 yilinda -globin lokusu kontrol
bolgesinin tandem NF-E2 / AP1 tekrarina baglanan ve bir transkripsiyonel aktivatori
kodlayan cDNA klonu olarak tanimlandi®. Karmagik bir hiicresel savunma
mekanizmasi, oksidatif stresi algiladiktan sonra antioksidan tepki reaksiyonunu aktive
ederek hiicreleri toksik radikallere maruz kalmaya karsi korur. Bu sistemde; Nrf2,
antioksidan ve detoksifiye edici enzimlerin ekspresyonunu diizenleyen anahtar bir
transkripsiyonel faktdr olarak tanimlanmistir™. Nrf2 aktivitesi Cullin 3 bazli E3
ubiquitin ligazin bir adaptor alt birimi olan Keapl (Kelch benzeri ECH ile iliskili

protein 1) tarafindan diizenlenir®.

Nrf2 proteini, farkli dokularda farkli seviyelerde olmasina ragmen, biitiin insan ve fare
dokularmin tiim bolgelerinde eksprese edilir. Nrf2, kiiciik muskulondrotik fibrosarkom
(Maf) proteinleri olan MafF, MafG ve MafK ile heterodimer olusturarak DNA'ya
baglan1r97. Maf ve Nrf2, faz Il antioksidan enzimlerinin transkripsiyonunu baglatmak
icin Antioxidant Respond Element (Antioksidan Yanit Elemani- ARE) - DNA dizilerini
taniyabilmektedir. ARE, glutatyon S-transferaz (GSTz), katalaz (Cat), glutatyon-
peroksidaz (GPxs), hemeoksigenaz-1 (HO-1), peroksiredoksinler (Prdx) ve NAD(P)H
kinon dehidrogenaz-1 (NQO1) gibi genleri diizenlemektedir®®. Nrf2’nin sitoprotektif
mekanizmalar, ara metabolizma ve mitokondri fonksiyonu ile ilgili olanlar da dabhil

olmak iizere 200'den fazla geni diizenledigi bilinmektedir.

Nrf2 aktivasyonu karmasiktir ve bir antioksidan savunma mekanizmasi olarak,
sitoprotektif gen ekspresyonuna aracilik etmek icin birkag asama gerektirirgg.
Antioksidanlar, Nrf2'nin gii¢lii aktivatorleri olarak fonksiyon goriirler. Metabolizasyon
sonrasinda, antioksidanlar Nrf2 aktivasyonunu tetikleyen az miktarda oksidatif stres
uretirler. Nrf2, cok sayida detoks ve antioksidan genlerinin ekspresyonunu diizenler ve
antioksidan cevaba ek olarak, immun ve inflamatuvar yanitlar, karsinogenez ve
metastaz, bilissel islev bozuklugu ve bagimlilik davranis1 gibi farkli siiregleri de kontrol
eden genleri diizenlemektedir'®. Nrf2'nin protein yapisi, yedi domain icermektedir.
Bunlar Nrf2-ECH homoloji (Neh) domainleri 1-7'den olusur. Neh2 domaini Keapl ile
etkilesir ve ortaya ¢ikan Keapl / Nrf2 kompleksi, Nrf2'nin transkripsiyonel

aktivasyonuna aracilik eden oksidatif stres i¢in hiicresel bir sensordiir'®".
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Nrf2 hiicrelerde ana oksidatif stres tepkisini olusturur. Bazal kosullar altinda, Nrf2
sitoplazmada Keapl proteinine bagli haldedir. Keap1, Nrf2 negatif diizenleyicisi olarak
gorev yapar ve sitozolde bagdastirict protein olan Culin 3 (Cul3)- bagimli E3 ubigitin
ligaz tarafindan Nrf2’yi hizli bir sekilde ubikitinasyon ve bozulmaya maruz birakir ve
bdylece non-stres kosullar altinda Nrf2'nin transkripsiyonel aktivitesini bastirir. Stres
kosullar1 Keapl’i baskilayarak, Keapl / Nrf2 kompleksinin ayrilmasina neden olur.
Ayrilmanin ardindan Nrf2 niikleusa transloke olur ve sMaf ve Jun proteinleriyle bir
heterodimer olusturur ve hiicre savunma mekanizmasinda gorevli bir¢cok antioksidan
genin giris promotor bolgesinde bulunan ARE (antioksidan yanit elementi) dizilerine
baglanir ve reaktif tiirlere karsi hiicresel savunmada onemli rollere sahip antioksidan

enzimlerin ekspresyonunu indiikler'%* %

. Boylece serbest radikalleri uzaklastiran bu
enzimler, giiglii bir antioksidan savunma mekanizmasi olusturur. Hiicresel redoks
homeostazinin tekrar saglanmasinin ardindan, Keapl niikleusa transloke olarak Nrf2'yi
ARE'den ayirir ve Nrf2’nin baskilanmasina neden olur. Sonug olarak Nrf2, oksidatif
stresin sitotoksik etkilerine kars1 primer hiicresel savunma sistemi gibi davranir. Nrf2 /

Keap]1 sistemi, kanser, karaciger toksisitesi ve inflamasyon gibi ¢esitli hastaliklara karsi

korunmaya katkida bulunmaktadir*® (Sekil 20.).

Dogal olarak mevcut bilesikler tarafindan Nrf2'nin aktivasyonu, diyabetin ve bununla
iliskili komplikasyonlarin patogenezine karst olumlu bir yaklaslmdlrlos. Sulforafan,
resveratrol, curcuminoidler ve epigallocatechin-3 gallat dahil olmak iizere bir¢ok dogal
irlinlin, Nrf2'yi aktive ettigi ve hiicresel fonksiyonlar1 korudugu bildirilmistir'®. Ek
olarak Hidroksitirosoliin Nrf2 aktivasyonuna katkis1 degerlendirildiginde, Nrf2’nin
niikleusa translokasyonunu aktive edebildigi ve bdylece Nrf2 / ARE yolaginin

aktivasyonuna katkida bulunabilecegi gosterilmistir 107,108,
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Sekil 20. Nrf2/HO-1 sinyal yolagi mekanizmasi. A) Normal sartlar altinda (0S yokken): Keapl, aktin
hiicre iskeletine baglanarak sitoplazmada Nrf2'yi alikoyar. Nrf2 siirekli olarak Cullin 3 (Cul3) -Keapl
ubiquitin E3 ligaz kompleksi tarafindan ubikatine edilir ve proteazomda parcalanir. B) Oksidatif stres
veya indiikleyiciler altinda: Nrf2, Keap1 baskilayicisindan ayrilarak niikleusa transloke olur ve ilgili sMaf
proteinleri ile heterodimer olusturur. Olusan bu heterodimer ARE’ye baglanarak hiicresel savunmada
onemli rolleri olan NAD(P)H, kinon oksidorediiktaz (NQO1), glutatyon S-transferaz (GST), hem
oksijenaz-1 (HO-1) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu

artirmaktadir. Nrf2: Niikleer faktor E2 iligkili faktor 2; Keapl: Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1;

ARE: Antioksidan yanit elementi.

2.6. Diyabet ve Nrf2
Nrf2, faz II metabolik ve antioksidan enzimler dahil olmak iizere ¢esitli genlerin
ekspresyonunun diizenlenmesinde, ROS / RNS aracili hasar1 bloke etmeye ek olarak, 8

7199 L angerhans adaciklarinin

hiicre korunmasinda hasarlara kars1 kritik rol oynar
antioksidan enzimleri zayif bir sekilde eksprese ettigi ve diisiik seviyeli antioksidan
aktivitesini korudugu bulgular, bize Langerhans adaciklarimin oksidatif stresin, DM
patogenezinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. Pankreas 3
hiicreleri kronik olarak serbest radikallerden, yanhis katlanmis proteinlerden,
endoplazmik retikulum hiper aktivitesinden ve hasarli mitokondriden kaynaklanan
cesitli stres tiplerine maruz kalirlar®®?%2 By birikmis stres, B hiicre apoptozuna

neden olur ve nihayetinde pankreasin bir biitiin olarak islev bozukluguna yol acar'**,
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Antioksidan enzimlerin ekspresyon seviyelerinin genellikle pankreas B hiicrelerinde
diisiik olmasi nedeniyle, pankreatik [ hiicrelerinin antioksidan enzimler/reaktiflerle
tedavisinin, kemirgen diyabetik modellerde B hiicrelerini OS’den kurtardigi rapor
edilmistir™**!*° Buna karsihk, Nrf2 geninin nakavt edilmesi, pankreas
adaciklarindaki antioksidan enzim genlerinin ekspresyonunu azaltir**®**’. ROS ve RNS
aracilt stres kosullar1 altinda pankreas [ hiicrelerinde Nrf2'nin antioksidan
fonksiyonlarin1 netlestirmek ic¢in, 6zellikle B hiicrelerinde indiiklenebilir NO sentazi
(iNOS) asir1 eksprese eden transgenik fare hatlart kullanilmistir. INOS transgenik
farelerinin analizleri, Nrf2 indiiksiyonunun, ROS / RNS aracili B hiicre hasarinin yani
sira B hiicrelerinde ROS / RNS seviyelerini kuvvetle bastirdigin1 ve antioksidan enzim

110116 By antioksidan

geni transkripsiyonunu diizenledigini agikga goOstermistir
islevlerine ek olarak, Nrf2'nin bircok baska mekanizma yoluyla B hiicre hasarini
onledigi goriilmektedir. Ornegin, Nrf2 indiikleyici siilforaphane, sitokin aracili iNOS ve
COX-2 (siyogioksaz 2) indiksiyonunu kuvvetle bastirir ve bdylece Nrf2'nin
hiicrelerinde inflamasyonun baskilanmasina katkida bulundugunu gosteren B hiicre
hasarini iyilestirirlls. Nrf2, B hiicrelerinde otofajinin korunmasinda da onemli rol
Oynar“g. Nrf2, proteazom katalitik alt birimlerinin ekspresyonunu diizenler ve f

hiicrelerinde endoplazmik retikulum (ER) stres tepkisine katkida bulunur'®.

Sonug olarak Nrf2'nin dogal bilesiklerle aktive edilmesi, diyabetin patogenezinde rol
oynayan hiperglisemi ile indiiklenmis OS’in ve bununla iliskili komplikasyonlarin
onlenmesinde umut veren bir yaklasimdir. Nrf2 indiiksiyonunun pankreatik f
hiicrelerinde RS hasarin1 6nledigini ve Keapl / Nrf2 sisteminin pankreatik
hiicrelerinin fizyolojik ve patolojik korunumu i¢in 6nemli bir savunma yolu oldugu

16(

gosterilmistir™™® (Sekil 21.). Ayrica Nrf2; karaciger, iskelet kasi ve pankreas { hiicreleri

gibi ¢coklu dokular dahil olmak tizere, diabetes mellitus baslangicini onlemektedir''’.
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B hiicre korumasi

Sekil 21. Keapl-Nrf2 sistemi tarafindan pankreas [ hiicre korumasi. Stres aracili Keapl
modifikasyonlari, Nrf2'nin ¢ekirdekte birikmesine ve sMaf proteinleriyle heterodimerize olmasina izin
vererek Nrf2'yi stabilize eder. Nrf2-sMaf heterodimeri, cis etkili ARE/EpRE motiflerine baglanir ve hedef
gen ekspresyonunu indiikler. Nrf2, antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin ekspresyonunu arttirir ve
pankreas 3 hiicrelerinde ROS seviyelerini azaltir. Nrf2 ayrica, iNOS ve COX-2 dahil iltihapla ilgili gen

ekspresyonunu da baskilar. Nrf2, proteasom ve otofaji dahil proteolitik sistemlerin korunmasina katkida

bulunur. Sonug olarak, Keap1-Nrf2 sistemi pankreas B hiicrelerini gesitli gerilimlere karsi korur.

2.7. Hidroksitirosol (HT)

Fenollerin aromatik ¢ekirdegindeki elektron delokalizasyonu, antioksidan etkilerinin
ana nedenidir. Aslinda, bu bilesikler serbest radikallerle reaksiyona girdiginde, aromatik
cekirdegin rezonans etkisiyle stabilize olan yeni bir radikal meydana getirirler. Bu
nedenle, radikal zincir reaksiyonlarindan olusan yayilma fazi engellenir ve ritim
kaybinin  gelismesi geciktirilir121. Fenoller arasinda, Hidroksitirosol (3,4-
dihidroksifeniletanol), ilging antioksidan ve potansiyel faydali 6zellikleri nedeniyle,
yiiksek katma degerli bir bilesik olarak gdze carpmaktadir®. Hidroksitirosol 154.16
g/mol molekiiler agirliga ve feniletil alkol yapisina sahip olan bir amfipatik fenoldiir.
Uluslararas1  Saf ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan 3,4
dihidroksifeniletanol (DOPET), 3,4-dihidroksifenoletanol (3,4-DHPEA) veya 4- (2-

Hidroksietil) -1,2-benzendiol olarak da adlandirilir'?,
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Zeytinyaginda yaklasik 1,9 mg/kg'lik bir konsantrasyonda bulunan HT en ¢ok arastirilan
fenolik bilesiklerden biridir'®. Bu bilesik, sizma zeytinyaginda, ¢oziiniir fraksiyonda az
miktarda bulunur. Hidroksitirosol zeytinlerin olgunlasmasi, yagin depolanmasi ve
sofralik zeytinlerin hazirlanmasi sirasinda elde edilen oleuropoeinin hidrolizi ile
olusur'®. Zeytinler yaglarmi almak icin islendiginde, polifenol bakimindan
zenginlestirilmis Ui¢ farkli tabaka elde edilir: zeytin degirmeni atik suyu, prina ve
zeytinyagl. Hidroksitirosoliin amfipatik karakteri nedeniyle, bu {i¢ faz; serbest bir
formda, asetat formunda veya oleacein, verbascoside ve oleuropein gibi daha karmagik
bilesiklerin bir pargasi olarak bulunabilir'?’. Ayrica zeytin yapraklarinda ve degisik
konsantrasyonlarda farkli sarap tiirlerinde de bulunur (en ¢ok kirmizi sarapta). Saraptaki
bu mevcudiyet mayalara ve bunlarin alkolik fermentasyonu sirasinda tirozinden HT

iiretme kapasitelerine atfedilir'?>!%,

Ayn1 zamanda insanlarda endojen olarak
sentezlenen bir dopamin metabolitidir'®’. Bu nedenle, HT'ye maruz kalmak sadece
alimindan (EVOO, sarap) degil, aym1 zamanda Onemli derecede tiiketilmis bir

126 Oleuropeinin bileseni aglikon

oleuropein ve aglikondan kaynaklanmaktadir
olusturmak i¢in glukozu kaybeder, daha sonra HT ve elenolik asite doniisiir®*?® (Sekil

22).

Saf HT berrak, renksiz ve sivi formdadir*?®. Son yillarda, polifenolik bilesikler bazi
yaygin kronik hastaliklarin  6nlenmesindeki etkinliklerinden dolayr biiyiik ilgi
gormiistiir. Polifenollerin, anti-enflamatuar, antioksidan, antialerjik, hepatoprotektif,
antitrombotik, antiviral ve antikarsinojenik aktiviteler gibi ilgin¢ biyolojik aktivitelere
sahip oldugu bildirilmistir. Hidroksitirosol (3,4-dihidroksifeniletanol), insan sagligi
tizerindeki potansiyel yararlari ve antioksidan ozellikleri nedeniyle, bu polifenoller
arasinda 6nemli bir yere sahiptir®®. Yapilan calismalar, HT'nin kan-beyin bariyerini
gecebilecegini ortaya ¢ikarmistir™®’. Hidroksitirosol, hidroksi izokromanlari olusturmak
icin aldehit ve keton gibi karbonil bilesikler ile reaksiyona girer. Zeytinyagi esas olarak
1-fenil-6,7-dihidroksi izokroman ve 1- (3'-metoksi-4'-hidroksi) fenil-6,7-dihidroksi
izokroman igerir. Bu maddelerin seviyesi genel olarak diisiiktiir (8-1400 ng / kg) fakat
HT ve karbonil bilesiklerin miktarina bagli olarak degisirl31. Yapilan galismalarda bu
bilesiklerin hiicre icine kolayca penetre oldugu, antioksidan o6zellik gosterdigi, lipit
peroksidasyonunu onledigi, radikal yakaladigi ve hidrojen peroksit miktarini azaltarak
0S’ye kars1 hiicreleri korudugu'®, ayni zamanda kalp damar hastaliklarinda 6nemli rol

oynayan platelet kiimelenmesini azalttig gésterilmistir133.
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Sekil 22. Oleuropeinin B-glikozidaz enzimi ile hidrolizi. *®

Hem in vitro hem de in vivo modeller kullanarak yapilan birka¢ calisma, HT’nin;
yararli etkilerini ve antioksidan aktivitesini, kanser hiicre biiyiimesinin inhibisyonu ve
apoptoz indiiksiyonu, kardiyovaskiiler ve noéronal korunma gibi c¢oklu biyolojik
ozellikleri oldugunu géstermistir107. Visioli ve arkadaslart HT’nin oleuropeine gore
daha giiclii bir serbest radikal toplayici aktivitesini bildirmislerdir***. Hidroksitirosoliin
antioksidan aktivitesi B hiicrelerini hasardan ve oliimden korur, bu da plazmadaki
glukoz seviyesini azaltan insililin sekresyonunun artmasina neden olur®®,
Hidroksitirosoliin diyabetteki bu hipoglisemik etkisi ii¢ sekilde agiklanabilir:

1) Pankreas hiicrelerinin STZ tarafindan arttirilmis ilerleyici hasardan korunmasi/
hiicre yenilenmesinin arttirilmasi (oksovanadyum gibi diger maddelere benzer
sekilde)'®;

2) Tungstat gibi HT, insiilinotropik etkileriyle insiilin sekresyonunu artirabilir: HT,
Katp kanallarini inhibe eder ve insiilin sekresyonunda anahtar rol oynayan
gerilime bagh Ca kanallarmi arttirir™®;

3) Oleuropein i¢in daha once yapilmis bir ¢alismada tespit edildigi gibi HT de

periferal glukoz alimim arttirr™’.
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EVOO ve VOO uygulamasindan/alimindan sonra HT'nin doza bagl bir sekilde ve
maksimum 5-30 dakikalik plazmatik konsantrasyonda biyoyararli olduguna dair giiglii
kanmitlar vardir. Bu konsantrasyon hem siganlarda hem de insanlarda 1-2 dakikalik bir
plazma yar1 6mriine sahiptir. Alindiktan sonra, HT'nin % 40'indan fazlasi ince bagirsak
ve kolon igine pasif tasima yoluyla emilebilir?®. Hizli bir emilim siirecine sahiptir ve
alimdan yaklasik 7 dakika sonra maksimum plazma konsantrasyonuna ulasir. Bir kez
absorbe edildiginde, hizla, bir antioksidan ve bir kardiyovaskiiler koruyucu olarak gorev
yapan lipoproteinlerin bir parcasi olmaya baslayacaktir'?® Fenolik biyoyararlanimin,
yag, hormonal durum veya cinsiyet gibi farkli faktorlerden etkilendigi iyi
bilinmektedir'®'¥_ Ek olarak yapilan baska bir c¢alisma cinsiyetin, HT tiirevlerinin
nihai biyoyararlanimi igin kritik bir 6zellik oldugunu, HT'min farkli oral uygulama
bigimlerinin ardindan bu bilesigin disi sicanlarin viicudunda daha uzun siire kaldigi
sonucuna varmigtir-'.. Ayrica, diger galigmalar, muhtemelen etanol ve dopaminerjik
yollar arasindaki etkilesime bagl olarak, kirmizi sarap olarak tiiketildiginde HT'nin en

yiiksek idrar seviyelerine ulagtigini gt')stermistirlzz.

Hidroksitirosoliin Faz Il reaksiyon enzimleri, ayn1 zamanda konjiigasyon reaksiyonlari
olarak da adlandirilir ve plazmada tanimlanmis glukuronid ile siilfat metabolitlerini
olusturur™. Bunun sonucunda HT uygulamasindan sonra insan plazmasinda hem HT
stilffat hem de HT asetat siilfat tespit edilmistir. Ek olarak, HT ayrica, absorbe edilmis
HT'nin bir kismin1 hidroksile edilmis fenilasetik asitlere doniistiiren bagirsak

122

mikrobiyotasi tarafindan da yiiksek oranda metabolize edilir=". HT atilimi ile ilgili

olarak, bu bilesigin alinan miktarlarinin % 80'i idrarda geri emilir ve benzer sekilde

126

yaklagik % 90'1 da konjuge edilir™". Hem HT hem de metabolitlerinin viicuttan

tamamen atilmasi i¢in gereken siire, insanlarda yaklasik 6 saat, sicanlarda ise yaklasik 4

saattir'??.

2.8. Hidroksitirosol (HT) ve Nrf2

Hidroksitirosol ile iligkili en ©Onemli faaliyetlerden biri ROS siipiiriicii roludiir.
Hidroksitirosol ve metabolitleri, hem hiicre i¢i hem de hiicre dist ROS {iretimini yok
etmek icin yiiksek bir kapasiteye sahiptir142. Hiicre dis1 bir seviyede, HT ve tilirevleri,
ROS'un zararli etkilerini bloke ederek cilt hiicrelerinde ROS siipiiriicii aktivite
gostermistir. Bu kapasite; ROS UV 1sinimi/hem DNA zincirlerini kirabilen hem de

genotoksisiteyi artirabilen peroksinitrit radikali tarafindan tiretildiginde 6nemlidir.
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Hiicre i¢ci HT ayrica, ozellikle siiperoksit, hidrojen peroksit ve hipoklordz asit gibi
serbest radikal molekiillerin yan1 sira metal bir selatér gibi davranan olaganiistii bir

ROS tutucu kapasitesine sahiptir*4* 4.

Bazi ¢alismalar, Nrf2 ve JNK-p62 / SQSTM1'in modiilasyonuna yol agan ARE gibi
antioksidan yolaklarla ilgili HT i¢in farkli etki mekanizmalari 6nermistir* 147,
Hidroksitirosol ayrica, Ppar y koaktivatori 1 o (PPARGCla) proteinini artirarak
mitokondriyal biyogenez uyarici olarak da islev gt')rijr148. Benzer bir diizen, HT'in
hiicreleri Akt ve ERK1 / 2'yi aktive ederek hidrojen peroksitin sitotoksik etkisine kars1
korudugu vaskiiler endotelyal hiicrelerde de (VEC) gbzlenmistir. Buna ek olarak, HT,
Nrf2'nin ekspresyonunu ve niikleer translokasyonunu arttirir, daha sonra bu tiir DNA-
onarim proteinleri veya faz II detoksifiye edici enzimler gibi antioksidan tepki
elemanlarini kodlayan coklu genlerin aktivasyonunu tesvik eder*****'. Ancak bilim
adamlar1 ¢aligma insanlarda yapildiginda, HT'nin Nrf2'yi aktive edebileceginin kanitini
heniiz bulamadi, sonug¢ olarak bu mekanizmay1 agikliga kavusturmak i¢in daha fazla

Klinik ¢alisma yapilmasina ihtiyag vardir™*® %,
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiz, Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 2018/5/3 numarali
karar ile onay alinarak (Bkz: Ek-1) Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde yiiriitiildii. Ayrica Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri tarafindan 2019.04.01.907 proje numarasi ile desteklendi.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan deney hayvanlar1 Diizce Universitesi Deney Hayvanlari
Merkezi’'nden (DUHAM) temin edildi. Hayvanlar calisma baslaymcaya kadar ve
calisma siiresince DUHAM da, standart kosullarda 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiine
uygun 25+3°C oda 1s1sinda, 60+ 5% nemli ortamda tutularak, ad libitum besin ve su ile
beslendiler. Calismaya 28 adet 2-6 aylik ve 270+30 gr agirliginda saglikli erkek Wistar
Albino sican ile bagland1 ancak 1 sicanin sebebi belirlenemeyen 6liimii nedeniyle 27

ornek ile tamamlanda.

3.2. Deney Gruplan

Denekler rastgele secilerek; Grup 1: Kontrol grubu (n=5), Grup 2: Diyabet kontrol
grubu (STZ) (n=9), Grup 3: HT kontrol grubu (HT) (n=5), Grup 4: Tedavi grubu
(STZ+HT) (n=9) olmak tiizere 4 ayr1 grup olusturuldu. Deneye baslamadan Once
siganlardan alinan kan 6rnegi ile kan glukoz diizeylerine bakilarak normal degerlere
sahip denekler caligmaya alindi. Deneysel diyabet olusturmak amaciyla Streptozotosin
(STZ) (Sigma-S0130) kullanildi. Gruplara ayrilan hayvanlara deney baslangicinda tek
doz olmak iizere STZ, devaminda ise 30 giin boyunca 10.00-12.00 saatleri arasinda
Tablo 3.’de belirtilen maddeler uygulandi. Grup 2 ve 4’ii olusturan si¢anlara steril
distile su (dH,0) igerisinde eritilen STZ tek doz 55 mg/kg i.p. olarak enjekte edildi.
STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra, kuyruk ucundan alinan kan &rnegi ile elde edilen
kan glukoz diizeylerine dayanarak diyabetik sican modelinin olusturulmas: dogrulandi.
Kan glukoz degerleri >250 mg/dL olan sicanlar diyabetik kabul edildi. STZ+HT grubu
siganlar diyabetik olarak kabul edildikten sonra hidroksitirosol (HT) (Cayman-70604)
30 giin siireyle, giinde birer kez 10 mg/kg i.p. enjeksiyon yoluyla verildi. 30 giiniin
sonunda hayvanlar, Ketamin (90 mg/kg) + Ksilazin (10 mg/kg) enjeksiyonu ile anestezi

altina alinarak sakrifiye edildi. Dokular %10°luk formaldehite alinip tespit edildi.
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Tablo 3. Diyabetik rat modeli, deney gruplari, maddeler ve verilis yollar1

Grup Verilen Verilen | Verilis
No Grup Adi Maddeler Miktar Sekli Hayvan Sayisi
1 Kontrol Grubu Salin 1 ml/kg 1.p. 5
Diyabet Streptozotosin p.
2 Kontrol (tek doz) 55 mg/kg J
i.p.
Hidroksitirosol
3 HT Kontrol (30 giin) 10 mg/kg 5
I.p.
Hidroksitirosol
(30 giin) 10 mg/kg
4 HT+STZ + ve 9
Streptozotosin | 55 mg/kg
(tek doz)

3.3. Diyabet Olusturma Modeli

Deneysel diyabet olusturmak amaciyla STZ kullanildi. Diyabet olusturulurken, STZ
enjeksiyonundan 12 saat 6nce si¢anlar hiperglisemiye karsin a¢ birakildilar. Enjeksiyon
oncesi siganlar tartilip, aclik kan glukoz degerleri kuyruk ucundan lansetle elde edilen
kandan ACCU-CHEK® Performa Nano cihazi kullanilarak &l¢iildii. Ayrica sicanlarin
viicut agirligina gore STZ ¢ozelti miktar1 hesaplandi. STZ ¢ozeltisi; 9 ml steril distile su
(dH20) i¢inde ¢oziilerek hazirlandi. Tek doz 55 mg/kg STZ ip. olarak uygulandi. STZ
enjeksiyonundan 48 saat sonra si¢anlarin kuyruk ucundan alinan kandan, kan glukoz
degerleri Olgiilerek diyabet tayini yapildi. Kan glukoz degeri 250 mg/dL ve iizeri olan
sicanlar diyabetik kabul edildi.

3.4. Hidroksitirosoliin Hazirlanmasi

Koruyucu roliinii 6grenmek amaciyla kullanilan hidroksitirosol toz halinde satin alind
(Cayman-70604). Toplam 1 gram olan stok hidroksitirosol 5 ml steril distile suda
(dH20) ¢oziindii. Hazirlanan stok buzdolabinda saklandi ve uygulama zamanina kadar
1siktan korundu. Stok hidroksitirosolden giinliik 45 mg (225 ul) ¢ozelti falkon tiipiine
alind1 ve tizerine 8775 ul dH,O eklendi (9000 ul). Deney siiresi boyunca her giin saat
10:00 ile 12:00 arasinda deneklere enjeksiyon yapildi.
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3.5. Intraperitoneal Enjeksiyon Uygulamasi

Sican uygun bir sekilde tutulduktan sonra, abdomen bolgesinin sag veya sol alt
kadranina insiilin enjektorii ile 45 derecelik bir acgiyla deriye girildi. Deri altinda bir
miktar ilerledikten sonra hafifce itilerek, karin kaslari gegildi. Bu islem sirasinda
visseral organlara ve bezlere zarar verilmemesine dikkat edildi. Abdomen boslugunda
oldugunun dogrulanmasi i¢in enjektor ucu hafifce yukari kaldirildi (enjektdr ucu serbest

hareket ediyor olmali) ve madde enjekte edildi.

3.6. Pankreas diseksiyonu

Ketamin (90 mg/kg) + Ksilazin (10 mg/kg) kullanilarak tiim siganlar uyutulduktan sonra
karin bolgesi dikkatli bir sekilde agilarak pankreaslari ¢ikarildi. Cikarilan pankreas
ornekleri histolojik ¢alismalar i¢in %10’luk formaldehit igerisinde fiksasyon islemleri
icin beklemeye alind1 (Sekil 23.).

Sekil 23. Pankreas diseksiyonu. Ok ucu pankreas.
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3.7. Isik Mikroskobik Incelemeler
1. Fiksasyon (Tespit);
1.1. Dokular %10’luk formaldehit ile yaklagik 12-24 saat fikse edildi (Sekil 24.).
2. Dehidratasyon (Sudan kurtarma);
2.1. %70’lik ve %80’lik alkollerde sirayla 15’er,
2.2. Iki farkli kaptaki %90°1ik alkollerde 30’ar,
2.3. Ug farkl1 kaptaki %96°1ik alkollerin ilk ikisinde 30’ar, sonuncusunda 45,
2.4. Asetonda 45 dakika siireyle bekletildi.
3. Seffaflastirma (Is18a kars1 gegirgenlik artirilir);
3.1. Ksilol-1"de 10, Ksilol-2’de 20 dakika bekletildi.

4. Gomme (Dokular ince kesitler alinabilmesi i¢in parafine gomiiliir);

4.1. 75°C sicakliktaki etiivde. parafin-1, parafin-2 ve parafin-3 i¢inde sirasiyla 10.
20 ve 30’ar dakika bekletildi (Sekil 25.).

4.2. Takip edilen dokular metal base mold igerisinde parafine gomiilerek etiketleme
yapildr (Sekil 26.).

Sekil 24. Fomaldehit iginde dokulara uygulanan fiksasyon islemi. Dokularin canli halleri ile tespit

edilmesi ve ¢ilirlime/bozulmalarni 6nlemek i¢in fiksatif maddeler ile sabitlenmesi gerekir.
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Sekil 25. Etiivde parafinle doku gémme islemi. 75°C’lik etiivde stvilagmis parafin i¢cinde dokular 1 saat
bekletilir. Daha sonra dokular metal base mold i¢inde parafine gomiiliir.
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Sekil 26. Histolojik Kkesitler i¢in hazirlanan parafin bloklar.

Hazirlanan bloklardan Leica RM2245 mikrotom cihazi ile 4-5 mikron kalinliginda
kesitler alindi. Bu kesitlere genel dokuyu degerlendirmek i¢in Hematoksilen-Eozin
(HE) ve Gomori Trikrom boyamast; oksidatif stresi gostermek amaciyla da Nrf2 antikor

ile immiinohistokimyasal boyamalar yapildi (Sekil 27.).
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3.7.1. Histolojik teknikler

Histolojik incelemeler, hiicre ve dokularin yapisal o6zelliklerinin, mikroskobik

yontemler yardimi ile gozlemlenebilir olmasini saglar. Kullanilan 6zel boyalarla

istenilen hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 yapilarin ayirt edilmesine ve tanimlanmasina

olanak saglar.

3.7.1.1. Hematoksilen-eozin boyamasi

1.

Deparafinizasyon;

e  Doku dis1 parafini eritmek i¢in, parafin kesitler 75°C sicakliktaki etiivde 40,

e Doku i¢i parafini eritmek igin ise ksilol-1 ve ksilol-2’de 15’er dakika bekletildi.
Hidratasyon;

o Kesitler %96°lik, %80°lik ve %70’lik etil alkollere sirayla 10’ar defa daldirildu.
e Akan suda yikandi.

Boyama;

e Hematoksilende 2 dakika bekletildi.

e  Tekrar akan suda yikandi.

e Diferansiyasyon i¢in asit alkole 2 defa daldirildi.

e Akan suda yikandu.

e Amonyakli suya 2 defa daldirildi.

e Akan suda yikandu.

o %70’lik etil alkole 10 defa daldirildi.

e Eozine 10 defa daldirild1 ve akan suda yikandi.

Dehidratasyon;

o  %70’lik, %80’lik ve %96’lik etil alkollere sirayla 10’ar defa daldirilda.

1-2 dakika 75°C sicakliktaki etiivde kurutularak 10 dakika ksilolde bekletildi.
Ksiloldan ¢ikan ve oda sicakliginda kuruyan lamlar entellan damlatilarak lamel ile
kapatildi.

Isik mikroskobu ile incelendi (Olympus Cx41-AxioCam Zeiss).
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3.7.1.2. Gomori trikrom boyamasi
1. Deparafinizasyon;
e Parafin kesitler 45 dakika 75°C sicakliktaki etiivde,
e 30 dakika ksilolde deparafinize edildi.
2. Hidratasyon;
e Kesitler %9611k, %80°1ik ve %70’lik etil alkollere sirayla 10’ar defa daldirildu.
e  Akan suda yikandi.
3. Boyama,;
e Bouin soliisyonunda 75°C sicakliktaki etiivde 30 dakika bekletildi.
e 3 ayr kapta bol su ile yikandi.
e Hematoksilende 1 dakika tutulduktan sonra 3 ayr1 kapta bol su ile yikandu.
e Trikrom soliisyonunda 45 dakika bekletildi.
o  %0,51ik asetik asitle diferansiye edildi.
e Akan suda yikandi.
4. Dehidratasyon;
o %701k, %80’1ik ve %96°1ik etil alkollere sirayla 10’ar defa daldirilda.
1-2 dakika 75°C sicakliktaki etiivde bekletilerek kurutuldu.
Ksilolde 10 dakika bekletildi.

Oda sicakliginda kuruyan lamlar entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

L N o O

Isik mikroskobu ile incelendi (Olympus Cx41-AxioCam Zeiss).

3.7.2. Immunohistokimyasal teknikler

Immiinohistokimya teknigi, bir hiicre/dokuda bir antijen (protein) veya hiicrenin
arastirilmasidir. Bu teknikte, ¢alisilan dokuda aranan antijenler; antikor uygulamasindan
sonra, antikorun antijene spesifik olarak baglanmasi ile tanimlanabilir. Uygulama

antikorlarin antijenleri tanimlayarak, tespit edilmesini saglayan bir dizi adimdan olusur.

3.7.2.1. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) hazirlama
o 2,85 gram di sodyum hidrojen fosfat
o 16 gram sodyum kloriir
o 0.8 gram potasyum dihidrofosfat
2 litre distile suda (dH,0) ¢oziilerek pH: 7,2 ile 7,4 arasinda ayarlanir.
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3.7.2.2. Sodyum hidroksit (NaoH) cozeltisi hazirlama

8 gram sodyum hidroksit 100 ml dH0 iginde ¢o6ziilerek NaoH hazirlanir.

3.7.2.3. Hidrojen peroksit (H,0,) ¢ozeltisi hazirlama

%35°1ik hidrojen peroksitten 70 ml %3’liik hidrojen peroksit hazirlamak i¢in, 6 ml H,O;

64 ml metanol ile karistirilir.

3.7.2.4. Sitrik asit ¢ozeltisi hazirlama

10 mM sitrik asit hazirlamak igin; 2,10 gram sitrik asit, 900 ml dH,0O iginde ¢oziiliir,

NaoH eklenerek pH:6’ya ayarlanir.

3.7.2.5. Nrf2 immiin isaretleme

1.
2.
3.

10.

11.
12.
13.
14.

Poli L Lizinli lamlara alinan Kesitler bir gece 6nceden 56°C’lik etiivde bekletildi.
Ertesi sabah deparafinizasyon i¢in iki ayr1 ksilolde 10’ar dakika bekletildi.

Daha sonra her birinde 5 dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80, %70°lik etil
alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi.

Kesitler distile suda 7 dakika ¢alkalandi.

Antijjenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 0.01 M sitrat
tamponuna (pH:6.0) konularak mikrodalga firinda 4 ve 3 ‘er dakika 750 Watt’ta
kaynatildiktan sonra 20 dakika boyunca oda 1sisinda sogumaya birakildu.

Fosfat tamponlu tuz tamponunda (PBS; pH: 7.2-7.4) 2x5 dakika yikandi.
Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitler %3’liik hidrojen
peroksit ile 20 dakika inkiibe edildikten sonra 3x5 dakika PBS ile yikandi.
Kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle (Pap-pen) cizildi.

Kesitler, oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan Immunoglobulin (Ig)
baglanmalarin1 dnlemek amaciyla bloklama serumu ile 7 dakika muamele edildi.
Serumun fazlasi alinarak kesitler, Nrf2 primer antikorlar1 eklendi (Antikor PBS
ile 1/300 oraninda diliie edildi).

Kontrol kesitlerine primer antikor yerine uygun izotip kontrol uygulandi.

Nrf2’li kesitler nem odasinda +4°C’de gece boyu inkiibe edildi.

Ertesi giin kesitler PBS ile ii¢ defa beser dakika yikandi.

Daha sonra sirasiyla, 30 dakika biyotinlenmis sekonder antikor ve 20 dakika

AP-konjuge streptavidin kompleksi ile oda 1s1sinda nemli ortamda inkiibe edildi.
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Her iki uygulama sonrasinda da PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama yapildu.

15. Sinyalleri gelistirmek i¢in dokular 5 dakika Di Amino Benzidin (DAB)
kromojeni ile muamele edildi ve disitle suda yikandi (1500 ml DAB substrat +
75 ml DAB kromojen, 40 saniye).

16. Kesitlere Mayer’s Hematoksilen ile zit boyama yapildi (50 saniye).

17. Akan suda yikanan kesitler her birinde 10 dip olmak kaydiyla %70, %80,
%90’lik etil alkol serilerinden gegirildi.

18. %1001k etil alkolde 4 dakika tutularak dehidrate edildi.

19. Ksilolde 10 dakika bekletildikten sonra oda sicakliginda kuruyan lamlar entellan
ile kapatildi.

20. Isik mikroskobu ile incelendi (Olympus Cx41-AxioCam Zeiss).
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Sekil 27. Isik mikroskobik incelemeler i¢in hazirlanan pankreas doku preparatlari.

3.7.2.6. istatistiksel analiz

Deney gruplarina ait dokularda Nrf2 IHC boyanmasi pozitif olan hiicre sayilar1 ve IHC
boyanma yogunluklar1 imageJ (ImageJ, versiyon Java 1.8.0 112(64-bit), 2018, Ulusal
Saglik Enstitiileri, USA) programi ile tespit edildi. Daha sonra GraphPad Prism 8
(GraphPad Prism versiyon 8.0.2 (263), 2019, San Diego, California, USA) ile tek yonlii
varyans analizi (one-way ANOVA) ve gruplar arasi farklilikta mixed-effect analysis
testi kullanilarak istatistiksel analiz sonuglar1 belirlendi. p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhgi ve Su Tiiketim Profilleri

Deneyin 1, 3, 8, 15, 22, 29 ve 30. giinlerinde tiim hayvanlarin viicut agirliklar 6l¢iildii
ve gruplar one-way Anova testi ile degerlendirildi. Kontrol ve hidroksitirosol (HT)
grubu hayvanlarin Ol¢iilen viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmedi. Sekil 28.’de gosterildigi gibi, diyabetin baslatilmasi, diyabetik gruplarin
hayvanlarinin viicut agirliginda 6nemli bir azalmaya yol agti. Bunun sonucunda
Streptozotosin (STZ) grubundaki hayvanlarda istatistiksel agidan ileri derecede anlamli
bir diisiisiin oldugu goézlendi (p<0,05). STZ+HT grubundaki hayvanlarda ise 3 ve 7.
giinlerde bir diisiis olurken 14, 21 ve 28. giinlerde istatistiksel agidan anlamli olmayan
bir artis oldugu gézlendi. Her grubun 1. ve 30. giinler arasindaki viicut agirlik degerleri
hesaplandi1 ve ortalama viicut agirlik degerleri karsilastirildi (Tablo 4. - Sekil 28. ve
Sekil 29.) Sonuglar, HT tedavisinin STZ'nin neden oldugu viicut agirlik distlistinii

engelledigini gosterdi.

Diger bir Onemli kantitatif parametre, deney gruplarinin ortalama giinlik su
tilketimlerinin degerlendirilmesidir. Deneyin ilk giiniinden son giliniine kadar tiim
gruplarin her giin diizenli olarak su tiikketim miktarlar1 6l¢iildii ve diyabetik gruplarin su
tiiketim miktarinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde artis gosterdigi belirlendi
(Sekil 30.). Bu artis miktarlari TIDM’nin 6nemli fizyopatalojik tanilar1 arasinda
bulunan polidipsiyi desteklemekteydi. Bununla birlikte STZ+HT grubuna ait
hayvanlarin STZ grubundaki hayvanlara oranla su tiiketimi belirgin sekilde azaldi. HT
grubu siganlarda ise su tiiketim miktar1 hemen hemen kontrol grubunun su tiiketimine

esitti.
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Tablo 4. Deney gruplarinin agirlik dagilimlari

Giinler Kontrol HT STZ STZ-HT
1.(Achk) 373,4+21,56 246,4+19,18 244,2+25,50 230,8+33,71
3. 412,8+21,21 360,8+18,30 257,2+25,89 246,4+23,31
8. 424,8+23,13 362,6+21,14 252,8+26,71 244,3+27,37
15. 432,6+23,03 367,6+20,85 240,2+30,66 246,7+29,10
22. 432,6+24,60 370,6+19,60 236,7+32,29 242,14+33,67
29. 438+22,30 374,6+19,39 240,7+36,34 261,7+£35,16
30.(A¢hik) | 409,8+21,09 | 354,4+16,30 203,8+33,44 226,6+43,08
500
400 E=a Kontrol
t a = l_'T
()] 300
~— El El m S‘IZ
= P11 TRILTE
= & H E THHHE =3 STZ+HT
)] 200 ] 1THHT
< H E
100
0- T T T T T 1 T 1 T 1 | | | | | i |
1 3 815222930 1 3 815222930 1 3 815222930 1 3 8 15222930

Zaman (giin)

Sekil 28. Deney hayvanlarinin giinlere gore agirlik dagilimlari (p<0,05).
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Sekil 29. Deney gruplarinin aglik agirlik dagilimlari. * anlamli olmayan agirlik azaligini, ** anlamli

agirlik azaligini,

(p=<0,05).
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Zaman (Hafta)
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Ea Kontrol
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= STZ
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Sekil 30. Deney gruplarinin haftalara gore su tiiketim miktarlari. a: kontrole gore, b: HT ye gore, C:

STZ’ye gore ve d: STZ+HT ’ye gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir (p<0,05).
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4.2. Kan Glukoz Diizeyleri

Diyabetin indiiklenmesi, Sekil 31.’de gosterildigi gibi kan glukoz seviyesinde 6nemli

bir artisa neden oldu. Hidroksitirosolin, STZ’nin indiikledigi TIDM’yi onleyip

onlemedigini degerlendirmek igin kan glukozu 4 grupta periyodik olarak ol¢iildii (3, 7,

14, 21, 28 ve 30. giinlerde) ve gruplar kendi iglerinde one-way Anova testi ile

degerlendirildi. Kontrol ve HT gruplarmin kan glukoz seviyelerinde ilk giinden son

giine kadar belirgin bir fark gézlenmezken, STZ grubunda 48 saat sonra 6l¢iilen (3. giin)

kan glukoz seviyesi de dahil olmak iizere 30. giline kadar yapilan 6l¢iimlerin tlimiinde

yiiksek glukoz seviyeleri gozlendi (p<0,05). STZ-HT grubu da STZ grubuna benzer bir

kan glukoz diizeyi sundu. HT tedavisi diyabetik si¢anlarda kan glukoz seviyelerini bir

miktar diigiirmesine ragmen bu diisiis istatistiksel agidan anlamli degildi. (Tablo 5. -

Sekil 31-33.).

Tablo 5. Deney gruplarinin kan glukoz degerleri

Giinler Kontrol HT STZ STZ-HT
3. Giin 114,8+14,46 142,8+38,78 426,4+108,38 502,3+96,16
7. Giin 117,4+15,66 103,8+24,79 517,1+45,49 494,1+108,53
14. Giin 99,4+5,57 116+6,06 437,4+64,18 429,3+143,81
21. Giin 122,8+32,88 106+5,86 523,4+56,51 360,6+104,17
28. Giin 119,6+29,26 100,2+17,26 577,1+£30,61 417,6+135,99
30. Giin

(A¢hk) 76.4+3,44 100,4+36,15 396,3+58,31 235,2+152,61
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Sekil 31. Gruplarin glukoz degerleri. STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra 3. giin kan glukoz seviyeleri

Olgiilerek diyabet olusumu dogrulandi. a: kontrole gore, b: HT’ye gore, c: STZ’ye goére ve d:

STZ+HT ye gore istatistiksel olarak anlamliligi géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 32. Gruplarin giinlere gére glukoz degerleri (p<0,05).

Ea Kontrol
= HT
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= STZ+HT
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Sekil 33. Gruplarin 30. giin aglik glukoz degerleri. a: kontrole gore, b: HT ye gore, ¢: STZ’ye gore ve d:
STZ+HT’ye gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir (p<0.05).

4.3. Histolojik Bulgular

Pankreas dokusunun histolojik analizi, STZ’nin B hiicre yikimina neden oldugunu
gosterdi. Hematoksilen & eozin ve gomori trikrom boyamalar1 kullanilarak yapilan
histopatolojik incelemelerde; kontrol, STZ, HT ve STZ+HT gruplarmin ekzokrin
kisimlarinda higbir anormal durum goézlenmemesine karsin STZ ve STZ+HT
gruplarinin  endokrin kisimlarinda belirgin patolojiler goriildi. Normal kontrol
siganlarinda; Langerhans adacik (LA) morfoloji ve histolojisi, iyi bigimlendirilmis
yuvarlak sekil, biiyiikk boyut ve normal yap1 sergilerken, diyabetik siganlar yar1 kantitatif
analiz sonucu sisen ¢ekirdege sahip hiicreleriyle, belirgin sekilde diizensiz ada sinir1 ve
adacik dejenerasyonu gosterdi. Bununla birlikte STZ grubu siganlarin kontrol grubu
sicanlara kiyasla LA biiytikliigiinde bir azalma ve adacik hiicrelerinde belirgin tahribat
gozlendi. Diyabetik ratlarda hidropik dejenerasyon ile uyumlu olarak sitoplazmada
berrak vakuollere sahip adacik hiicreleri goriilirken HT ile muamele edilen
diyabetiklerde azalmis tahribat gozlemlendi. Cogu hiicrenin o&zellikle perifer
bolgesindekilerin sitoplazmik sinirlari belirsiz ve dagimikti. HT tedavisine 4 hafta maruz
kalan diyabetik siganlar (10 mg/kg/giin) STZ siganlarina kiyasla adaciklarin
morfolojisini normallestirdi. Ek olarak HT ile muamele edilmis diyabetik si¢anlar,
hiicre yenilenmesinin yani sira hiicre sayisinin arttigini ve normal siganlara benzer

adacik morfolojisine sahip oldugunu gosterdi.
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Bu siganlar hala diyabetikti ancak kan glukoz diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
olmasa da bir miktar azaldi (Sekil 34,35.). Bu, STZ’nin, pankreas B hiicrelerine zarar
vermesine karst HT nin koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir. Bunlarin yaninda HT

ile tedavi edilen si¢anlar, kontrol siganlarina benzer normal histoloji gosterdi.

Hematoksilen & Eozin

Sekil 34. Sicanlarda STZ ile indiiklenen diyabette HT nin pankreas ilizerine etkisi. Her grupta bulunan

sicanlardan elde edilen pankreas dokular1 30 giinliik tedaviden sonra H&E ile boyandi ve 151k mikroskobu
altinda incelendi (H&E, biiylitme: x 40, skala bar: 50 p).
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Gomori Trikrom

Sekil 35. Sicanlarda STZ ile indiiklenen diyabette HT ‘nin pankreas tizerine etkisi. Her grupta bulunan
sicanlardan elde edilen pankreas dokular1 30 giinliik tedaviden sonra gomori trikrom ile boyandi ve 151k
mikroskobu altinda incelendi (Gomori Trikrom, biiyiitme: x 40, skala bar: 50 p).
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4.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

Oksidatif stres, STZ'in indiikledigi DM'de indiikleyici bir rol oynar. Bu c¢aligmada
HT’nin antioksidan mekanizmasini1 degerlendirmek i¢in immiinolojik olarak Nrf2
ekspresyonunu degerlendirdik. Olympus Cx41 mikroskobunda 40x objektif kullanilarak
elde edilen goriintiler AxioCam Zeiss goriintiileme sistemi araciligi ile bilgisayara

aktarildi ve 6l¢iimler Zeiss bilgisayar programi kullanilarak yapildi.

Langerhans adacik alan1 ve Nrf2 isaretli alanlarin Sl¢iilmesiyle, % Nrf2 boyali hiicre
alant; adacik hiicreleri ve Nrf2 boyali hiicrelerin sayilmasi ile % Nrf2 boyali hiicre
sayist belirlendi. Bu degerler her gruptan Nrf2 isaretli hiicre alan1 ve Nrf2 isaretli hiicre
sayist i¢in sirayla 40 ve 3 Langerhans adacigi tizerinden asagidaki formiiller

kullanilarak hesaplanmustir:

) o Nrf2 isaretli Langerhans adacigi alani
% Nrf2 isaretli hiicre alan1 = Total Langerhans adacig: alam x 100

% Nrf21 di hi _ Nrf2 igaretli Langerhans adacig1 hiicre sayisi 100
o riadyaretll ucte saylsi= Total Langerhans adacigi hiicre sayisi X

Elde edilen sonuglar HT nin, STZ’nin neden oldugu B hiicre hasarini indiikleyen OS
olusumunu azalttigim1 gosterdi. Bunun sonucunda HT ile muamele edilen diyabetik
hayvanlarda Nrf2 ekspresyonunun STZ grubundakilere kiyasla daha az oldugu
belirlendi (Sekil 36-38.). Bunlar, Nrf2 ekspresyonunun, STZ'nin indiikledigi T1DM'nin

onlenmesinde HT'nin koruyucu ve antioksidan rolii oldugunu gésterdi.
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Immiinohistokimyasal Boyama

Negatif Kontrol

Kontrol

HT

STZ

STZ+HT

Sekil 36. Deney gruplarinin pankreas dokularinda Nrf2 ekspresyonunun immiinohistokimyasal
fotomikrograflari. Koyu kahverengi boyama Nrf2 ekspresyonunu gosterir (x40, skala bar: 50 p).
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Sekil 37. HT uygulamasimin Nrf2 ekspresyonu iizerindeki etkisi. Adacik basina immiinopozitif hiicreler
i¢in miktar tayini i¢in her gruptan hayvan kesitleri analiz edildi (n=4). a: kontrole gore, b: HT ye gore, C:

STZ’ye gore ve d: STZ+HT ’ye gore istatistiksel olarak anlamliligi gostermektedir (p<0,05).

a,b,c

IHC boyali
hiicre orani

T
Kontrol HT STZ STZ+HT

Sekil 38. HT uygulamasinin Nrf2 ekspresyonu iizerine hiicresel orani. a: kontrole gore, b: HT ye gore, C:

STZ’ye gore ve d: STZ+HT ’ye gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir (p<0,05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Diyabet, popiilasyonda hizli bir artis gosteren, Karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmalarin etkileyen ve hatta 6liim riski tasiyan kronik bir metabolik hastaliktir.
Diabetes mellitus insiilinin az salgilanmasi ya da hedef hiicrelerin insiiline kars1 tepkisiz
kalmas1 nedeni ile olusmaktadir. Istatistiksel veriler goz &niine alindiginda, diinyada ve
iilkemizde ekonomik ag¢idan diyabetin neden oldugu sorunlar oldukga biiyiiktiir.
Diyabet, anjiyopati, néropati, retinopati, nefropati gibi komplikasyonlara sebep olur.
Giliniimiizde ilag ve insiilin enjeksiyon tedavileri her ne kadar kullaniliyor olsa da
komplikasyonlar1 azaltmak ve diyabetik hastalara dahi iyi kosullar sunmak igin

alternatif tedavilerin arastirilip desteklenmesi gerekmektedir™?*2%°®,

Bu amagla yapilan aragtirmada, STZ uygulanarak DM olusturulan rat pankreaslarinda
HT’nin muhtemel koruyucu rolii ve Nrf2 ekspresyonu iizerine etkisi histolojik ve

immiinohistokimyasal a¢idan degerlendirildi.

Giliniimiizde sicanlarda deneysel diyabet olusturmak i¢in kullanilan kimyasal ajanlarin
basinda alloksan ve STZ gelmektedir. Alloksan ve STZ’nin etkisi, kemirgen tipine,
gjanin verilis yoluna ve hayvanin acglik durumuna gore degisiklik gosterir.
Kemoterapotik alkilator olarak kullanilan ve ayni zamanda bir antimikrobiyal madde
olan STZ’nin, Rakieten ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada diabetojenik etki
gosterdigi belirlenmis ve B hiicrelerinin nekrozuna bagl olarak DM olusumuna neden

2152158 Deney hayvanlarina c¢oklu diisik dozlarda STZ

oldugu goézlenmistir
verildiginde bagisiklik mekanizmasina etki ederek; aksine tek bir yiiksek doz olarak
verildiginde ise DNA alkilasyonuna neden olarak B hiicrelerine zarar verdigi tespit

154

edilmistir". Olusan zarar sonucunda Langerhans adaciklarindaki B hiicrelerinin yikimi

ve insiilin salgilanmasinin kaybi ortaya ¢ikmaktadir®.

STZ ile yapilan calismalarda diyabetik hayvanlarin kontrol grubuna gore ilerleyen
giinlerde viicut agirhigmin anlamli derecede azaldigi belirlenmis ve ayni zamanda
diyabetiklerde hiicre icine azalan glukoz alimi sonucunda meydana gelen
hipergliseminin, renal glukoz esiginin asilmasina ve poliliriye, bunun da

hipotalamustaki susama merkezini aktif hale getirerek polidipsiye neden oldugu
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26,155-160

bulunmustur . Buna ek bazi calismalarda STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra

diyabetik hayvanlarin kontrol grubuna oranla daha yiiksek kan glukoz seviyesine
(>250mg/dL) ve azalmis inslilin miktarina sahip olduklar gésterilmistir159’1617164.
2007°de yaptiklar1 bir ¢alismanin sonucuna gore Arulselvan ve Subramanian diyabetik
hayvanlarin su tiiketiminin diger hayvanlara oranla Onemli derecede arttigini
bildirmislerdir'®. Biz de yaptigimiz ¢alismada STZ grubundaki hayvanlarin kontrol
grubuna kiyasla olgiilen viicut agirliklarinda istatistiksel ag¢idan anlamli bir diisiisiin
oldugunu, buna karsin STZ+HT grubu hayvanlarinin ikinci haftadan itibaren anlamli
olmasa da kilo aldigini, diyabetik hayvanlar1 diger gruplarla karsilastirdigimizda su
tiketiminde belirgin bir artis oldugunu ve benzer sekilde diyabetik hayvanlarin kan

glukoz seviyesinin diger gruplara gore artmis oldugunu gozlemledik (Sekil 28-30.).

Biyolojik sistemlerde, elektron transferiyle olusan serbest radikaller, ¢ogunlukla hiicre
bilesenlerini etkileyerek yapilarini bozar. Bu bozunmalar sonucu reaktif tirler (RS)
ortaya c¢ikar ve oksidatif stres (OS) olusumuna neden olurlar®. Viicuttaki OS
kosullarinin kan glukoz regiilasyonundaki bozulma ile orantili oldugu belirtilmistir®.
Yapilan ¢aligmalarda pankreas P hiicrelerinde, OS’nin solunum zincirini inhibe ettigi ve
glukoz metabolizmasina bagli enzim aktivitesini baskiladigi, ATP {iretiminin
azalmasma ve insiilin salinimmin bozulmasina yol actigi bildirilmistir®®'®’. Glukoz
uyarimli insiilin sekresyonu (GSIS), yiliksek glukoz aracili oksidatif stres ile baskilanir.
Es zamanli olarak, OS, MafA ve PDX-1 transkripsiyon faktorlerinin seviyesini
baskilayarak farelerin pankreas B hiicrelerinde insiilin gen ekspresyonunu azaltir. Bu
bulgular OS’in pankreas P hiicresi fonksiyonunu bozdugunu gostermektedir'™®. Buna
karsilik, OS’in pankreas [ hiicrelerinden insiilin salimimimi uyardigini goésteren
kamtlarda  mevcuttur.  Ornegin,  hidrojen  peroksitin ~ GSIS1  uyardif
bildirilmektedir'®®*®. DEM ve sulforaphane'nin aracilik ettigi elektrofilik stresler

pankreas B hiicrelerinden insiilin salgilanmasini kolaylastlrlrles’lm.

Aksine, antioksidan reaktifler GSIS't baskilamaktadir’®*"*. Bu bulgular oksidatif ve
elektrofilik streslerin pankreas [ hiicrelerinin insiilin sekresyonunu uyardigini

géstermektedir172

. Bizim ¢alismamiz OS’in  hiicre fonksiyonunu bozarak insiilin
salimimin azaltti§1 ve buna baglh olarak plazma glukoz seviyesini artirdigi ¢aligmalari

destekleyen sonuglar sundu.
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Redoks duyarli transkripsiyon faktorii Nrf2, oksidatif strese cevaben hiicre sagkaliminin
onemli bir diizenleyicisi olarak gorev yapar. Bu nedenle, Nrf2 oksidatif strese bagl
hastaliklara karsi koymak icin terapotik bir hedef olarak kabul edilir'”®. Nrf2 sinyal
yolunun indiiklenmesinin, pankreas [ hiicrelerinin fonksiyon bozukluguna Kkarsi

hiicresel korumanin temel bir mekanizmasi olabilecegi gdsterilmistir'™®.

Oksidatif stres kaynakli pankreas B hiicre hasarinin istesinden gelmek i¢in, antioksidan
enzimlerin ve antioksidan reaktiflerin agir1 ifadesi, kemirgen diyabet modellerinde test
edilmistir. Antioksidan reaktifler, pankreas adaciklarindan insiilin salgilanmasint ve
kemirgen diyabetik modellerde pankreas B hiicresi hasarimi iyilestirir. Bu bulgular,
antioksidan enzimlerin arttirilmasinin, pankreas [ hiicresi korumasi i¢in faydali bir

10 i ve arkadaslart honokioliin, pankreas f3

strateji olabilecegini gostermektedir
hiicrelerini, hem Tip 2 DM sicanlarinda hem de INS-1 hiicrelerinde Nrf2 / ARE
yolagini aktive ederek yiiksek glukoz ve aralikli hipoksiye bagli oksidatif hasara karsi

. Zhang ve arkadaslari linderanin, STZ ile muamele edilmis

korudugunu bildirmistir
INS-1 hiicrelerinde Nrf2 sinyal yolunun aktivasyonunu arttirdigini ve Nrf2'nin
inhibisyonunun, linderanin STZ ile indiiklenen ROS iiretimine ve hiicre apoptozisine
kars1 koruyucu etkilerini 6nemli dlglide tersine ¢evirdigini ortaya koyrnusturl75. Bagka
bir caligmada farelere oral CDDO-Im uygulamasinin, pankreas [ hiicrelerinin
cekirdeginde Nrf2'yi giiclii bir sekilde stabilize ederek birikmesine sebep oldugunu
gostermistir™™®. Yapilan bir diger calismada Nrf2 iNOS ve COX-2 (siyogioksaz 2)
indiiksiyonunu kuvvetle bastirirarak [ hiicrelerinde inflamasyonun baskilanmasina
katkida bulundugunu gosteren B hiicre hasarimi iyilestirmistirllB. Buna karsilik, Nrf2
geninin nakavt edilmesinin, pankreas adaciklarindaki antioksidan enzim genlerinin

ekspresyonunu azalttig1 bulunmustur™®*7,

Yaptigimiz ¢alismada immiinohistokimyasal boyamalar ile elde ettigimiz bulgular,
HT’nin, STZ’nin neden oldugu P hiicre hasarini indiikleyen OS olusumunu azalttigini
gosterdi. Bunun sonucunda HT ile muamele edilen diyabetik hayvanlarda Nrf2
ekspresyonunun STZ grubundakilere kiyasla daha az oldugu belirlendi. Bunlar, Keapl /
Nrf2 sisteminin aktivasyonunun glukoz homeostazinin korunmasina ve DM’nin
baslangici ve/veya ilerlemesinin baskilanmasina katkida bulunduguna dair biriken
kanitlar1 destekledi. Nrf2'nin Onemi, kan sekeri seviyelerinin ve diyabetik

komplikasyonlarin diizenlenmesi i¢in terapdtik bir hedef olarak artmaktadir.
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Gectigimiz birkag¢ yilda, polifenolik maddeler, olduk¢a yaygin bazi kronik hastaliklari
Oonleme potansiyelleri nedeniyle genis bir ilgi goérmistiir. Aslinda, polifenollerin
antiinflamatuar, antioksidan, antialerjik, hepatoprotektif, antitrombotik, antiviral ve
antikarsinojenik aktiviteler gibi ilging biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir®.
Fenoller arasinda HT, ilgin¢ antioksidan ve potansiyel faydali saglik ozellikleri
nedeniyle, katma degeri yiiksek bir bilesik olarak bulunur. Hidroksitirosol immiinolojik
tepkinin azaltilmasi, insan eritrositlerinin hidrojen peroksit, anti-enflamatuar,
antitrombotik ve hipokolesterolemiklerin neden oldugu oksidatif hasara kars1 korunmasi

8 Hidroksitirosoliin antioksidan aktivitesi

gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir®
pankreas hiicrelerini hasardan ve 6limden korur, bu da plazmadaki glukoz seviyesini
azaltan insiilin sekresyonunun artmasina neden olur®®. Bizim ¢alismamiz da HT nin B
hiicrelerini hasardan koruyucu etkiye sahip oldugunu gosterdi. Ayrica HT ratlarda
antiinflamatuar, antitrombotik ve hipokolesterolemik etkilerin sebep oldugu oksidatif
hasara karsi immiinolojik yanitin down regililasyonunu saglayan cesitli biyolojik

aktivitelere sahiptir'>°

. Yapilan calismalarin sonucunda hidroksitirosoliin hiicre igine
kolayca penetre oldugu, antioksidan 6zellik gosterdigi, lipit peroksidasyonunu 6nledigi,
radikalleri yakaladigi ve hidrojen peroksit miktarin1 azaltarak oksidatif strese karsi
hiicreleri korudugu, ayn1 zamanda kalp damar hastaliklarinda 6nemli rol oynayan

platelet kiimelenmesini azalttig gésterilmistirl32’l33.

Aunon-Calles ve arkadagslar1 (2013), saf HT’nin toksikolojik etkilerini degerlendirmek
i¢cin bir ¢alisma yapmistir. Bu ¢alisma, HT'nin 13 hafta boyunca giinde 5 kez 5, 50 ve
500 mg/kg/giin dozlarinda oral olarak uygulanmasinin herhangi bir mikro ve
makroskopik degisiklige veya Oliime yol agmadigimi bildirmistir. Bu nedenle, 500
mg/kg/giin dozlarinda hicbir olumsuz etkinin gézlenmedigi sonucuna Varm1§1ard1r176.
Ek olarak, bir diger ¢alisma sonucuna gore, HT fizyolojik konsantrasyonda in vitro
modellerde  kullanildiginda  hi¢bir  genotoksik ve mutajenik etki  belirtisi
gdozlemlememistir'". Hidroksitirosoliin subkronik toksisitesini belirlemek i¢in hayvan
modellerinde yapilan son ¢alismalardan biri Heilman ve arkadaglarina (2015) aittir. Bu
yazarlar H35 (% 35 a/a HT) adli bir 6z kullanmiglar. Bu 6zii, arka arkaya 90 giin
boyunca 125, 250 ve 500 mg HT / kg / giin dozlarinda disi ve erkek Wistar sicanlarina
oral gavaj yoluyla uygulamiglar ve toksikolojik olarak anlamli bir etki

bulamamuslardir™.
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2011'de Avrupa Gida Giivenligi Kurumu (EFSA) oksidatif hasara ve iltihaplanmaya
kars1 koruma saglamak ve kardiyovaskiiler hastalik ve insiilin direnci/diyabet riskini

azaltmak icin HT (5 mg/gilin) veya tiirevlerinin tiiketilmesini dnermistir'’®.

Hamden ve arkadaslarinin yaptigi bir calisma; diyabetik sicanlara saflagtirilmig HT
verilmesinin, plazmadaki glukoz seviyesinde bir diisiise, renal siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAD) glutatyon peroksidazda (GPx) bir atisa neden oldugu ve
karaciger ve bobrek toksisitesine  karst koruyucu bir etkiye sahip oldugunu
géstermistirsz. Bir diger ¢alismada, molekiiler/hiicresel diizeyde, HT'nin hem kas hem
de yag hiicrelerinde glukoz alimini arttirdigi gosterilmistir. Ayrica HT ile tedavi, insiilin
sinyallesmesinde rol oynayan ¢ok énemli bir protein olan Akt seviyelerini artirmg %018,
Son olarak Jamai ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alisma sonucuna gore; oleuropein
ve HT’nin, her biri 8 ve 16 mg/kg seklinde iki farkli dozda, test farelerinin timii igin
onemli hipoglisemik, hipolipidemik ve antioksidan etkilere sahip oldugunu gostermis.
Elde edilen serum glukoz verileri, Olea europaea oziitlerinde oral oleuropein ve HT
uygulamasinin, ozellikle 16 mg/kg b.w.'da alloksan kaynakli diyabetik si¢anlarda
onemli hipoglisemik etkiler lrettigini agikca géstermektedirlsz. Yaptigimiz ¢alismada
biz de HT’nin oksidatif stresi hafiflettigi, belirgin hipoglisemik etki gosterdigi ve
deneysel bir diyabet modelinde antioksidan savunma sistemini gelistirdigini gdsteren

sonuglarla bu ¢alismalar1 destekledik.

Bu c¢alisma, HT’nin sicanlarda STZ ile indiikklenen DM iizerindeki etkisini
degerlendirmek icin tasarlanmistir. Deney gruplarmin periyodik olarak kan glukoz
diizeyleri Olciildii. Pankreas dokularmin histopatolojik incelemesi yapildi. STZ
ile muamele edilen sicanlar, viicut agirhiginda onemli bir azalma gdsterirken; Su
tiiketimi, idrar ve kan glukoz seviyelerinde 6nemli bir artis gosterdi. Hidroksitirosoliin
30 gilinliik bir siire boyunca tatbik edilmesi, STZ+HT grubundaki hayvanlarin kan
glukoz seviyelerinde, su tiikketim ve idrar miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir azalma sagladi. Hidroksitirosolin STZ ile indiiklenen diyabete kars
koruyucu etkisi, histopatolojik inceleme ile de dogrulandi. STZ ve STZ+HT gruplarinin
endokrin kisimlarinda belirgin patolojiler goriildi. Bununla birlikte STZ grubu
sicanlarin kontrol grubu siganlara kiyasla Langerhans adalarinin biiyiikliiglinde bir

azalma ve adacik hiicrelerinde belirgin tahribat gozlendi.
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Normal kontrol siganlarinda; Langerhans adacik morfoloji ve histolojisi, 1yi
bigimlendirilmis yuvarlak sekil, biiyiikk boyut ve normal yapi sergilerken, diyabetik
siganlar belirgin sekilde diizensiz ada sinir1 ve adacik dejenerasyonu gosterdi. Diyabetik
ratlarda hidropik dejenerasyon ile uyumlu olarak sitoplazmada berrak vakuollere sahip
adacik hiicreleri goriiliirken HT ile muamele edilen diyabetiklerde azalmig tahribat
gozlemlendi. HT tedavisine 4 hafta maruz kalan diyabetik si¢anlar (10 mg/kg/giin) STZ
siganlarina kiyasla adaciklarin morfolojisini normallestirdi. Bunlarin yaninda HT ile
tedavi edilen si¢anlar, kontrol siganlarina benzer normal histolojiye sahipti.
Immiinohistokimyasal bulgular sonucunda HT ile muamele edilen diyabetik
hayvanlarda Nrf2 ekspresyonunun STZ grubundakilere kiyasla daha az oldugu
belirlendi. Bu c¢alismanin sonuglari, STZ'nin indiikledigi T1DM'nin 6nlenmesinde
HT'nin koruyucu ve antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve oksidatif stresi
baskilayarak Nrf2 ekspresyonunu azalttigini gosterdi. Sonug olarak hidroksitirosol

kullaniminin diabetes mellitusta koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.
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EGITIM VE OGRETIM

OZGECMIS

Nurhilal ELCIYAR
01.08.1993

T.C.

Bekar

nhelciyar@gmail.com

2016 yilinda Kilis 7 Aralik Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik bolimiinden mezun oldum. 2013
yilinda Diizce Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalina
bagli PCR (Real Time PCR) Laboratuvari, CBC (Kan
sayimi, koagiilasyon, seroloji, sedimentasyon)
Laboratuvari, = Mikrobiyoloji ~ (Besiyeri  hazirlama,
boyamalar, kiiltiir ekimleri, degerlendirme, antibiyogram)
Laboratuvari, Parazitoloji Laboratuvari staj1 yaptim. 2014-
2015 egitim doneminde Erasmus programi ile Almanya
Johannes Gutenberg Universitat Mainz'da 1 yil egitim
aldim.

Ocak 2017-Ocak 2020 Uzmanhk

Diizce Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisii,

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Eyliil 2012-Haziran 2016  Lisans

Kilis 7 Aralik Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Eyliil 2016-Haziran 2019  Onlisans

Anadolu Universitesi, Acikogretim Fakiiltesi,

Saglik Kurumlari Isletmeciligi

Eyliil 2007-Haziran 2011  Lise

Diizce Cumhuriyet Anadolu Lisesi

17


mailto:nhelciyar@gmail.com

KiSISEL BECERILER

Yabanci Diller ANLAMA KONUSMA YAZILI

ANLATIM

Dinleme | Okuma | Karsilikl1 | S6zli
Konusma | Anlatim

Almanca A2 A2 A2 A2 A2
KURSLAR/SEMINERLER
1. 1. Biyometroloji ve Molekiiler Biyoloji Calistayr - Y11:2018 - Siire: 1

10.

Giin, TUBITAK UME

. Pedagojik Formasyon Egitimi - Yil: 2016 - Siire: 180 Giin, Kilis 7

Aralik Universitesi

21. Ulusal Biyoloji Ogrenci Kongresi - Y11:2014 - Siire: 5 Giin,
Karadeniz Teknik Universitesi

1. Tiirkiye Biyologlar Platformu Is, Istihdam, Kariyer Bulusmasi
Konferans: - Yi11:2014 - Siire: 1 Giin, TSC YoOnetim Sistemleri
Akademisi

20. Ulusal Biyoloji Ogrenci Kongresi - Y11:2013 - Siire: 4 Giin,
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi

Saglhil Hizmeti Sunumunda Kalite Yaklasimi ve ISO 9001:2008
Kalite Yonetim Sistemi Temel Egitimi - Y1l:2013 - Siire: 2 Giin,
Biilent Ecevit Universitesi

ISO 13485:2003 Tibbi Cihaz ve Medikal Uriinlerde Kalite Yonetim
Sistemi Egitimi - Y11:2013 - Siire: 2 Giin, Biilent Ecevit Universitesi
Saglik Hizmeti Sunumunda Tehlike Belirleme ve Risk
Degerlendirme - Y11:2013 - Siire: 2 Giin, Biilent Ecevit Universitesi
Saglik Hizmeti Sunumunda ve Hastane Hizmetlerinde Kalite
Standartlar1 Egitimi - Y1l:2013 - Siire: 2 Giin, Biilent Ecevit
Universitesi

Bilgisayar Kullanimi ( Bilgisayar Isletmenligi-Operatdr) - Y11:2012 -
Siire: 42 Giin, T.C. Milli Egitim Bakanligi Hayat Boyu Ogrenme
Genel Mudiirligi
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