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ATP: Adenozin trifosfat
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CAT: Katalaz

cDNA : Komplementer deoksiriboniikleik asit
cGPx: Sitosolik Glutatyon Peroksidaz
CHPO: Cumenhidroperoksit

DAB: 3, 3'-diaminobenzidinetetrahydrochloride
dNTP: Deoksinukleosid trifosfat

dATP : deoxy adenosine trifosfat

dCTP : deoxy cytidine trifosfat

dGTP : deoxy guanosine trifosfat

dTTP : deoxy thymide trifosfat

dk : dakika

DM: Diabetes Mellitus

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DTNB: 5, 5'-ditio-2-nitrobenzoik asit

eGPx: Epididimal Glutatyon Peroksidaz
G-6PD: Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
GLUT: glikoz transport proteinleri

GPx: Glutatyon peroksidaz

GPxGI: Gastrointestinal Glutatyon peroksidaz
gr : Gram

GSH: Glutatyon

GSSG: Okside glutatyon

H.E: Hematoksilen Eosin

HNE: 4-hidroksinonenal

H,0,: Hidrojen peroksit

IDDM: insiiline Bagimli Diabetes Mellitus
NIDDM: Insiilinden Bagimsiz Diabetes Mellitus
i.p: Intraperitoneal

kDa: Kilodalton

LPO: Lipit peroksidasyon

M: Molarite

MDA: Malondialdehit

MEL : Melatonin

mg : miligram

ml : mililitre

mM: milimolar

MMLV: Moloney Murine Leukemia Virus
MRNA: Mesajc1 RNA

NAD: Nikotinamid adenin diniikleotid
NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NF: Nuklease Free

nm: Nanometre


http://tr.wikipedia.org/wiki/Nikotinamid_adenin_din%C3%BCkleotit_fosfat

NO : Azot oksit radikali

O, : Siiperoksit

OH : Hidroksil

OMP: Olfaktorik-metabolize protein

OOH : Peroksit radikali

PAS: Periyodik Asit Shiff

PBS: Fosfat Buffer Salin
PHGPx:Fosfolipid hidroperoksit Glutatyon peroksidaz
RNA: Riboniikleik asit

ROP veya ROT: Reaktif oksijen partikiilleri
rpm: Doniis devri

rRNAsin: Ribonuclease inhibitor

RT-PCR : Rewerse transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu
SD: Standart Sapma

Sec: Selenosistein

SOD: Siiperoksit dismutaz

STZ: Streptozotosin

Taq : Thermus aquaticus

TBARS: Tiyobarbitiirik asit reaktif substans
TBE : Tris (borate) EDTA (buffer)

TCA: Trikarboksilik asit

Tris : tris (hydroxymethyl) aminomethane
UV: Ultra viyole

B :Beta

ul : Mikrolitre

pm: Mikrometre

% : Yiizde
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ONSOZ
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1.GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

Kan sekeri olan glikoz, viicut igin gerekli olan enerjiyi saglar. Sekerin viicutta
enerji olarak kullanilmasi ve depolanmasi igin insiiline gereksinim vardir. Insiilin kan
sekerinin hiicre i¢ine girmesini ve sekerin normal simirlar igerisinde tutulmasini
saglar (42). Viicutta insiilin tretim ve kullanimina iliskin gelisen problemlerin bir
sonucu olan Diabetes Mellitus (DM, Seker Hastalig1), insiilinin tamamen veya kismi
eksikligine bagl olarak gelisen ve yiiksek kan sekeri (hiperglisemi) ile karakterize
bir hastaliktir (1).

Antik ¢aglardan beri ciddi bir saglik problemi olan seker hastaligi ile ilgili en eski
kayitlar, Alman bilgini Ebers’in 1878 yilinda Luksor’da buldugu, asir1 idrarla
seyreden bir hastalik seklinde tanimlamasi ile M.O. 1500 yillarinda misirda yazilmis
bir papiriiste bulunmaktadir (3, 45, 84). M.S. 130-200 yillar1 arasinda Orta
Anadolu’da Kapadokya bolgesinde yasayan Arataetus tarafindan hastaliga “diabet”
ismi verilmistir (3, 45, 84). Diabet kelimesinin yanina tatli ve balli anlamina gelen
“mellitus” kelimesi de 18. yiizyilda yasayan William Cullen tarafindan verilmistir
(84). Diabetlilerin idrarinin tatli oldugu gergegi 1664 yilinda Ingiliz doktor Thomas
Willis’in kesfi ile tekrar edilmistir (3, 45, 84). Bundan bir asir sonra fermentasyon
teknigi ile arastirma yapan Mathew Dobson (Liverpool) idrardaki tatli cismin seker
oldugunu ortaya koymustur. Bu sekerin glikoz oldugu 1815’de Chevreul tarafindan
saptanmistir. 1869°da Berlin’de doktora tezini sundugu calismada Langerhans, ileriki
sliregte kendi adi ile anilacak olan pankreas adaciklarini tarif etmistir (84). Hastaligin
pankreasla olan iligkisi 1889 yilinda Van Mering ve Minkawski’'nin pankreaktomi
yaptig1r kopegin diabetik olgusu ile kesinlik kazanmustir (3, 45, 84). Boylece seker
hastaligindan sorumlu olan organ bulunmustur. Banting ve Best’in 1921 yilinda
insilini pankreastan izole etmeleri (84) ve pankreasi ¢ikartilarak diabetik yapilmig
kopege vermelerinin ardindan kan sekerinin diistiiglinii gormeleri hastalikla ilgili

diislincelerin 6niini agmustir (3, 45).



Diabetes Mellitus, pankreasin insiilin sekresyonunun yetersizligi veya
dokularin insiiline cevabinin bozulmasi ile olusan, protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmasini etkileyen metabolik bir hastaliktir (197).

Pankreasin Langerhans adaciklarinin Beta (B) hiicrelerinde yapilan insiilin,
proinsiilin adi verilen bir polipeptid zincir seklinde 6n madde olarak sentezlenir
(172). Insiilin biosentezi igin gerekli olan genetik bilgi birikimi, B hiicresinin
deoksiriboniikleik asit (DNA) molekiillerinde bulunur. Proinsiilin amino asit dizilisi,
diger proteinlerde oldugu gibi DNA molekiillerinde kodlanmstir. ik sentez {iriinii
ise preproinsiilindir (203).

Insiilin salgilanmasini uyaran faktorler arasinda en dnemlisi glikozdur. Beta
hiicresinin baslica uyarani olan glikoz, sadece insiilin saliniminin uyaricist olmayip
ayni zamanda sentezin de uyaricisidir (129). Glikozun insiilin salinimini nasil
diizenledigi ile ilgili iki varsayim one siiriilmiistiir. ilki; p hiicresi membraninda
bulundugu kabul edilen reseptorlere glikoz baglanmasiyla, digeri ise ATP/ADP
oranindaki artisin ATP’ ye duyarli K ¢ikis kanallarmi inhibe etmesiyle oldugu
yoniindedir. Bu, B hiicrelerinin depolarizasyona ve voltaja duyarli Ca*? kanallarimin
etkinlesmesine yol acar. Ca™ un hiicre icine girisinin, insiilin salgilanmasiyla
sonuglandigr seklindedir (73).

Insiilin salmiminin en giiclii fizyolojik uyaran1 hiperglisemidir. Glikoz diizeyi
80 — 100 mg/dl’yi asinca sekresyon baslar, 300 — 500 mg/dl’de maksimuma ulasir.
Insiilin glikozun dokular igine girmesi igin gereklidir (73). Yani insiilinin glikoz
transportundaki  gorevi, glikoz  tasiyicilarimin @ yon  degistirmesini  ve
konsantrasyonlarinin artmasint saglamaktir (133, 147). Farkli hiicrelere glikozun
alinmasi i¢in de farkli glikoz tastyicilart (Tablo 1) vardir (73). Insiiline bagimh
glikozun transportu glikoz transport proteinleri araciligiyla gergeklestirilir (96).
Glikoz tasiyict ailesini 11 degisik protein olusturur ve bu proteinler D-glikoz
enerjisinin, konsantrasyon gradyanindan bagimsiz olarak hiicre i¢ine tasinmasini
kolaylastirirlar. Bu islemden temel olarak GLUT 4 izoformu sorumludur. GLUT 4
yag dokusu ve iskelet kasinda hakim olan glikoz tastyicisidir (110). GLUT 2
transport molekiiliiniin 6nemi, hepatositlerde ¢ift yonlii glikoz transportunda ve

pankreastan glikoz stimiilasyonu ile insiilin salgilanmasinda gorev almasidir.



GLUT 1 Eritrositler, beyin mikrodamarlar: (kan-beyin engeli), bobrek, kolon ve diger hiicreler

GLUT 2 Karaciger, pankreas B hiicreleri, incebarsak bazolateral ylizeyi.

GLUT 3 Noronlar, plasenta, testis.

GLUT 4 Yag, iskelet kast, kalp.

GLUT5 Ince barsak, testisler ve sperm, bobrek, iskelet kasi, adipoz doku ve beyinde daha az
diizeyde bulunmaktadir.

Tablo 1. Glikoz tasiyici protein izoformlar1 ve dokulardaki dagilimi (68).

Insiilin eksikliginde; glikoz, kana ve yag dokusuna yeteri Kadar tasinamaz
(175). Insiilin yetersizliginde glikoz, karaciger, yag ve kas hiicrelerine giremez,

dolayisiyla hiicresel enerji ihtiyact yaglardan karsilanmaya baslar (95, 133).

1.1.2. Diabetes Mellitusun Tipleri
Diinya Saglik Orgiitiine gore, diabetin temelde iki tipi mevcuttur (2).

1.1.2.1. Tip | Diabetes Mellitus (insuline Bagimh Diabetes Mellitus, IDDM)

Her yasta goriilebildigi gibi, genellikle ¢ocuklarda ve genglerde gorildigii
icin “juvenil diabet” diye amlir (44, 138). Insiilin hormonunun mutlak eksikligine
bagli olarak meydana gelen seker hastaligina Tip I Diabetes Mellitus denir (44).
Insiiline bagimli diabet denilmesinin nedeni; Langerhans adaciklarindaki
hiicrelerinin immun kaynakli yikima ugrayarak insiilin saliniminin durmasi ya da
diismesidir (28, 58, 138).

Uluslararast Diabet Federasyonu, diinyada en az 17 milyon kiside Tip I diabet

oldugunu tespit etmistir (43).

1.1.2.2. Tip 11 Diabetes Mellitus (insuline Bagimhi Olmayan Diabetes Mellitus,
NIDDM)

Genelde erigkinlerde goriildiigii i¢in “yetiskin diabeti” olarak adlandirilir (44).

Tiim diabetlilerin %90-95’ini olusturmasi nedeni ile en yaygin diabet tipidir (28, 43).

Ozellikle genetik faktdrlere bagl olan bu diabette, hastalign baslangicinda P

hiicrelerinin sayisi, insiilin olusumu, salimmi ve depolanmasi normaldir. Tip |l



diabette artan kan glikoz konsantrasyonuna ragmen hiicrelerin glikoz kullanamamast,

insiilin iretimini artirir. Fazla insilin retimi, reseptdr yikiminda artisa ve

reseptorlerin sayisinda azalmaya neden olur (28). Bu durumda insiilinin hiicresel

diizeydeki etkinligi azalir, 6zellikle yag hiicrelerinde lipolize bagl olarak serbest yag

asitlerinin olusumunu artirir (147).

Uluslararas1 Diabet Federasyonu, diinyada en az 170 milyon kiside Tip II

diabet oldugunu tahmin etmektedir (43).

Insiiline Bagimhi Diabetes Mellitus
(IDDM)

Insiilinden Bagimsiz Diabetes

Mellitus (NIDDM)

Esanlamlis1

Tip I; Geng tip diabet

Tip II; Erigkin tip diabet

Baslama yas1

Genellikle cocukluk veya pubertede

Siklikla 35 yasindan sonra

Hastaligin baslangicindaki

beslenme durumu

Genelde iyi beslenmis

Cogunlukla obezite bulunur

Goriilme siklig Diabetlilerin %10-20’sini olusturur. Diabetlilerin ~ %80-90’m1  olus-
turur.
Genetik yatkinlik Iliml1, vasat Cok giicli

Kusur veya eksiklik

B-hiicreleri yikilmustir. Insulin iiretimi

B-hiicreleri uygun nicelikte insiilin
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Ketozis Siktir Nadirdir
Plazma insiilini Diisiik veya yoktur. Normal veya yiiksek
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Oral hipoglisemik ilaglar

Yanit vermez

Yanit verir

Insiilin tedavisi

Her zaman zorunludur

Genellikle gerekmez




1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarinda ¢iftlenmemis bir veya
daha fazla tek elektron tasiyan molekiillere verilen isimdir (78). Omiirleri kisa
olmasina ragmen elektronlarin bu dizilimi kararsiz bir yapiya sahiptir (162). Baska
molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere oksidan
molekiiller veya reaktif oksijen partikiilleri (ROP veya ROT) de denmektedir (78,
162).

Serbest radikaller gesitli kimyasal olaylarin sonucu olarak viicutta siirekli ortaya
cikmaktadirlar. Bunlarin en etkili olanlari; tekli oksijen, hidroperoksitler ve siiperoksit
anyonlandir. Serbest radikallere karsi dogal antioksidan savunma sistemleri arasinda
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve melatonin
(MEL) vardir. Bunlarin yani sira E vitamini (alfa tokoferol), C vitamini, beta karoten,
flavanoidler, koenzim Q ve A vitamini de antioksidan faktorlerdendir (36).

Serbest radikaller yapilari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, hiicresel kaynaklari, rol
oynadiklar tepkimeler ve etkileri ile gesitli klinik durumlarin patogenezinde rol oynarlar
(71). Serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas dengenin,
prooksidan ve oksidan maddelerin lehine kaymasi oksidatif stresin gelismesine yol acar
(36). Oksidatif stresin en tipik gostergesi ise hiicre membranlarindaki doymamis yag
asitlerinden hidrojen atomunun uzaklasmasi ile baslayan lipid peroksidasyonudur
(71). Oksidatif stresin doku hasarma yol agtigi, kanser, diabet ve ateroskleroz gibi

patolojik durumlarin gelismesinde etkin oldugu gosterilmistir (36).

1.2.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Serbest radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur:
|. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yiiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma

sonucu bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar {izerinde kalir

(141).

II. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Radikal 6zelligi bulunmayan

bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde paylagiimamis



elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve
tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip

radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur (141).

Normal bir molekiile elektron transferi: Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron
olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin
molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan
siiperoksidin olusumuna neden olur. Superoksit radikalinin yapimindaki artis
da, oksijenin diger radikal tiirlerinin ve diger atom merkezli radikallerin

olusumu i¢in tetik fonksiyonu goriir (141).

1.2.2. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

1.2.2.1. Biyolojik Kaynaklar

Aktive olmus fagositler (solunumsal patlama )

Antineoplastik ajanlar: Nitrofurnation, bleomisin, doxorubicine.
Radyasyon

Aligkanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular.

Cevresel ajanlar: Hava kirliligi yapan fotokimyasal ajanlar, sigara
dumani, solventler, aromatik hidrokarbonlar.

Stres (4, 199).

1.2.2.2. intraselliiler Kaynaklar

Kiiciik maddelerin otooksidasyonu: Tioller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler, tetrahidropterinler ve antibiyotikler.

Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, triptofandioksijenaz ve hemoglobin.
Mitokondriyal elektron transportu.

Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
(' sitokrom P-450, sitokrom b5 ).

Peroksizomlar: Oksidazlar ve flavoproteinler.



e Plazma membrani: Lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz ve lipid peroksidasyonu.

e Oksidatif stres yapic1 durumlar: Iskemi, travma ve intoksikasyon (4).

1.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis tek elektron tasiyan serbest
radikaller bagka molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine girmelerinden dolay1
"oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen partikiilleri ( ROP veya ROT )" olarak
adlandirilirlar (78, 199). Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller

oksijenden olusmus radikallerdir (4, 30).

Organizmadaki en aktif ROP f{ireticileri fagositoz yapan hiicrelerdir. Bu

hiicreler farkli metabolik yangilarla uyarildiklarinda, oksijeni indirgeyerek hidroksil
radikali (OH"), hidrojen peroksit (H,0,) ve siiperoksit (O, ) gibi ROP’lar1 meydana
getirirler (162).

Stiperoksit radikal (O; 7) Hidrojen peroksit ( H,0, ) Singlet oksijen.
Hidroksil radikal (OH™) Lipid hidroperoksit (LO O H)
Alkoksil radikal ( LO ) Hipoklorik asit (HOC1)

Peroksil radikal (LOO )

Tablo 3. Reaktif Oksijen Partikiilleri (38).

Artmis Reaktif Oksijen Partikiillerinin Zararlan

1. Hiicre organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisini bozarlar,

2. Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler,

3. DNA’y1 tahrip ederler,

4. Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,

5. Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz,
ksantinoksidaz, indolamindioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz
oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler,

6. Hiicrenin potasyum kaybini artirirlar,



7. Trombosit agregasyonunu artirirlar,
8. Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,
9. Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve

transmitterleri yikarlar (79).

1.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin olusumu, antioksidan kapasiteyi asacak olursa
metabolik ve fonksiyonel bir ¢ok bozukluk ortaya ¢ikar (199). Basta lipidler olmak
lizere, protein, DNA, enzim, karbonhidrat ve tiim bunlarin 6nemli bilesikleri serbest
radikallerden etkilenir (4, 76). Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller
permeabiliteyi bozar, hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu
artirirlar (4, 199).

Eger serbest radikaller notralize edilmezler ise viicutta ciddi hasarlara
neden olabilirler;

e Hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 61diirmek,

e Membran lipid ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini
sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellemek,

e (Cekirdek membranini yararak niikleustaki genetik materyale etki
edip DNA'y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getirmek,

e Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini

zorlamak (74).

1.4.1. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid peroksidasyonu)

Serbest radikallerin, lipit peroksidasyonunu uyararak oksidatif stresi arttirdigi
bilinmektedir (138). Lipit peroksidasyonu (LPO), serbest radikaller tarafindan
baglatilan ve zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna kadar
ilerleyerek hiicre 6liimii ile sonuglanan bir durumdur (164). Ilk olarak radikal
tarafindan yag asidi zincirinin a-metilen gruplarindan bir H atomu uzaklastirilarak
lipid peroksidasyonu baslatilmakta (138) ve bdylece dayaniksiz bir bilesik olan lipid
radikali olusmaktadir (135, 138, 202). Lipid radikali de oksijenle reaksiyona girerek



lipid peroksil radikalini olusturur (135, 138, 202). Lipid peroksil radikalinin en
etkileyici temizleyicisi E vitaminidir (29). Lipid peroksil radikali de zar yapisindaki
diger doymamis yag asitleri ile reaksiyona girer. Boylece zincirleme bir reaksiyon
baslamis olur. Lipid peroksiller ortamdaki H atomlar1 ile reaksiyona girerek lipid
hidroperoksidleri de olustururlar (135, 138, 202). Lipid hidroperoksidlerin
membranlarda birikmesi sonucu, membran fonksiyonlari bozulur ve hiicre oliir. Lipid
peroksidasyon ile meydana gelen membran hasar1 geri doniistimsiizdiir (4). Lipid
peroksidasyonu, lipid hidroperoksidlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere
doniigmesi ile sona ermektedir (139). Aldehitlerden en iyi bilinen yikim {riinleri
malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi nonenal (HNE) dir (135, 202). Bu yikim
tirtinleri de DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilen mutajeniktirler (135, 202).
Lipit peroksidasyonun degerlendirmesi MDA 6l¢iimii ile yapilmaktadir (4).
Malondialdehit lipid peroksidasyonunun siddeti ile orantili olarak artmaktadir fakat
spesifikte degildir (135, 202).

Lipit peroksidasyonun oksidatif zararlarini siiperoksid dismutaz Onler, bu
isleme katalaz enzimi de yardim eder ve olusan lipid peroksidleri indirger.
Dokularda olusan agir1 miktarda lipid peroksidler seruma verilir ve GPx tarafindan

karacigerde metabolize edilir (82).

1.4.2. Proteinlere Etkileri

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri aminoasit
dizilimine baghdir (4). Oksidan maddeler, proteinlerde dekarboksilasyona, peptid
baglarinin hidrolizine, disiilfid ve ¢apraz baglarin olusumuna neden olur ve bu durum,;
hiicre icin esansiyel olan Ca-ATPaz, N/K ATPaz gibi enzimlerde fonksiyon kaybina
neden olacagi i¢in hiicre i¢i ve digi iyon dagilimimin bozulmasina neden olur (199).
Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallere affinitesi yiiksek
oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino
asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Ozellikle siilfiir
radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Bu reaksiyonlar sonucu
immunglobiilin G ve albumin gibi fazla sayida disiilfid bagi bulunduran proteinlerin

i¢c boyutlu yapisi bozulur. Boylece normal fonksiyonlarini yerine getiremezler (4).
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1.4.3. Niikleik asit ve DNA ya Etkileri

Serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve dliime yol agar.
Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek DNA
zincirinde kirilmalarin yanisira DNA polimerazin inhibisyonuna neden olur (4, 199).
Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit, membranlardan kolayca
gecer ve hiicre ¢ekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hiicre
Oliimiine yol agar. Bu yiizden DNA, serbest radikallerden kolayca zarar gorebilen
onemli bir hedeftir (4).

1.4.4. Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerinde de onemli etkileri vardir (4).
Karbonhidrat metabolizmasi iizerine etkisi, glikolitik ATP sentezinin azalmasi ve
ATP kullaniminin artmasi yoniindedir (199). Monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelir. Bunlar diabet

ve sigara i¢imi ile iligkili kronik hastaliklarda 6nemli rol oynarlar (4).
Radikal tepkimeleri su durumlarda sona erer.
a) Olusan radikallerin antioksidanlar ile indirgenmesi
b) Radikallerin birbirleri ile tepkimeleri

c) Ortamda tepkimeye girebilecek bilesik kalmamasi (141).

1.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, genel olarak serbest radikal olusumunu engelleyen maddeler
olarak tanimlanir (145). Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve
DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu dnleyen veya geciktirebilen

maddelere antioksidanlar ve bu olaya da antioksidan savunma denir (38, 140).

Antioksidanlar ‘ekstra’ elektronu olan molekiillerdir. Bu ekstra elektronu

vererek serbest radikalleri notrlestirirler yani etkisiz duruma getirirler ve bu sekilde
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onlarin normal oksijen molekiilleri durumuna gelmelerini saglarlar (161).
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen
tirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (4). Erigskin insan
organizmasinda reaktif oksijen metabolitlerini ve lipid kokenli ara drtnleri
detoksifiye eden koruyucu antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir. Bu
sistemlerden glutatyon redoks siklusu hiicre iginde olusan hidroperoksitlerin
indirgenmesini saglayan temel sistemi olusturmaktadir. Siklusun anahtar enzimi
glutatyon peroksidaz ve bunun da substrati indirgenmis glutatyondur (GSH). GSH
sentezi i¢in gerekli NADPH heksozmonofosfat santindan (HMS) glikoz-6-fosfat
dehidrogenazin (G-6PD) yardimi ile saglanabildiginden G-6-PD’da o6nemli bir
antioksidan enzim olarak kabul edilmektedir (121).

Serbest radikallere karsi savunma enzimatik ve non enzimatik olarak yapilir
(4). Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre i¢inde, enzimatik olmayan
antioksidanlar ise GSH harig hiicre disinda daha fazla etkilidir (140).

Antiokdisanlarin, hiicrelerin normal solunumu sirasinda yan iiriin olarak
olusan reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 viicut savunma sisteminde 6nemli bir
rolii olduguna inanilmaktadir (71). Serbest radikal tiirleri, siiperoksit anyonu (O7" ),
hidroksil radikali (OH" ), peroksit radikali (OOH ~), azot oksit radikali (NO™ )’dir. Bu
tirlerin pek ¢ok degisik mekanizma yoluyla hiicre 6liimiine neden oldugu, cesitli

DNA tiirlerine hasar verdigi ve kansere neden oldugu bilinmektedir (4).

Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi: Gidalardaki antioksidanlarin etkileri,
serbest radikal olusmasini engelleyici veya var olan serbest radikalleri etkisiz hale
getirici bir 6zellikle donatilmis olmalarindan kaynaklanir. Serbest radikal, kimyasal
olarak tizerinde ortaklanmamis bir elektron bulunan atom veya molekiildiir. Bunlar
hiperreaktif olduklarindan diger molekiillere gére ¢ok hizli reaksiyona girip ortamda
zincirleme olarak hizli bir sekilde ¢ogalir. Bu molekiillere ortamda bulunan oksijen
hemen baglanir ve yaglardan peroksit denilen bilesikler tiretilir. Bunlardan bir seri
zararli oksidasyon tirlinleri meydana getirilir. Bunlar, hem gida maddesi, hem de bu
giday: tiiketen insanlar igin zararlhidir. Iste antioksidanlarin yapisindaki bir hidrojen,
elektronu ile beraber serbest radikallere verilir ve boylece zincir seklinde devam eden

bozulma reaksiyonu 6nlenir. Antioksidanlar adeta kendilerini feda ederler (179).
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Antioksidanlar etkilerini baglica iki sekilde gosterirler:

1) Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:
e Baslatici reaktif tlirevleri uzaklagtiric etki,
e Oksijeni uzaklastirict veya konsantrasyonunu azaltici etki,

e Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki (140).

2) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

e Siipiiriicii/temizleyici (Scavenging) etki gdsterenler; Yeni radikal
olusumunu engeller ve olugsmus olan radikalleri daha az zararli hale
getirirler. Ornek olarak SOD ve GPx enzimleri ve bazi baglayici
proteinler verilebilir.

e Giderici (Quencher) etki gosterenler; Oksidanlarla etkilesip, onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini sondiiren ve inaktif hale getiren
bilesiklerdir. Ornek olarak, vitaminler (Vit A-beta karoten, Vit C-
askorbat, Vit E-alfa tokoferol), flavonoidler, mannitol ve antosiyanidinler
verilebilir.

e Zincir kiric1 (Chain breaking) etki gosterenler; Zincerleme olarak devam
eden tepkimeleri belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar.
Ornek olarak bazi vitaminler, iirik asit, biluribin ve albumin
gosterilmektedir.

e Tamir edici (Repair) etki gosterenler; Radikalin olusturdugu hasari
onarici etki. Bu grupta DNA tamir enzimleri, methionin siilfoksid

rediiktaz sayilabilir (4, 140, 202).

Serbest radikallere kars1 savunma enzimatik ve non enzimatik olarak yapilir (4).

1.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

Primer olanlar; Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Selenyum
bagimli Glutatyon Peroksidaz (GPx), Glutatyon-S-Transferaz (GST), Glutatyon
Rediiktaz (GR). Iliskili olanlar; NADPH-Kinon Oksidorediiktaz, Epoksit Hidrolaz,
UDP-Glukronil Transferaz, Sulfonil Transferaz, Glikoz-6-Fosfat Dehidrojenaz (G-6-
PD), &-Fosfoglukonat Dehidrojenaz (140).
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1.5.2. Enzimatik Olmayan Bashica Antioksidanlar

Glutatyon (GSH),Vitamin C, Vitamin E, Vitamin A, Flavinoidler, Melatonin,
Urik Asit, Albiimin, Haptoglobulin, Sistein, Seruloplazmin, Transferrin ve
Laktoferrin, Ferritin, Oksipurinol, Ubikinon, Bilirubin, Mannitol, Lipoik asit,
Hemopeksin (140).

1.6. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx) bir ¢ok izoenzimin ailesine verilen bir isimdir.
Bazi izoenzimler selenyum bagimli Glutatyon peroksidaz aktivitesine sahiptir ve
selenosistein igerir. Digerleri ise selenosistein igermez (17, 60)

Selenoprotein veya selenoenzim seklinde yapilan tanimlamalarindan dolay1
glutatyon  peroksidazlarin, selenoproteinler — konusu igerisinde  verilmesi
distiniilmistiir.

Hayvanlardaki selenyumun miktar1 karacigerde selenyum bagimli glutatyon
peroksidazin aktivitesi tarafindan yansitilir (75). Glutatyon peroksidazin aktif
bolgesinde selenyum bulunmasindan dolayi, enzim aktivitesindeki degisiklikler
selenyum durumundaki degisiklikleri yansitir (50). Selenyumun bilinen ilk biyolojik
fonksiyonu 1973°de Rotruk ve arkadaslar1 (152) tarafindan glutatyon peroksidazin
bir komponenti oldugu yoniinde rapor edilmistir. Ardindan da Flohe ve arkadaslart
tarafindan (56, 57) bu enzimin her bir alt initesinde bir selenyum igerdigi
bildirilmistir. Daha sonralari diger selenoproteinler identifiye edilmistir.
Selenoproteinler selenyumun selenosistein formunu igeren proteinlerdir (22).

Proteinlerdeki  selenyumun en biiyilk formu olan selenosistein
(selenocysteine) (Sec) genetik kod bakimindan 21 aminoasitten olusmustur ve TGA
tarafindan kodlanir (27, 67). Bu selenosistein; bakteri ve dkaryotlarda bulunur (67).
Biitiin selenoprotein genleri iki karakteristik 6zellige sahiptir. Bunlardan ilki, bir Sec
kodlayan TGA kodonu, digeri; bir Sec ekleyen sekans (SECIS) elementi (67).
Selenoenzimlerin aktivite merkezinin esansiyal kismini olusturan selenosisteinin
protein igerisine yerlestirilmesi ko-transisyonel sekilde olmaktadir ve bu yerlestirme
hem UGA kodonu tarafindan protein zincirine yerlestirilmekte hemde 3" - UTR deki
SECIS tarafindan yonlendirilmektedir (85).
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Enzimatik aktivitesi ile bilinen selenoproteinler redoks enzimleridir ve aktif
bolgelerinde selenosistein igerirler. Bu enzimlerin etkili fonksiyonu onlarin
selenyumuna baghdir (22). Yaklastk 30 civarinda belirlenen memeli
selenoproteinlerinden bir diizineye yakini sekans ve fonksiyon bakimindan
karakterize edilmistir. Bunlardan bazilari;

e Dort tane glutatyon peroksidaz,

e Ug tane iodothyronine deiodinases
e Selenoprotein P

e Selenoprotein W

e Thioredoxin reductase

e Selenophosphate synthetase (21, 90).

Glutatyon peroksidazlar iki ana gruba ayrilir. Bunlardan bir tanesi aktif
bolgesinde kovalent bagla bagl selenyumun selenosistein formunu igeren tipi (56,
152) yani selenyuma bagimli formu, digeri ise hidrojen peroksitle 6nemsiz bir
aktiviteye sahip olan selenyumdan bagimsiz formudur (113) ki bu smif glutatyon

transferazlar tarafindan olusturulmustur (146).

Selenyum iceren Glutatyon Peroksidazlar

Glutatyon peroksidaz (GPx; EC 1.11.1.9) indirgenmis glutatyonu kullanarak
hidrojen peroksit (H,O,) veya organik hidroperoksitlerin su veya alkollere
indirgenmesini katalizler (4, 21, 47, 75, 88, 140). Sitosolde yerlesmis, 4 selenyum
atomu igeren tetramerik yapida bir enzimdir (140).

Neubert ve arkadaglari (130) tarafindan Glutatyon peroksidazin
biomembranlarin doymamus lipidlerini oksidatif zarardan korudugu bildirilmistir.
Glutatyon peroksidaz inorganik ve organik peroksitlerin yikimlanmasini katalizler
(149). Bu sekilde lipid peroksidasyonu oOnler ve bdylece hiicre membranlarini
oksidatif zarardan korur (37).

GPx ilk olarak Mills (115, 128, 187) tarafindan kesfedilmistir ve oksidatif

zarara karsi eritrositleri koruyan bir enzim oldugu Cohen ve Hochstein tarafindan
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gosterilmistir (187). Daha sonralart memeli GPx’lerinin diger tipleri izole edilmis ve
organizmalarin biiylik bir boliimiinde ekspre edildigi gosterilmistir (88).

Bir ¢ok izoenzimin ailesi olarak kabul edilen glutatyon peroksidazlarin bazi
yazarlarca (7) dort, bes (67, 156), baz1 yazarlarca (17, 88, 115) da alt1 tiirii oldugu
bildirilmistir. GPx ailesi aminoasit sekans, substrat spesifitesi ve hiicresel
lokalizasyonu bakimindan Tablo 4’ de verilmistir (88).

Glutatyon peroksidaz memeli dokularinda genis bir sekilde dagilmistir ve
karaciger en zengin kaynaklarindan biridir. Normal insan ve rat karacigerinde bu
selenoenzim organin ¢dziinebilir proteininin yaklasik % 25’ini olusturur (169).

Glutatyon peroksidaz biitiin  hiicrelerde  bulunur (27). Glutatyon
peroksidazlarin dagilimi ratlarda ¢ok genis bir sekilde calisilmistir. Hepatositlerde
selenyum bagimli gultatyon peroksidazin baglica sitosolde, mitokondrinin
matriksinde (51, 53, 120, 122) ve niikleusda (122) lokalize oldugu bildirilmistir.

Karacigerde en yiiksek, kalp, akciger ve beyinde orta, kasta diisiik aktivitede
bulunur. GPx, asir1 hidrojen peroksit varliginda glutatyonun (GSH) okside glutatyona
(GSSG, glutatyon disiilfid) oksidasyonunu katalize eder; bu arada H,O, de suya
dontistiiriilerek detoksifiye edilmis olur (140).

GPx

H,0,+2GSH — GSSG +2H,0
(ROOH) (ROH)

Glutatyon peroksidazlarin siniflandirilmas;

1. GPx 1 (Klasik ya da sitosolik)

2. GPx 2 (GI-GPx, Gastrointestinal)

3. GPx 3 (pGPx, Plazma)

4. GPx 4 (PHGPx ya da fosfolipid hidroperoksit)

5. GPx 5 (Epididimal)

6. GPx 6 (Olfaktorik epitel) (88).

Bunlardan GPx 5 ve GPx 6 harig biitiin memeli GPx proteinleri selenosistein
icerir (88). Glutatyon peroksidazlar arasinda mRNA’nin sabit kalmasi yoniinden
yapilan siralamada GI-GPx > PHGPx > pGPx = ¢cGPx seklinde ifade edilmistir (21).
Bunlarin gen olarak adlandirilmasi ise GPx 1, GPx 2, GPx 3, GPx 4 seklinde
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olmaktadir (34, 52). GPx izoenzimlerinin dokulardaki dagilimlari farklidir. GPx 1’in
cogu memeli tiirlerinde c¢esitli dokularda agik bir sekilde dagilim gosterdigi
bilinmektedir (17, 60). GPx 2 baslica gastrointestinal sistemde lokalizedir. GPx 3
bobrekte, GPx 4’iin testiste lokalize oldugu bildirilmistir. GPx’in iki izoenzimi daha
vardir. Bunlar; GPx 3 ile niikleotid/protein sekans bakimindan benzer yapiya sahip

olan GPx 5 ve GPx 4 ile benzer bir yapiya sahip olan GPx 6 dir (60).
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Siralama GPx1 GPx2 GPx3 GPx4 GPx5 GPx6
Literatiir cGPX GI-GPX pGPX PHGPX eGPX OMP
Adlandirma (sitosolik ya da klasik) | (gastro-intestinal) (plazmatik) (Fosfolipid (epididimal) (Olfaktorik-metabolize protein)
hidroperoksit)
Doku Dagilinm Kirmiz1 kan hiicreleri, | Mide, barsak, karaciger Bobrek,  akciger, | Testis, Epididymis, Olfaktorik epitelyum
karaciger, akcigerler, epididiymis,  vas | spermatozoa, spermatozoa
bobrek. deferens, plasenta, | karaciger,
seminal kese, kalp, | bobrek, kalp,
kas. beyin.
Hiicresel Sitosol, cekirdek, | Sitosol, ¢ekirdek Salg, sitosol Cekirdek, Salgi Bilinmemekte
Lokalizasyonu mitokondri sitosol,
mitokondri,
membrane-
bound
Molekiiler 21 22 22.5 19 24 22.5
Agirhg (kDa)
Multimerization |4 4 4 1 2 4
SeCys Var Var Var Var Yok Var/Yok
ilk Referansi Mills, 1957 (128) Chu ve ark. 1993 (34) Takahashi ve ark. | Ursini ve ark. | Ghyselink ve | Dear ve ark. 1991 (40)

1987 (181)

1985 (188)

ark. 1989 (65)

Tablo 4. Glutatyon Peroksidaz Cesitleri (88)
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1.7. Karaciger

Sindirim sistemi ile ilgili olan ve organizmanin en biiyiik bezi olarak kabul
goren Kkaraciger (72, 104), duodenum epitelinden (endoderm) meydana gelen
tomurcuklanmalarla gelismeye baslar (83, 204). Sindirim kanalindan emilen
besinlerin islendigi ve viicudun diger kisimlari tarafindan kullanilmasi igin
depolandigi bir organdir (97). Viicudun en biiyiikk bezi olan karaciger (72, 104),
median hattin sag tarafinda bulunur ve ekseni dorso-ventral ve craniale dogrudur
(48). 1400 ile 1700 gram agirliginda olan ve safra tlreten karaciger (13), koyu
kirmizi-kahverengi goriinlimiinde, elastikiyeti az olan gevrek bir organdir (48).

Karaciger kollagen ve elastik iplikler igeren bag dokudan bir kapsiille
sarilidir. Glisson kapsiilii de denen bu yapiyr distan peritonun viseral yapragi sarar
(72, 104, 184). Karacigeri gevreleyen bag doku beraberinde karacigerin kanallar1 ve
damarlar1 da organin iglerine girerek organi loplara ve lopguklara ayirmaktadir (72,
184). Lobiiller (lobulus) hepatosit denilen karaciger epitel hiicrelerinden yapilmustir.
Karaciger lopcuklar1 icin yapisal ve fonksiyonel o6zellikleri bakimindan ii¢ adet

kavramsal yaklagim bulunmaktadir (104).

I. Klasik lop¢uk (V. Sentralis lopcugu): Karacigerin klasik, fonksiyonel ve yapisal
tinitesi olan karaciger lopgugu, 0.7 x 2 mm boyutlarinda, genelde hekzagon (altigen)
seklinde poligonal yapida bir doku kitlesidir (97). Klasik lopgukta hepatosit olarak
adlandirilan karaciger epitel hiicrelerinin anastomozlasarak meydana getirdigi
kordonlarin ve bu kordonlarin aralarinda yerlesmis olan sinuzoidlerin merkezi bir
vena (vena sentralis) ¢evresinde, radiyer bir bicimde yerlesmesi ile meydana gelen
lopguktur (72, 184). Klasik lopgukta kan akimi periferden merkezi venaya (vena
sentralis) dogrudur. Hekzagonal sekilli klasik lopguklarin aralarinda bulunan bag
doku alanlar1 Kiernan araligi veya Glisson {i¢ggeni olarak adlandirilir. Klasik
lopgugun her bir kosesinde karaciger t¢liisii denilen vena portanin kolu olan vena
interlobularis, arteria hepatika ve duktus biliferus yerlesmistir (72, 184).

II. Portal lopcuk: Karaciger {g¢liisiiniin bulundugu alan portal lopcugun merkezi
kabul edilir (72, 184). Lopgugun kdselerini ise komsu olan {i¢ klasik lopguga ait vena
sentralisler olusturur. Bu tiir lobulusta safra akis1 periferden merkeze dogru olusu ile

klasik lopguktan bir ayricalik gosterir (72).
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II1. Karaciger asinusu (fonksiyonel birim): Arteria hepatikanin terminal kollarinin
smirlarint belirledigi asinuslarda, arterden gelen kanin vendz siniizoidler boyunca
akis1 oksijenlenmede ve beslenmede bolge I, bolge II ve bolge 11T olarak adlandirilan
bir derecelendirme olusturur (72, 104).

I. Bolge: Klasik lopgugun en disindaki bolge olup, oksijenden ve besin
maddelerinden en zengin bolgedir.

II. Bolge: Oksijen ve besin maddeleri agisindan ara bir durumda bulunan ortada yer
alan bolgedir.

II1. Bolge: Merkezi venaya (vena sentralis) en yakin bolge olup, oksijen yoniinden de

en fakir bolgedir (72, 104, 184).

Hepatosit (Karaciger Epitel Hiicresi)

Lopguklar igerisinde yer alan hepatositler lopcugun periferinden merkezine
dogru 1s1nsal bir bicimde hiicre kordonlar1 (Remark kordonlar1) olusturarak uzanir.
Kordonlar iki sirali karaciger epitel hiicrelerinden yapilmislardir (97, 184). Hepatosit
kordonlar1 arasina siniizoidler yerlesmistir (72, 104, 184). Hepatositler ile sintizoidler
arasinda Disse aralig1 denilen perisiniizoidal bosluk yer almaktadir (72, 104). Disse
aralig1, hepatositler ile kan arasinda madde aligverisine olanak saglamaktadir (72).

Her bir hepatositin iki hiicresel bolgesi bulunmaktadir. Ilki ¢ok sayida
mikrovillus igeren bazolateral bolgedir ki Disse araligina bakan yiizdiir. Bazolateral
bolge, kandan kaynaklanan maddelerin emilimine ve plazma proteinlerinin
salgilanmasina katkida bulunur. Ikincisi ise apikal bdlge olarak adlandirilir. Apikal
bolgenin 6nemi ise; mikrovilluslarla ¢evrelenmis bir girinti seklinde, hepatositin
ekzokrin iiriini olan safranin disar1 kacisin1 Onlemek {tizere kenarlar1 tikayici
baglantilarla siki bir sekilde kapatilmis olan safra kanalikiiliiniin kenarinm
cevrelemektedir (72, 104).

Hepatositler tarafindan yapilan safra, intraselliiler safra kanalciklart ile
ekstraselliiler safra kanaciklarina tasiir. Lopguk disina Hering kanali ile tasinan
safra, lopguklar arasindaki safra kanali olan duktus biliferusa oradan da karacigerden
ayrilan duktus hepatikusa gecer. Duktus hepatikus duktus sistikus ile birlesmesinin

ardindan duktus koledokus adin1 alarak duodenumun baslangi¢ kismina agilir.
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Yapilan safra su fonksiyonlarin gerceklesmesinde rol oynar;

e Kolesterol, fosfolipidler, safra asitleri, konjuge bilirubin ve elektrolit salgisi,

e Enterohepatik dolasim yolu ile barsaklara I[gA’nin tasinmasi,

e Barsak lumeninden yag emilimi,

e Hepatositlerde iglenen agir metal ve ilaglarin metabolik {iriinlerinin atilmasi

(72).

Lobulus i¢i kan dolasim aginmi olusturan siniizoidler, hepatosit kordonlarmin
aralarina yerlesmis olan agik kilcallardir (72). Karaciger siniizoidleri 2 hiicre tipi ile
cevrelenmistir. Biri, siireklilik gostermeyen bir bazal lamina ile iligkili olan pencereli
sitoplazmaya sahip endotel hiicresi, digeri ise savunma mekanizmasinda rol oynayan
endotel hiicreleri arasinda yerlesmis ve fagositoz yapan Kupffer hiicreleridir (72,
104).

Yukarida bahsi gecen hiicrelerden farkli olarak yine karaciger de bulunan diger
bir hiicre ¢esidi ise Ito hiicreleridir. Perisiniizoidal alanda bulunan ve Disse araliginin
sinlizoidlere bitisik olan kisminda yerlesmis olan bu hiicreler, yag ve vit A

depolarlar. Patolojik durumlarda ise kolagen iireten hiicrelere doniisiirler (72, 97).

1.8. Streptozotosin (STZ)

Son yillarda deneysel diabet yapmak i¢in siklikla kullanilan streptozotosin,
ilk defa 1959-1960 yilinda “streptomyces achromogenes” den fermentasyon yolu ile
elde edilmis olup (62, 89, 116), iki yil kadar antibakteriyal bir ajan olarak
kullanilmistir (62, 89, 116, 148). Fakat hiperglisemik etkisi nedeniyle antibakteriyal
bir ajan olarak kullanimina son verilmistir (62, 116).

STZ’nin diabetojenik etkisi ilk defa Rakieten tarafindan gosterilmistir (148).
Gilinlimiizde STZ ile olusturulan deneysel diabet modelinin insanda meydana gelen
diabete ¢ok benzemesi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir (173). Kapali
formiilii CgH15N307 olan (62, 88, 116) ve 256.22 molekiil agirligindaki streptozotosin
(89), N-(Methylnitrosocarbomoyl)-a-D-glucosamine  yapisindadir. Isiktan
korunulmasinin yani sira nétral pH’da hizla dekompoze olmasi nedeni ile optimum
stabilitesi i¢in ortamin pH’sinin 4-4,5 olmasi1 gerekir (18, 176). Bu nedenle de

cozdiriiliirken sitrat tamponu kullanilmasi onerilir (176). Ayrica STZ stabil
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olmamasi nedeni ile derin dondurucuda muhafaza edilmeli. STZ’de etkin grup metil
nitrozoiire, glikoza 2. karbonundan baglanmistir (18). STZ hizla metabolize olarak
idrarla atilmaktadir. SZT nin yapisindaki 2. karbon ile metil grubuna bagli azot
arasindaki bagin kirilmasi ile metabolize olur. Bunun sonucunda da agiga ¢ikan N-
nitrozotireido kalintis1 hiicre hasarina yol agmaktadir (138).

STZ toksik etkisini direkt olarak pankreasin 3 hiicrelerinde hasar olusturarak
meydana getirmektedir. STZ gibi selektif olarak pankreas beta hiicrelerini
hasarlayarak insiiline bagimli diabete neden oldugu bildirilen (180) alloksan da
monohidrat [2,4,5,6 (1H,3H)-pyimidinetetrone] yapisinda bir iirik asit tirevidir.
Alloksan streptozotosine gore daha yiiksek genel toksik etkiye sahip olmakla birlikte
maliyet bakimindan ise daha ekonomiktir (173).

Streptozotosinin  diabetojenik etki mekanizmas: igin farkli goriisler
bulunmaktadir. Bazilarina goére (87) STZ sitotoksik etkilerinin serbest radikal
temizleyici enzimlerin inhibisyonu araciligi ile olmakta ve bdylece siiperoksit
radikallerinin tiretimini arttirmaktadir. Bazilarina goére ise STZ, pankreasta serbest
radikal temizleyicisi (scavenger) olan siiperoksit dismutazi inhibe eder ve bdylece
serbest radikallerin birikmesi sonucu [ hiicreleri yikima ugrar (183). Bazi
aragtirmacilara gore ise STZ, P hiicrelerinin plazma zar1 iizerinde hasar
olusturmaktadir. STZ glikoz kalintisi igerdiginden glikoz gibi reseptore baglanmakta
boylece glikozun uyardigi insiilin salgisini bloke etmektedir (185). STZ’nin
pankreatik B hiicrelerine alinimi glikoz tasiyicisi GLUT-2 yolu ile olmaktadir.
GLUT-2’nin azaltilmig ekspresyonunun STZ’nin diabetojenik etkisini azalttig
bildirilmistir (49, 157, 186). Fakat en ¢ok benimsenen teorilerde ise STZ’nin
igerisindeki fazladan glikoz molekiilii yardimi ile B hiicresi i¢ine girip, DNA kirilimu
yaptig1 (49, 200) hiicre igerisinde DNA’y1 tamir amaci ile aktive olan poli (ADP-
riboz) sentetaz enziminin intraselliiler nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)
molekiillerini kullandig1 (87, 138, 185, 195, 200) ve B hiicrelerinde NAD diizeyinin
patolojik sinirlara diismesi ile hiicreyi nekroza gétiirdiigii bildirilmistir (138, 185,
195, 200).

STZ uygulamasindan sonra kan glikoz diizeyinde ii¢ asamali bir yanit

olusmaktadir (194).
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I. Enjeksiyonun ilk 1-2 saatinde karaciger glikojeninin ani pargalanmasina
bagli olarak kan sekeri yiikselir (hiperglisemi). Bu durumda plazma insiilin
diizeyi diistiktiir (18, 174). Yani siiratli gelisen hiperglisemi, dokularin glikoz
kullanmasina yapilan inhibisyon veya oOzellikle karaciger dokusunda,
karacigerin kullanim hizin1 asan bir glikoz serbestlesmesinin olmast durumu
s0z konusudur (62).

Il. Enjeksiyonun 6 ile 12. saatleri arasinda belirgin bir hipoglisemi tablosunun
goriilmesi. Bu donemde plazma insiilin diizeyi oldukea yiiksektir (18, 174).
Burada da gelisen hipoglisemide; glikozun dokular tarafindan kullaniminin
artmasi, glikozun dokulardan kana gegisinin baskilanmasi, glikozun
bobreklerden atiliminin artmasi gibi nedenler diisiiniilmektedir. Ayrica bu
hipogliseminin STZ’nin B hiicrelerini yikimlamasi esnasinda serbestlesen
insiilinden kaynaklandigida disiiniilmektedir (24).

I1l. Enjeksiyondan 18 ile 24 saat sonra kalic1 hiperglisemi tablosunun goriilmesi
(18, 174). Bu safhadaki olay STZ ile B hiicrelerinde nekroz olusumu ve
insiilin  saliniminin  azalmasidir. Deneysel verilere gore STZ’nin f3
hiicrelerinde se¢imli bir birikim yapmasi, B hiicrelerinin 6zelligine baglh
olabilecegi yoniindedir. Burada P hiicrelerinde hiicre i¢i pH’nin degisik
olmasi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 glikoz konsantrasyonlarmin farkli olusu,
hiicrelerinde dehidrojenaz ve koenzimlerin diisiik konsantrasyonda olmasi

gibi kriterlerden bahsedilmektedir (114).

1.9. Diabet Etiyolojisinde Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikal i¢in yapilan tanimlama; Molekiiler veya atomik ydriingesinde
bulunan ve genelde ¢ok reaktif olan ciftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal
iriin oldugu seklindedir (4). Serbest radikal zincir reaksiyonlari, molekiillerden
H’nin uzaklastirilmast ile baglar (6).

Oksidatif denge; Organizmada serbest radikal olusum hizi ile bunlarin
ortadan kaldirtlma hizinin bir denge icerisinde olmasi halidir (160). Organizma bu
zararli radikallerin etkisiyle basa ¢ikabilmek i¢in enzimatik ve nonenzimatik

antioksidan savunma sistemlerine sahiptir (127, 190). Diabette bu denge serbest
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radikal lehine bozulmustur (122, 125, 127). Oksidatif stres, serbest radikal olusumu
ile antioksidan savunma sistemleri arasindaki dengenin serbest radikal lehine
bozulmasi olayidir (16, 29, 127, 131, 160, 190), ve bu durum sonugta doku hasarina
yol agmaktadir (16, 99, 131, 160).

Serbest yag asitleri ve serbest radikal tiirevli gesitli antioksidanlarin diabette
arttig1 ve bu artisin da pek ¢ok sistemik bozukluklara neden oldugu bilinmektedir
(15, 64, 70, 138, 151, 158, 167). Oksidatif stres, tip I diabette 6zellikle pankreatik
hiicrelerinin  apoptozisine, tip II diabette ise insiilin salgilanmasini uyaran
mekanizmanin inhibe edilmesine neden olarak (20), protein glikolizasyonu,
ateroskleroz, retinopati, nefropati, norolojik disfonksiyonlar gibi diabetik
komplikasyonlar olusturur (95, 118, 125, 127). Yani oksidatif stresde reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ve serbest radikallerin olusum hiz1 ile antioksidan savunma kapasitesi
arasindaki dengesizlik diabetin kronik komplikasyonlarina neden olmaktadir. Bir
baska ifade ile lipid hidroperoksidler, konjuge dienler, tiyobarbitiirik asit reaktif
maddeler (TBARS) ve isoprostanlar gibi oksidatif stres gostergelerinin diizeylerinin
arttig1 diabetli hastalarda C ve E vitaminleri, glutatyon, SOD, CAT, GPx gibi
antioksidan parametrelerin miktarinin azalmasi diabetin kronik komplikasyonlarinin
patogenezisinde oksidatif stresin dnemli bir rolii olabilecegini gostermektedir (26,
118, 125, 127).

Diabet sonucu olusan hiperglisemi, glikozun otooksidasyonuna (93) ve
proteinlerin glikolizasyonuna (196) bagli olarak, serbest radikallerin olusmasina
neden olur (93, 167, 196). Yani diabetes mellitusta en 6nemli problem glikozun
metabolize edilememesi sonucu kanda birikmesi, enerji tretiminde lipidlerin
kullanilmasi ile zararli serbest radikallerin artmasidir. Bu hastalikta, glikozun
otooksidasyonu hizlanmakta (32, 66, 93) ve okside olan glikoz, glikoz asitlerine
doniisiirken bir taraftan da serbest radikalleri olusturmaktadir (32, 66). Serbest
radikaller (OFR) malondialdehitin (MDA) olusumu ile sonuglanan membran
fosfolipidleri  iizerinde sitotoksik etkilere neden olurlar. Membranlarin
peroksidasyonu membran yapisinda kayba neden olarak permeabilite ve siviligini
artirir (77).

Diabette serbest radikallerin iiretiminin artmasina yol agan diger 6nemli bir

etki de, antioksidanlarin miktarinin azalmasi sonucu oksidan/antioksidan dengenin
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bozulmasidir. Poliol yolunda glikozun sorbitole metabolize edilmesi sonucu NADPH
miktarinin azalmasi, okside glutatyonun rediikte forma doniisiim hizin1 yavaglatarak
antioksidan kapasiteyi negatif yonde etkilemektir (159). Diabetes mellitusta serbest
radikal artis1; proteinler, lipidler ve nikleik asitlerle etkileserek proteinlerde
fonksiyonel ve yapisal degisikliklere, membran biitiinliigliniin kaybina ve genetik
mutasyonlara yol agmaktadir (122, 127, 190). Diabetik kisilerin plazma ve
dokularinda lipid peroksidasyon iiriinlerinde artis meydana gelmektedir (4, 100).
Diabette serbest radikal olusumunun arttig1 ve radikal baglayici sistemlerde azalma
oldugu ileri siirtilerek, diabetiklerin antioksidanlara daha ¢ok ihtiya¢c duyabilecegi
savunulmustur (30, 112).

Karaciger ilaglarin ve diger maddelerin metabolizmasi i¢in 6nemli bir
organdir ve hiperglisemi sonucu olusan oksidatif stres karaciger hasarina yol agabilir.
Netice de diabetik sigan karacigerinde antioksidan enzim aktivitesinin ve glutatyon
seviyesinin kontrollere gore 6nemli derecede azaldigi belirtilmistir (177).

Sonug itibari ile diabet serbest radikallerin arttigi veya antioksidan
mekanizmalarin inhibe oldugu oksidatif stres durumlarindan birisidir. Arastirmalarda
bazi antioksidan enzimlerin azaldigi, arttigi veya degismedigi yoniinde raporlar
verilmis olsa da fikir birligine varilan konu diabette lipid peroksidasyonunun arttig

ve antioksidan savunma mekanizmalarinin bozulmus oldugudur (126).
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2. MATERYAL VE METOT

Yapilan ¢alisma, Kafkas Universitesi (KAU) Veteriner Fakiiltesi, Histoloji ve
Embriyoloji, Patoloji, Biyokimya AD. Laboratuarlari, KAU Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Laboratuarlar1 ile KAU Hayvancilik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Laboratuarlari’nda gergeklestirilmistir. RT PCR ile elde edilen genlere ait
bantlarin densitometrik olciimii Missouri Universitesi Asistan Profesorii Yiiksel
AGCA tarafindan Kodak D v 3.6.3 software (New Haven, Conn., USA) programi ile

hesaplanmustir.

2.1. MATERYAL
2.1.1. Hayvan Materyali

Calismada kullanilan deney hayvanlar;, Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesinden temin edilmis hayvanlardan c¢ogaltilan yeni nesil farelerden
olugsmustur. Hayvanlarin se¢iminde saglik durumlarinin iyi olmasina ve daha dnce
herhangi bir deneyde kullanilmamis olmasina dikkat edildi. Farelerde yapilan
uygulamalar icin Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulundan (Karar No: 13, Tarih: 04.04.2007) izin alindi. Calismaya baslamadan
once farelere antiparaziter ilag uygulamasi yapildi. Ortalama 8-12 haftalik, 36 adet
Swiss albino fare, Erzurum Bayramoglu Yem Fabrikasi A.S.’den temin edilen
standart fare yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi. Deneyde kullanilan fareler 3
gruba ayrilarak nem oranmin ortalama %350 + 5 oldugu 6zel bir ortamda 22 + 2 °C
oda sicakliginda, 12 saat karanlik, 12 saat 151k ortamda standart kafeslerde
barmdirildi.

Deneye baslamadan once tiim farelerin agirliklart kaydedildi ve orbital
sinuslarindan hematokrit tiipli ile alinan kanda el glukometresi (Accu-Chek-Go,
Roche) ile kan sekerleri dlgiildii. Gruplara gore deneysel uygulamalar Tablo 5’de

gosterilmistir.
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Deney Gruptaki Deneysel uygulamalar

Gruplan Denek Sayisi

Grup | 6 Herhangi bir uygulama yapilmadi.

(Kontrol)

Grup I 15 0.2 ml pH 45 deki 0.1 M sitrat tamponunun
(Sham) intraperitoneal tek enjeksiyonu.

Grup 11 15 0.2 ml pH 4,5 deki 0.1 M sitrat tamponu igerisinde
(Deneme) STZ’nin intraperitoneal tek enjeksiyonu.

Tablo 5. Gruplara gore deneysel uygulamalar.

2.1.2. Streptozotosin (STZ)
Calisma grubu farelerde deneysel yoldan diabet yapmak amaci ile kullanilan
streptozotosin (STZ) (Sigma S0130-100 MG), soguk zincir sartlara dikkat edilerek

temin edildi. Uygulamanin baglama siiresine kadar -20 °C’ de muhafaza edildi.

2.2. METOT

2.2.1. Deneysel Diabet Olusturulmasi
Yapilan ¢aligmada deney hayvanlari ii¢ (deneme, sham ve kontrol) gruba
ayrild.
a. Deneme grubuna 8 saatlik aglik sonrasi taze sitrat tamponu (pH 4,5 de 0.1
M) igerisinde eritilen streptozotosinden (STZ) (14), her hayvana 100 mg/kg
olacak sekilde (101) tek doz 0.2 ml intraperitoneal (i.p) uygulandi.
Denekler uygulamadan 4 saat sonra standart fare yemi ve i¢cme Suyu ile
beslendi (143).
b. Sham grubuna 8 saat aglik sonrasi her hayvana 0.1 M sitrat tamponu
intraperitoneal (i.p) uygulandi.

c. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi.

2.2.2. Farelerde Canli Agirlik Olciimii

Farelerin canli agirliklar1, deneye ilk baslangi¢c zamani “0” kabul edilip, 0., 3., 7.,
15., 21. ve 30. giinlerde 8 saatlik aclik sonrasi, sabah saatlerinde, hassas digital terazi
(Precisa- XB220A) ile tartildu.
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2.2.3. Farelerde Kan-Glikoz Degerlerinin Ol¢iimii

Farelerin kan-glikoz degerleri 8 saatlik ac¢lik sonrasi yine ayni zaman
araliklarinda (0., 3., 7., 15., 21. ve 30. giinlerde) 6l¢iildii. STZ uygulamasindan 72
saat sonra 8 saatlik aglik sonrasi orbital sinuslardan hematokrit tiipii ile alinan kanda,
el glukometresi (Accu-Chek-Go, Roche) ile kan glikoz degerleri Olgiilerek, 200
mg/dl ve tizerinde olanlar diabet kabul edildi (101).

2.2.4. Farelerden Karaciger Orneklerinin Alinmasi

Farelerden doku alimina diabet olusmunun teyit edildigi 3. giinden itibaren

baslandi. Karaciger 6rnekleri servikal dislokasyonla 3, 15 ve 30. giinlerde alindu.

2.2.5. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in alinan karaciger 6rnekleri soguk serum fizyolojik su
ile iki kez yikandiktan sonra deneyin yapilacagi giine kadar derin dondurucuda (-20
°C) saklandi. Derin dondurucuda saklanan karaciger ornekleri pH’st 7,4 olan fosfat
tamponu igerisinde %10 oraninda homojenize edilerek, GPx ve protein miktari

diizeyleri ¢alisildu.

2.2.5.1. GPx Analizi
GPx analizi Matkovics ve arkadaslarimin (123) yontemi ile yapildi.

Numuneler i¢in 6rnek ve kotrol olmak iizere iki tiip serisi hazilandi (Tablo 6).

1. Tiip Serisi 2. Tiip Serisi

Numune Kontrol Ornek
Doku 6rnegi 0.5ml 0.5ml
Tampon 1 doku 0.3 ml 0.3 ml
CHPO — 0.1ml
GSH 0.1ml 0.1ml

Tablo 6. GPx analizi i¢in hazirlanan tiip serileri.
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Hazirlanan tiip serileri 10 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra % 10’luk
TCA’dan her 2 tiip serisine 1ml ilave edildi. 5 sn araliklarla yapilan pipetlemenin
ardindan tiipler 2500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Sonrasinda siipernatanttan her 2
tip serisine de Iml ilave edildi. Ardindan DTNB’den her 2 tiip serisine de 0.1 ml
ilave edilerek 5 dk beklendikten sonra 412 nm’de saf suya kars1 okundu.

Hesaplama
X = E (kontrol) — E (6rnek) x 0.76989/ (numunenin protein miktar).

2.2.5.2. Protein Miktarmin Tayini

Dokudaki protein miktar tayini Karunaratne ve arkadaslarinin (102) yontemine
gore yapildi. Standart olarak % 0.05 gr sigir serum alblimini iceren ¢dzeltiden 10 pl,
20 pl, 30 pl, 40 pl, 50 pl ve numune olarak doku homojenizatindan 0.005 ml ayr1
ayr tiiplere pipetlendi. Hacimleri distile su ile 0.075 ml’ye tamamlanan her bir tiipe
1,5 ml Protein Renk Reaktifi eklenerek tiipler 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Karigimlara 1:1 oraninda seyreltilmis folin-ciocalteu ¢6zeltisinden 0.15 ml ilave
edilerek oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Ardindan 750 nm’de kore karsi
spektrofotometrede okundu. Sonuglar olusturulan standart egri yardimiyla mg

protein/ml doku homojenat olarak degerlendirildi.

2.2.6. Molekiiler Analiz (RT PCR)

2.2.6.1. Total RNA izolasyonu

Molekiiler analiz i¢in alinan karaciger dokusu (50-100 mg) 1 ml Tri-Reagent
(T9424- SIGMA) igerisinde doku homojenizatorii (BIOSPEC-985370) ile iyice
homojenize edildi. Ardindan bu 6rnekler analiz giinline kadar +4°C de muhafaza
edildi. Total RNA izolasyonu, Chomczynski ve Sacci (1987) tarafindan tanimlanan,
guanidin isothiocyanate/Phenol-kloform metodunun modifikasyonu sonucu elde
edilen Tri-Reagent kullanilarak gerceklestirildi (33). Bu protokole gore total
RNA’lar su sekilde izole edildi.

Tri-Reagent igerisindeki 6rnekler +4°C de, 12000 g’ de 10 dakika santrifiij
edilerek DNA-RNA igeren Siipernatant 1,5 ml’lik yeni steril ependorf tiiplerine
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aktarildi. Uzerine 0,2 ml kloroform ilave edilip 10-15 sn calkalandiktan sonra oda
isisinda 10-15 dk bekletildi. Sonrasinda +4°C, 12000 g’de 15 dk santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra tiipte, en iistte RNA iceren seffaf tabaka, ortada DNA
igceren ince halka seklinde pembe renkli tabaka ve dipte protein i¢eren koyu kirmizi
tabaka olmak iizere 3 tabaka meydana geldi. DNA’ya dokunmadan alinan en istteki
RNA’y1 igeren seffaf tabaka yeni ependorflara aktarilarak tizerine 0,5 ml izopropanol
ilave edildi ve 5-10 dk oda 1sisinda bekletilmesinin ardindan 10 dk siire ile 12000 g,
+4°C’de santrifiij edildi. RNA pelet seklinde tiipiin dip kismina ¢okertildi. Tiipiin siv1
kism1 alindiktan sonra peleti yikamak i¢in lizerine %75°1lik Ethanolden 1 ml konuldu.
Sonrasinda tiipler 3-5 sn vortekslendi ve peletin yapistigi yerden ayrilmasi
saglanarak 7500 g, +4°C’de 5 dk santrifiij yardimiyla pelet yeniden coktiirtildii.
Ethanol ile yikama asamasindan sonra iizerindeki alkol dokiildii. Kalan alkoliin
ucgmast igin tiipiin agzi agik bir sekilde oda 1sisinda 5-10 dk bekletildi. Elde edilen
peletin iizerine ortalama 30-40 pl steril DNA’aze bulunmayan bidistile su konularak
peletin ¢ozdiiriilmesi igin 10-15 dk, 55-60°C’deki su banyosunda bekletildi.

Bir mikrolitredeki RNA miktar1 260 nm dalga boyunda spektrofotometre
(UVWIN 5,0- T60U) ile olgiildi. RNA bitiinligi ise %]1°lik agaroz jelde

gozlemlendi.

2.2.6.2. mRNA Elde Edilmesi

mRNA’lar ¢ekirdekten ayrilmadan 6nce son uglarina ¢ok sayida adenin bazi
baglanir., mRNA’nin ugradigi modifikasyonlardan biri olan bu o6zelliginden
faydalanilarak OligodT primerleri kullanilarak mRNA’larin  bu primerlere
baglanmasi saglanir. Bu primerin calistigi en ideal 1s1 derecesi 70°C’dir (137).
RNA’nin miktar1 her bir tiipte farkli oldugu i¢in tiiplere konulacak RNA iceren 6rnek

ve niikleaze enzimi icermeyen su (NF) asagidaki sekilde hesaplandi.

RNA miktar1 + Oligo DT miktar1 + NF Su Miktari
Ornek; 2.4 ul 2 ul 10.6 nl =15l
Spektrofotometre ile hesaplanan RNA konsantrasyonu baz alinarak bir tiip
icin 2 ul Oligo dT (C1101- PROMEGA) konularak toplam tiip hacmi 15 pl olacak
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sekilde NF su eklenerek tiipler hazirlandi.
Hazirlanan 6rnek tiipleri PCR cihazinda (Techne Genius-FGENOS5TD) 70
°C’de 5 dk ve ardindan 4°C’de en az 2 dk siire ile tutularak mMRNA’lar elde edildi.

2.2.6.3. Komplementer DNA (cDNA) Elde Edilmesi

Komplementer DNA elde etmek i¢in 6ncelikle ANTP set ve MMLV master miks
hazirlandi. JNTP set (DNTP100- SIGMA) icerisinde her bir bazi igeren 4 ayri tiip
vardir (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Her bir bazdan 10 mM c¢alisma soliisyonu
hazirlamak i¢in 40 pl dort ayri tiipe konuldu ve tizerine 60 ul NF su eklenerek (1:1.5
oraninda) kisa bir siire vortekslendi. Daha sonra her bir baz tiipiinden 25 pl alinarak
100 ul’lik stok ANTP hazirlandi. MMLV karisiminin  hazirlanmasinda iiretici
firmanin 6nerdigi sekilde 8 pl MMLV enzim bufferi, 8 ul dNTP, 1 ul rRNA’sin
(N2511- PROMEGA), 1.6 pl MMLV-RT enzimi (M1701- PROMEGA), 6.4 ul NF su
eklenerek her bir 6rnek i¢in 25 pl karisim hazirlandi. PCR ilk programindan ¢ikarilan
ve oligo DT ile isaretlenmis mRNA igeren tiiplerin her birine 25 pl master miks
eklenmesinin ardindan cDNA elde etmek i¢in PCR cihazinda 37 °C 1 s, 95 °C 5 dk, 4

°C’ de siiresiz tutuldu.
2.2.6.4. Primer ve Taq karisiminin (Mastermiks) Hazirlanmasi;
Liyofilize olan primerler iiretici firmanin onerisi ile 7500 g, +4°C de bir
dakika santrifiij edildi. Ardindan her bir primere 500 ul NF su ilave edilerek
¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen primerler kisa bir siire vortekslendikten sonra 7500 g ve

+4°C de bir dakika santrifiij edildi.

Taq karisimn (Mastermiks) Hazirlanmasi;

Her bir tiip i¢in 5 pl Taq buffer, 1 ul dNTP, 1 ul forward primer, 1 ul revers
primer, 1 ul Taq enzimi (D1806- SIGMA) ve 41 ul Niikleaz free su ilave edilerek 50

ul’ye tamamlandi. Mastermiks hazirlanmasinda Tag enzimi en son eklendi.
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2.2.6.5. DNA’nin Cogaltilmasi

cDNA (2 ul) igeren her bir tiipe hazirlanan mastermiksten 50 pl ilave edildikten

sonra PCR reaksiyonlar1 esnasinda sivi kaybimi onlemek igin yaklasik 2 ul steril
mineral yag konuldu. Hazirlanan tiipler PCR cihazinda asagida detayr verilen
programda kosturuldu. GPx 1 geni i¢in primer dizilimlerinde forward; 5°-CCT CAA
GTA CGT CCG ACC TG-3’, revers ise; 5-CAA TGT CGT TGC GGC ACA CC-3’
(55) iken B-Aktin i¢in forward; 5-TCA TGA AGT GTG ACG TTG ACA TCC GT-3’,
revers; 5-CCT AGA AGC ATT TGC GGT GCA CGA TG-3°(106, 198) seklinde
kullanildi.

PCR Cihazinda

a. 94 °C’de 5 dk

b. 50 °C’de 1 dk

c. 72°C’de 1,5 dk

d. 94 °C’de 1 dk

e.50°C’de 1 dk

f. c adiminma doniilerek e adimina kadar

gerceklesen islemler 24 (GPx 1 i¢in) kez tekrarlandi.
g. 72°C’de 10 dk
h. 4 °C’de siiresiz tutuldu.
Yukarida verilen PCR sartlarinda GPx 1 i¢in 20 siklustan baglanarak yukari
dogru yapilan denemelerde doyum noktasindan hemen o6nceki en iyi siklusun 24
oldugu belirlendi. B-aktin i¢in yapilan denemelerde 30 siklus bulundu. PCR
cihazinda yukaridaki asamalarin tamamlanmasi ile elde edilen son iriinler jelde

yiirlitme islemine kadar -20°C’de sakland.

2.2.6.6. Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele Yiiklenerek Kosturulmasi

PCR iiriinlerinin analizini yapmak amaciyla % 1.5’luk agaroz jel su sekilde
hazirlandi; 3,75 gr agar (Agarose Mol. Bio. Grade, AGAH0100- Qbiogene) iizerine
245 ml TBE eklenerek hig tortu kalmayacak sekilde mikrodalga firinda 5 dk siire ile

eritildi. Eritilen agar bir siire sogutulduktan sonra iizerine 5 pl ethidium bromide
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ilave edildi. Hazirlanan jel 24 dislik taraklarin yerlestirildigi jel tankina dokiildi ve
jelin oda 1sisinda 10- 15 dk bekletilerek katilagmasi saglandi. Taraklar ¢ikartildiktan
sonra kalip igeren tank, icerisinde TBE bulunan jel elektroforez tankina (E-C
Maxicell Primo- E-C 340, Ec320) yerlestirildi. Her bir 6rnek i¢in PCR cihazinda son
programindan alinan iriinden 10 pl ve yiikleme boyast (loading dye) dan 2 pl
konuldu. Bir tiipede 8 ul DNA loading markiri ve 3 ul loading dye konuldu. Tiipler
vortekslendikten sonra ilk kuyucuga DNA loading markiri bulunduran tiipten 10 ul
konuldu. Diger kuyucuklara da orneklerin bulundugu tiiplerden sirasi ile 10 pl
konularak yiikleme islemi tamamlandi. Tiim 6rnekler yiiklendikten sonra, ornekler
jel elektroforez cihazinda (E-C Apparatus Corp.- Ec 3000p) 1 saat siire ile 100
volt’ta kosturuldu. Elde edilen jel iiriinleri kapali UV 15181 altinda fotograflanarak
(Sanyo- Xacti 6 Mp E60) degerlendirilmeye alindi.

Elde edilen jel iiriinlerinde B-aktin ve GPx 1’e ait bant densitometreleri
Kodak D v 3.6.3 software (New Haven, Conn., USA) programi kullanilarak elde
edildi (Sekil 1, 2). Daha sonra GPx 1’e ait densitometrik veriler B-aktine gore

normalize edilerek istatistiksel analizi yapildi.
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Sekil 1. p aktin geni RT-PCR bant densitometrelerinin 6lgiimii.
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Sekil 2. GPx 1 geni RT-PCR bant densitometrelerinin 6lgtimii.

2.2.7. Histolojik Degerlendirme

Histolojik degerlendirme i¢in ayrilan karaciger doku Ornekleri Bouin ve
formol-alkol soliisyonlarinda tespit edildi. Ornekler dereceli alkoller, metil benzoat
ve benzollerden gegirilerek parafinde bloklandi. Parafin bloklarindan 6 mikrometre
(um) kalinliginda seri kesitler alindi. Karacigerlerin histolojik olarak yapisini
incelemek ig¢in alinan kesitlere Crossmanin {iglii boyamasi (Triple Boyama),
hematoksilen-eosin ve periyodik asit Shiff (PAS) boyamalari uygulandi (119).

GPx I’in karaciger dokusundaki immunohistokimyasal dagilimini incelemek
icin Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) teknigi (92) uygulandi. Krom aliim
jelatin ile kaplanmig lamlara, parafin bloklarindan 5 mikrometre (um) kalinliginda
seri kesitler alindi. Alinan kesitler deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden
gecirildikten sonra fosfat buffered salin (PBS)’ de ¢alkalanarak endojen peroksidaz
aktivitesini engellemek i¢in %3 liik H,0, (0,1 M’lik PBS’te hazirlanmis)’de 10 dk.
inkube edildi. PBS ile yikandiktan sonra (3x5 dk.) antijenleri agiga ¢ikarmak i¢in 10
dk. mikro dalga firin ile 1s1 uygulandi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra (3x5 dk.)
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spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek amaciyla sekunder antikorun iiretildigi
tire uygun (Ultra V Blok) serumda (% 10) inkube edildi. Primer ve sekunder
antikorlar ile streptavidin horseradish peroksidaz’i diliie etmek amaciyla PBS
sollisyonunda hazirlanan ve igerisinde % 2,5 sigir serum albumin, % 0,25 sodyum
azid ve % 2 Triton X-100 bulunan soliisyon kullanildi. Sonra kesitler oda
sicakliginda 1 saat siireyle anti-GPx 1 (abcam-ab22604) (1:3000 diliisyon) inkube
edildi. Fosfat buffer salinde yikandiktan (3x5 dk.) sonra kesitlere primer antikorun
iretildigi tlire kars1 olan biotinlenmis sekunder antikor (Ultravision Detection system
Anti-Rabbit,  Biontinylated  Goat  Anti-Rabbit,  Lab.Vision-510.991.2800)
uygulanarak 30 dk. oda 1sisinda tutuldu. Fosfat buffer salinde yikandiktan (3x5 dk.)
sonra kesitlere streptavidin horse radish peroksidaz ilave edilip oda 1sisinda 30 dk.
stire ile bekletildi. Tekrar PBS ile yikandiktan (3x5 dk) sonra kromojen uygulamasi
icin DAB-H,0; teknigi (165) kullanildi. Kesitlerin {izerine kromojen soliisyonu
eklendikten sonra 1s1k mikroskobunda kontrol edilerek immunoreaktivitenin
durumuna gore reaksiyon PBS ile durduruldu. Distile su ile yikandiktan sonra zit
boyama ic¢in hematoksilen yapildi. Ardindan rutin histolojik islemlerden
(dehidrasyon, saydamlastirma) gecirildikten sonra dokular iizerine entallen
damlatilip lamelle kapatildi. Hazirlanan preparatlar BX-051 Olympus (JAPAN)
marka arastirma mikroskobunda incelenerek fotograflari ¢ekildi.

Hiicrelerdeki GPx 1 immunoreaktivitesi, renklerin koyuluk derecesine gore,
birbiriyle mukayese edilerek belirlendi. Derecelendirmede kullanilan semboller

Tablo 7°de gosterilmistir.

Hiicredeki Reaksiyon Yogunlugu Semboller

Cok yogun 3
Orta derecede yogun 2
Az yogun 1
Reaksiyon yok 0

Tablo 7. Hiicrelerdeki GPx 1 immunoreaktivitesinin derecelendirilmesi.
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GPx 1 immunoreaktivitelerinin spesifik olup olmadigini tesbit etmek
amaciyla alian kesitlere primer antikor ilave edilmeksizin (negatif kontrol) biitiin

islemler ayni olmak kaydiyla diger islemler aynen uygulandi.

2.2.8. istatistiksel Yontem

Istatistik analizler i¢in SPSS programinm 12.0 versiyonu kullamldi (168).
Olas: farkliliklar, Student's t-test ve ANOVA tesleri kullanilarak belirlendi. Coklu
gruplar arasindaki istatistiksel farkin kaynagimi anlamak igin gruplar arasinda
varyans homojen ise one-way ANOVA Bonferroni's multiple comparison test,
gruplar arasinda varyans homojen degil ise one-way ANOVA Thamhen's multiple
comparison testi uygulandi. Istatistik analizler sirasinda giiven araligi 0,05 olarak

tespit edildi.



36

3. BULGULAR

Calismada farelerin canli agirlik ve karaciger agirliklari, kan-glikoz degerleri,
biyokimyasal analiz bulgulari, histolojik bulgulari, immunohistokimyasal bulgulari
ile molekiiler analiz (RT PCR) bulgular1 degerlendirilmistir. Deney siireci toplamda
30 giin olup, izlenen periyotda farelerin tartimi ve kan-glikoz degerlerinin 6l¢iimii O,
3,7, 15,21 ve 30. giinlerde toplam 6 kez yapildi. Diger analizler dokularin alindig 3,
15 ve 30. giinlerde gergeklestirildi.

3.1. Farelerin Canh Agirhik ve Karaciger Agirhik Bulgular
3.1.1. Farelerin Canh Agirhk Bulgular:

Gruplarmm kendi igerisinde degerlendirilen ortalama canli agirliklart deneme
(diabet) grubu i¢in Tablo 8, sham grubu i¢in Tablo 9, kontrol grubu i¢in ise Tablo

10’da verilmistir.

Giin | n |Canh Agirhk (gr)| SD F Fark

0. giin |15 40.17 4.56 7.glin, 15.giin, 21.giin, 30.giin
3.giin |15 37.80 4.63 15.glin, 21.giin, 30.glin

7. gin |10 34.04 3.55 0.glin

17.42*

15. giin |10 29.92 3.93 0.gtin, 3.glin
21.gin | 5 28.04 3.99 0.giin, 3.giin
30. giin | 5 27.74 3.56 0.gtin, 3.glin
SD : Standart Deviation (Standart sapma)

F :Fdegeri

Tablo 8. Deneme grubu iginde gilinlere goére ortalama canli agirliklarin
karsilastirilmast. *P < 0.05.

Giinlere gore deneme grubunun kendi iginde ortalama canli agirlik
bakimindan istatistiksel diizeyde anlamli bir fark bulundu. Tablo 8’de verildigi tizere

diabetli grupta ortalama canli agirlikta azalma oldugu goriildii.
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Giin n Canh Agirhik (gr) SD F
0. glin 15 39.72 4.89
3. glin 15 39.62 4.67
7. glin 10 37.15 4.33
1.00
15. giin 10 37.19 4.58
21. giin 5 36.15 5.67
30. giin 5 36.80 5.68

Tablo 9. Sham grubu i¢inde giinlere gore ortalama canli agirliklarin
karsilastirilmasi.

Sham grubu iginde ortalama canli agirlik agisindan giinler arasinda

istatistiksel diizeyde anlamli bir fark gézlenmedi.

Giin n Canh Agirhk (gr) SD F
0. giin 6 38.51 4.14

3. giin 6 38.23 3.76

7. giin 4 36.29 4.80 0.58
15. giin 4 36.87 4.47
21. giin 2 34.67 5.59
30. giin 2 33.75 5.46

Tablo 10. Kontrol grubu iginde giinlere gore ortalama canli agirliklarin
karsilastirilmasi.

Kontrol grubunun kendi i¢inde ortalama canli agirlik yoniinden istatistiksel

diizeyde anlamli bir fark bulunmadi.

3.1.2. Farelerin Karaciger Agirhik Bulgular:

Biitiin gruplardan karacigerler 3, 15 ve 30. giinlerde alindi. Karaciger
agirliklart canli agirlik oranina gore hesaplanarak (159) (Karaciger agirligi / Canli
agirligr X 1000) istatistiksel analizi yapildi.

Gruplar  arast  karaciger agirhigi  bakimindan  yapilan  istatistiki

degerlendirmeler Grafik 1’de verilmistir.
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Grup n | Karaciger Agirhgy/ Canh Agirhik X 1000 (gr) | SD F Fark
Deneme | 15 55.00 9.85 Sham, kontrol
Sham 15 36.66 4.88 | 27.02* | Deneme
Kontrol | 6 38.33 4.08 Deneme
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Grafik 1. Gruplar arasinda karaciger agirhklarinin karsilastirimasi. "P < 0.05.

Tim gilinlere ait gruplar arasinda karaciger agirligi yoniinden istatistiksel
diizeyde anlamli bir fark oldugu goriildii. Deneme grubu ile sham grubu ve deneme
grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir fark bulundu.
Deneme grubu karaciger agirhgmin sham ve kontrol gruplarina gére daha fazla
oldugu belirlendi.

Ortalama karaciger agirliklar1 bakimindan gruplarin  kendi igerisinde
karsilagtirilmasinda deneme grubuna ait veriler Tablo 11°de, sham grubuna ait veriler

Tablo 12°de verilmistir.

Karaciger Agirhgy/ Canli
Giin n Agarlik X 1000 (gr) SD F Fark
3. giin 5 45.00 5.47 15.giin, 30.giin
15. giin 5 56.66 8.16 |12.56* |3.giin
30. giin 5 63.33 5.16 3.giin

Tablo 11. Deneme grubu iginde giinlere gore ortalama karaciger agirliklarinin
karsilagtirilmasi. P < 0.05.
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Deneme grubunun kendi i¢inde giinlere gore ortalama karaciger agirliklar:
yoniinden istatistiksel diizeyde anlamli bir fark goriildii. Deneme grubu icinde
ortalama karaciger agirliklarinin 15 ve 30. giin denekleri arasinda istatistiksel bir fark
olmamakla birlikte 3. giin denekleri ile diger iki grup arasinda anlamli bir fark
bulundu. Tablo 11’de goriildiigii tizere deneme grubunun kendi i¢inde zamana bagl

olarak karaciger agirliginda diizenli bir artig gorildi.

Karaciger Agirhgy Canh
Giin n Agirlik X 1000 (gr) SD F

3. glin 5 32.00 4.47

15. giin 5 36.00 5.47 2.00

30. giin 5 38.00 4.47

Tablo 12. Sham grubu iginde giinlere gore ortalama karaciger agirliklarinin
karsilastirilmasi.

Ortalama karaciger agirliklari bakimindan sham grubunun kendi iginde

glinlere gore istatistiki olarak fark olmadig1 gozlemlendi.

3.2. Farelerde Kan-Glikoz Degerlerinin Bulgulari

Deneysel uygulamanin baslangicindan itibaren tiim gruplardaki deneklerin
kan-glikoz degerleri 0, 3, 7, 15, 21 ve 30. giinlerde toplam 6 defa olgiildii. Elde
edilen verilere gore gruplar arasinda yapilan istatistiki degerlendirme sonucu Grafik

2’de verilmistir.
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Grup n Kan glikoz mg/dl SD Fark
Deneme 60 281.81 119.19 Sham, kontrol
Sham 60 119.63 22.32 72.86* | Deneme
Kontrol 24 126.41 18.61 Deneme
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Grafik 2. Gruplar aras1 kan-glikoz diizeyi ortalamalarinin karsilastirilmas: P < 0.05.

Grafik 2’de verildigi tlizere deneme, sham ve kontrol gruplari arasinda,

ortalama kan glikoz diizeyi yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi.

Kontrol ile sham grubunun kan glikoz diizeyleri istatistiksel olarak benzerlik

sergilerken deneme grubu kan glikoz diizeyinin istatistiki olarak diger iki gruba gore

daha yiiksek oldugu goriildii.

Gruplarin  kendi igerisinde ortalama kan glikoz diizeyleri yoniinden

karsilagtirilmasinda deneme grubuna ait veriler Tablo 13’de verilmistir.

Giin n | Kan glikoz (mg/dl) | SD F Fark
0.gin | 15 110.16 12.58 3,7, 15, 21 ve 30. giinler
3.gin | 15 298.61 69.25 0.giin
7.gin | 10 354.16 72.28 0.glin
44.39*
15. giin | 10 329.08 64.65 0.glin
2l.gin | 5 390.83 73.16 0.giin
30.glin | 5 398.16 57.84 0.glin

Tablo 13. Deneme grubu iginde giinlere gore ortalama kan glikoz diizeylerinin

karsilagtirilmast. P < 0.05.
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Deneme grubunun kendi i¢inde giinlere gore ortalama kan glikoz degerleri
bakimindan istatistiksel diizeyde anlamli bir fark vardir (P < 0,05). Deneyin
baslangici olan 0. giindeki ortalama kan glikoz degeri ile 3, 7, 15, 21 ve 30.
giinlerdeki ortalama kan glikoz degerleri arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir
fark bulunmaktadir. Bu veriler, STZ uygulamasini takip eden 72 saatte deneme grubu
deneklerinde diabet olustugunu ve bir aylik calisma siirecinin sonuna kadar kan

glikoz diizeyilerinin anlamli bir degisiklik olmadigini gostermektedir.

3. 3. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

Calismada biitiin gruplardan 3, 15 ve 30. giinlerde alinan karacigerlerde GPx
1 aktivitesi spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Elde edilen sonuglara gore gruplar arasi
ve gruplarin kendi iginde istatistiksel analizleri yapildi. Karaciger dokusunda GPx 1

aktivitesinin gruplar arasinda karsilastiriimas: Tablo 14°de gosterilmistir.

Grup | n | GPx 1 Aktivitesi (U/mg Protein) | SD F Fark
Deneme | 15 1.36 0.32 Sham, kontrol
Sham 15 1.57 0.27 | 3.54* |Deneme
Kontrol | 6 1.69 0.33 Deneme

Tablo 14. Gruplar arasinda GPx 1 aktivitesinin karsilastirilmasi. *P < 0.05.

Karaciger dokusunda GPx 1 aktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmasinda
deneme ile sham ve deneme ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel diizeyde anlamli
bir fark bulundu. Deneme grubu GPx 1 aktivitesinin sham ve kontrol gruplarina gore
daha diisiik oldugu, sham ve kontrol gruplarinda GPx 1 aktivitesinin benzer diizeyde

oldugu gozlendi.



GPx 1 aktivitesinin giinlere gore gruplar arasi istatistiki degerlendirilmesinde
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3, 15 ve 30. giine ait sonuglar asagida verilmistir.

Grup | n | GPx 1 Aktivitesi (U/mg Protein) SD F
Deneme | 5 1.63 0.18
Sham 5 1.73 0.07 1.71
Kontrol | 2 1.85 0.15

Tablo 15. Gruplarin ortalama GPx 1 aktivitesinin 3. giinde karsilastiriimasi.

Gruplar aras1 3. giin i¢in ortalama GPx 1 aktivitesinin deneme grubunda,

sham ve kontrol gruplarina nazaran disiik olmasina ragmen ii¢ grup arasinda

istatistiksel diizeyde anlamli bir fark olmadig1 goriildii.

Grup n GPx 1 Aktivitesi (U/mg Protein) SD F
Deneme 5 1.17 0.39
Sham 5 1.33 0.26 0.66
Kontrol 2 1.47 0.32

Tablo 16. Gruplarin ortalama GPx 1 aktivitesinin 15. giinde karsilastirilmasi.

Gruplar aras1 15. giin verileri 3. giin verilerine benzer olarak bulundu. Bu

giinde de GPx 1 aktivitesinin deneme grubunda daha diisiikk oldugu fakat {i¢ grup

arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir fark olmadig1 gozlendi.

Grup n GPx 1 Aktivitesi (U/mg Protein) SD F
Deneme 5 1.27 0.14
Sham 5 1.67 0.25 4.71*
Kontrol 2 1.74 0.51

Tablo 17. Gruplarin ortalama GPx 1 aktivitesinin 30. giinde karsilagtirilmasi.

*P < 0.05.
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Ortalama GPx 1 aktivitesi bakimindan 30. giin i¢in deneme ile sham grubu ve
deneme ile kontrol grubu arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir fark gozlendi.
Deneme grubu GPx 1 aktivitesinin sham ve kontrol gruplarina gore daha diisiik
oldugu, sham ile kontrol grubu arasinda ise ortalama GPx 1 aktivitesi yoniinden
anlamli bir fark olmadig: tespit edildi.

Deneme grubunun kendi i¢inde ortalama GPx 1 aktivitesinin karsilagtirilmasi

Tablo 18’de verilmistir.

Giin n | GPx 1 Aktivitesi (U/mg Protein) SD F Fark

3. glin 5 1.63 0.18 30.gilin
15. giin 5 1.17 0.39 | 4.98* |3.giin
30. giin 5 1.27 0.14 -

Tablo 18. Deneme grubu iginde giinlere gore ortalama GPx 1 aktivitesinin
karsilastirilmasi. P < 0.05.

Deneme grubunun kendi i¢inde giinlere gore ortalama GPx 1 aktivitesi
bakimindan karsilastirilmasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir fark bulundu.
Grubun kendi igerisinde GPx 1 aktivitesinin Tablo 18’ de verildigi iizere 15 ve 30.

giinlerde 3. giine gore azalmis oldugu goriildi.

3.4. Histolojik Degerlendirme Bulgulari

Karaciger dokusunun histolojik degerlendirmesinde yapilan mikroskobik

incelemeler sonucu sham (Sekil 3, 4) ve kontrol (Sekil 5) grubundaki fare

karacigerlerinde herhangi bir lezyon tespit edilmedi.
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Sekil 4. Sham grubu fare karacigerindeki glikojenin dagilimi. PAS. Bar: 200um.
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Sekil 5. Kontrol grubu fare karacigerinin histolojik gériinimii. Triple boyama.
Bar: 50um.

Deneme grubunun 3. giinlinde karaciger dokusunun 151tk mikroskopik
degerlendirilmesinde hepatositlerin sitoplazmalarinda keskin kenarli bosluklar
halinde, oldukga siddetli, diffuz, ¢ogunlugu mikrovezikiiler yapida ve buna eslik
eden az sayida makrovezikiiller ile karakterize panlobiiler karaciger lipidozisi
goriildii (Sekil 6). Bazi hiicre ¢ekirdeklerinin dis yiizeylerinin diizensizlestigi,
cekirdeklerde siskinlik gibi lezyonlarin da bulundugu goriildii (Sekil 6). Yapilan PAS
boyamada az sayidaki hepatosit sitoplazmasinda glikojen birikimi goriildi (Sekil 7).
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Sekil 6. Diabet olusturulan fare karacigerlerinde 3. glinde sekillenen siddetli, yaygin
karaciger lipidozisi. Kalin ok: Makrovezikiiler karaciger lipidozisi. ince ok:
Mikrovezikiiler karaciger lipidozisi. H.E. Bar: 50um.

Sekil 7. Diabet olusturulan fare karacigerlerinde 3. giinde sekillenen siddetli, yaygin
karaciger lipidozisi. Az sayida karaciger hiicresinde glikojen birikimi (ok) PAS. Bar:
100pm.
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Deneme grubunun 15. giiniinde karaciger dokusunun histolojik incelemesi
sonucu hepatositlerde ve ¢ekirdeklerinde 3. giindeki karaciger hepatositlerine kiyasla
belirgin bir biiyiime (megalositozis) ile hepatoselliiler anizositozis dikkati c¢ekti
(Sekil 8). Ayrica hiicre gekirdeklerinin diizensiz olduklari (Sekil 8, 9), bazen
cekirdek membran hiperkromazisi sergiledikleri, c¢ekirdekg¢iklerinin biiylik oldugu
tespit edildi. Megalositlerin ¢ogunda farkli derecelerde dejeneratif ve nekrotik
degisiklikler goriildii. Ayrica, 3. gilinde tespit edilen lezyonlardan farkli olarak
siklikla, ¢ekirdek igine de eozinofilik karakterde ve globiiler yapida olan sitoplazmik
invaginasyonlara rastland1 (Sekil 8). ilaveten sinuzoidlerin daraldig1 goriildii. Biitiin
bunlara ek olarak diffuz hepatik lipidozis’in de 3. giine gore azalmakla beraber
devam ettigi gortildi (Sekil 8, 9).

Sekil 8. Diabet olusturulan fare karacigerlerinde 15. giinde sekillenen siddetli
karaciger lezyonu. Hepatositte lipid depozisyonu (kalin 0k), sekli bozulmus hepatosit
cekirdekleri (ok basi). Cekirdek iginde yuvarlak ya da oval sekilli, eozinofilik
inkliizyon cisimcikleri (ince ok). H.E. Bar: 50um.



48

Sekil 9. Diabet olusturulan fare karacigerlerinde 15. giinde sekillenen siddetli
karaciger lezyonu. Sentrilobuler (zon 3) bdlgedeki bazi hepatositlerde lipid
depozisyonu (kalin oklar), baz1 hiicre ¢ekirdek yapilarinda bozulma (ince oklar) ve
cift cekirdekli hepatosit formlar1 (ok basi). H.E. Bar: 50um.

Deneme grubunda 30. giindeki karaciger kesitlerinin histolojik bulgulart 15.
giindeki bulgulara benzerdi (Sekil 10). Fakat lipidozisin olduk¢a azaldigi, glikojen
birikiminin arttig1 dikkati ¢ekti (Sekil 11). Lipidozisin vena sentralisler etrafindaki
(sentrilobiiler yaglanma; zon 3) hepatositlerde yogun oldugu goriildii. Bu grupta da
15. giin karaciger kesitlerinde tespit edildigi gibi siklikla ¢ekirdek i¢i inkliizyon
cisimciklerine rastlandi. Yapilan PAS boyamasi sonucu bunlarin glikojen tabiatinda

olduklar1 ve sitoplazmik invaginasyon sonucu sekillendikleri tespit edildi (Sekil 11).
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Sekil 10. Diabet olusturulan fare karacigerlerinde 30. gilinde sekillenen siddetli
karaciger lezyonu. Hepatositlerde megalositozis (kalin oK), sekli bozulmus hepatosit
cekirdekleri (ince ok). Safra kanallar1 (ok bas1). H.E. Bar: 50um.

Sekil 11. Diabetli fare karacigerlerinde 30. giinde hiicre sitoplazmalarinda beraber
seyreden yag (kalin ok) ve glikojen (ince ok) birikimleri. Hepatosit ¢ekirdeginde
glikojen tabiatinda sitoplazmik inkliizyon cisimcigi (ok basi). PAS. Bar: 50um.
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3.5. Immunohistokimyasal Degerlendirme Bulgular

GPx 1 immunoreaktivitesi

Tiim gruplardan 3, 15 ve 30. giinlerde alinan karaciger doku kesitleri GPx 1
immunoreaktivitesi yoniinden incelendi. Isik mikroskopik incelemede sham (Sekil
12), kontrol (Sekil 13) ve diabet gruplarinda spesifik GPx 1 immunoreaktivitesi

goriildii.

Sekil 12. Sham grubu fare karacigerinde GPx 1 immunoreaktivitesi. Bar: 100um.
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Sekil 13. Kontrol grubu fare karacigerinde GPx 1 immunoreaktivitesi. Bar: 100pum.

Denemenin 3. gilinlinde karaciger dokularinin incelenmesinde, sham ve
diabetli gruplarda GPx 1 immunoreaktivitesinin benzer diizeyde oldugu gozlendi.
Her iki grupta da GPx 1 immunoreaktivitesinin hepatositlerin bazilarinda diffuz
sitoplazmik, bazilarinda ise hem diffuz sitoplazmik hem de diffuz niikleer tarzda
(Sekil 14) oldugu saptandi. Yine bu giinde, GPx 1 immunoreaktivitesinin bazi
kesitlerde vena sentralisler etrafindaki hepatositlerin ilk bir iki sirasinda sitoplazmik
ve niikleer tarzda yogun oldugunun goriilmesinin yani sira (Sekil 14, 15) ozellikle
Kiernan araligin1 ¢evreleyen ilk bir iki sirasindaki hepatositlerde daha yogun oldugu
dikkati ¢ekti (Sekil 16).
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Sekil 14. 3. giin sham grubu fare karacigeri hepatositlerinde sitoplazmik ve niikleer
GPx 1 immunoreaktivitesi. Oklar: Sitoplazmik GPx 1 immunoreaktivitesi. Ok bast:
Sitoplazmik ve niikleer GPx 1 immunoreaktivitesi. Bar: 50um.

Sekil 15. 3. giin deneme grubu fare karacigeri vena sentralis etrafi hepatositlerinde
yogun GPx1 immunoreaktivitesi. Oklar: Vena sentralisler. Bar: 100um.



53

Sekil 16. 3. giin deneme grubu fare karacigeri Kiernan araligi etrafindaki
hepatositlerde yogun GPx 1 immunoreaktivitesi. Ok: Hepatositler. Bar: 100um.

Denemenin 15. giiniinde karaciger dokularinin 151k mikroskopik
incelemesinde sham ve diabetli gruplarda GPx 1 immunoreaktivitesinin 3. giinde
oldugu gibi hepatositlerin bazilarinda diffuz sitoplazmik, bazilarinda ise hem diffuz
sitoplazmik hem de diffuz niikleer oldugu tespit edildi (Sekil 17). 3. giindeki gibi 15.
giinde de hepatositlerde gézlemlenen GPx 1 immunoreaktivite yogunlugunun 0’dan
3’¢ degisen derecelerde oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 18). Ayrica yine bu giinde
diabetik gruptaki GPx 1 immunoreaktivitesinin (Sekil 19) 151k mikroskopik diizeyde
sham grubuna goére biraz daha zayif oldugu gozlendi (Sekil 20).
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Sekil 17. 15. giin sham grubu fare karacigeri hepatositlerinde sitoplazmik ve niikleer
GPx 1 immunoreaktivitesi. Oklar: Sitoplazmik GPx 1 immunoreaktivitesi. Ok basi:
Sitoplazmik ve niikleer GPx 1 immunoreaktivitesi. Bar: 50pum.

Sekil 18. 15. giin sham grubu fare karacigeri hepatositlerinde GPx 1
immunoreaktivite yogunluk farkliliklari. Oklar: Yogun boyama. Ok basi: Zayif
boyama. Bar: 50pm.
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Sekil 19. 15. giin deneme grubu fare karacigerinde GPx 1 immunoreaktivitesi. Bar:
50pm.

Sekil 20. 15. giin sham grubu fare karacigerinde GPx 1 immunoreaktivitesi. Bar:
50pm.
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30. giinde sham ve diabetli gruplarin karaciger dokusunun 1s1k mikroskopik
incelemesinde gruplar arast GPx 1 immunoreaktivitesinin yoniinden bir farklilik
gozlenmedi. 30. giinde de karacigerde GPx 1 immunoreaktivitesinin 3 ve 15.
giinlerdeki bulgularla benzerdi (Sekil 21, 22). Ayrica g¢alisilan higbir giinde vena
sentralis endotelinde (Sekil 23), Kiernan araliginda yer alan damarlarin endotelinde

ve bag dokusunda GPx 1 immunoreaktivitesine rastlanmadi (Sekil 21).

Sekil 21. 30.giin deneme grubu fare karacigeri dokusunda Kiernan araliginda damar
endoteli ve bag dokuda GPx 1 immunoreaktivite yoklugu. Oklar: Damar endotel
hiicreleri. Ok basi: Bag doku. Bar: 50um.



57

Sekil 22. 30. giin sham grubu fare karacigeri vena sentralisler etrafinda yogun GPx 1
immunoreaktivitesi. Bar: 100pm.

Sekil 23. 30. giin sham grubu fare karacigeri dokusunda vena sentralis damar
endotelinde GPx 1 immunoreaktivite yoklugu. Bar: 20um.
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Yapilan 151k mikroskopik incelemede karaciger hepatositlerinde sham ve
kontrol gruplarinda hiicrelerin ¢ogunda, deneme grubunda ise kontrolden daha az
hiicrede GPx 1 immunoreaktivitesi goriildi. Ayrica karaciger dokusunun alindig: 3,
15 ve 30. gilinlerde sham ile kontrol gruplarinda, grup i¢inde giinlere gére GPx 1
immunoreaktivitesi yoniinden bir farklilik gézlenmedi.

Calismadaki farelere ait karaciger kesitlerinde, hepatositlerdeki GPx 1
immunoreaktivitesinin spesifik olup olmadigini belirlemek amaciyla her gruptan
birer Kkesitte primer antikor yerine immun olmayan serum yada PBS kullanilarak
yapilan boyamada (negatif kontrol) hepatositlerde GPx 1 immunoreaktivitesine

rastlanmadi (Sekil 24).

Sekil 24. 30. giin sham grubu fare karacigeri dokusunda (Primer antikor ilave
edilmeyen) GPx 1 immunoreaktivite yoklugu (Negatif kontrol). Oklar: Hepatositler.
Bar: 50um.
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3.6. Molekiiler Analiz (RT PCR) Bulgulan

Calismamizda gruplarin hepsinden 3, 15 ve 30. giinlerde alinan karaciger
orneklerinde GPx 1 enzimi ve internal kontrol geni olan B-aktin (61) genlerinin
ekspresyon diizeyleri RT-PCR ile olgiildii. Elde edilen verilere gére hem gruplar
arast hem de grup icinde karsilastirmalar yapildi. Kontrol ile sham gruplar1 arasinda
kan sekeri, immunohistokimyasal reaksiyon bulgular1 ve biyokimyasal enzim
diizeyleri arasinda bir farklilik gbzlenmedigi i¢in sham grubu molekiiler analizde

kontrol olarak degerlendirildi.

3.6.1. Karacigerde B-Aktin Geni Ekspresvon Diizeyinin Karsilastirilmasi

Karaciger dokusunda [-aktin geni ekspresyon diizeyi yoniinden gruplar

arasinda karsilastirma Grafik 3’de verilmistir.

Grup n B-aktin Geni Ekspresyon Diizeyi (arbitrary units) SD F
Deneme 9 201.88 56.06
Sham 9 214.66 37.92

0.32
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Grafik 3. Karacigerde caligilan sham ve deneme gruplarindaki biitiin
hayvanlara ait B-aktin geni RT-PCR sonuglari ortalamasinin karsilastirilmasi.

Karaciger dokusunda p-aktin geni ekspresyon diizeyinin gruplar arasi
karsilagtirilmasinda deneme ve sham gruplarmin ekspresyon diizeylerinin benzer

oldugu, iki grup arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir fark bulunmadig1 gézlendi.
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15. GUN

DENEME

Sekil 25. B-aktin geni RT-PCR sonucu. (PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol,
L: 100 bg DNA ladder) (Uriin biiyiikliigii: 285 baz ¢ifti.)

Giinlere gore B-aktin geni ekspresyon diizeyi ortalamalar1 bakimindan gruplar
aras1 yapilan istatistiki degerlendirmelerde 3, 15 ve 30. giinlerin hepsinde istatistiksel
agidan anlamli bir fark bulunmadi. Gruplarin kendi igerisinde [-aktin geni
ekspresyon diizeyi agisindan yapilan karsilastirmalarda deneme grubuna ait veriler
Tablo 19°da, sham grubuna ait veriler ise Tablo 20°de verilmistir.

B-aktin Geni Ekspresyon Diizeyi (arbitrary units) SD F

Gin n

3.gun | 3 224.33 61.20
15.gun | 3 203.33 65.39 | 0.44
30.gin | 3 178.00 54.14

Tablo 19. Deneme grubu i¢inde giinlere gore B-aktin geni ekspresyon diizeyinin
karsilastirilmasi.
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Giin | n | p-aktin Geni Ekspresyon Diizeyi (arbitrary units) SD F
3.gin |3 238.33 18.58
15.gin | 3 174.66 3564 | 517
30.gin | 3 231.00 22.27

Tablo 20. Sham grubu iginde giinlere gore P-aktin geni ekspresyon diizeyinin

karsilastirilmasi.

Gruplarm giinlere gore kendi iginde B-aktin geni ekspresyon diizeyi yoniinden

yapilan karsilastirmada gerek deneme grubu gerekse sham grubunun kendi iginde

istatistiksel diizeyde anlamli bir fark goriilmedi.

3.6.2. Karacigerde GPx 1 Geni Ekspresyon Diizeyinin Karsilastirilmasi

GPx 1 geni ekspresyon diizeyinin karaciger dokusunda gruplar arasi

karsilastirmasi1 Grafik 4’de verilmistir.

Grup n GPx-1 Geni Ekspresyon Diizeyi (arbitrary units) SD

Deneme 9 0.76 0,42

Sham 9 0.76 0,19

GPx 1 Geni Expresyon Diizeyi

1,4
1,2 1

0,8 1
0,6 1
0,4 1
0,2 1

Sham Deneme

Gruplar

Grafik 4. Karacigerde calisilan sham ve deneme gruplarindaki biitiin
hayvanlara ait GPx 1 geni RT-PCR sonuglar1 ortalamasinin karsilastirilmasi.

GPx 1 geni expresyon diizeyinin karaciger dokusunda yapilan gruplar arasi

karsilastirmasinda deneme ile sham grubu arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir

fark bulunmada.
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DENEME

Sekil 26. GPx 1 geni RT-PCR sonucu. (PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol,
L: 100 b¢ DNA ladder) (Uriin biiyiikliigii: 197 baz ¢ifti.)

Giinlere gore deneme ve sham gruplar arasinda 3, 15 ve 30. giinlerde GPx 1 geni

ekspresyon karsilastirilmasi agsagida verilmistir (Tablo 21, 22, 23).

Grup n GPx 1 Geni Ekspresyon Diizeyi (arbitrary units) SD F
Deneme 3 0.80 0.49 016
Sham 3 0.67 0.23 '

Tablo 21. Gruplarin ortalama GPx 1 geni ekspresyon diizeyinin 3. giinde
karsilastirilmasi.

Grup n_| GPx 1 Geni Ekspresyon Diizeyi (arbitrary units) SD F
Deneme 3 0.82 0.42 011
Sham 3 0.91 0.21 '

Tablo 22. Gruplarin ortalama GPx 1 geni ekspresyon diizeyinin 15. giinde
karsilastirilmasi.

Grup n GPx 1 Geni Ekspresyon Diizeyi (arbitrary units) SD F
Deneme 3 0.65 0.51 0.02
Sham 3 0.69 0.06

Tablo 23. Gruplarin ortalama GPx 1 geni ekspresyon diizeyinin 30. giinde
karsilastirilmasi.
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Deneme ve sham gruplari arasinda 3, 15 ve 30. giinlerde GPx 1 geni
ekspresyon diizeyi yoniinden anlamli bir fark goériilmedi.
Deneme grubunun kendi iginde yapilan karsilastirma Tablo 24’de, sham

grubunun kendi i¢inde yapilan karsilastirma Tablo 25°de verilmistir.

GPx 1 Geni Ekspresyon Diizeyi
Giin n (arbitrary units) SD F
3. giin 3 0.80 0.49
15. glin 3 0.82 0.42 0.11
30. giin 3 0.65 0.51

Tablo 24. Deneme grubu i¢inde giinlere gére GPx 1 geni ekspresyon diizeyinin
karsilastirilmasi.

Deneme grubunun kendi iginde giinlere gore GPX 1 geni ekspresyon dizeyi
bakimindan 30. giindeki miktarin 3 ve 15. giinlere gore azalmis oldugu, fakat bunun

istatistiksel diizeyde anlamli bir fark olmadigi belirlendi.

GPx 1 Geni Ekspresyon Diizeyi
Giin n (arbitrary units) SD F
3. giin 3 0.67 0.23
15.giin | 3 0.91 0.20 1.49
30.giin | 3 0.69 0.06

Tablo 25. Sham grubu i¢inde giinlere goére GPx 1 geni ekspresyon dizeyinin
karsilastirilmasi.

Sham grubu i¢inde GPx 1 geni ekspresyon diizeyi yoniinden giinlere gore

istatistiksel diizeyde anlamli bir fark bulunmadi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Diabetes Mellitus, pankreasin insiilin sekresyonunun yetersizligi veya
dokularin insiiline cevabinin bozulmasi ile olusan, protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmasii etkileyen metabolik bir hastaliktir (197). Diabetin neden oldugu
komplikasyonlarin incelenmesi ve tedavi yaklasimlarinin belirlenmesinde deneysel
diabet olusturmak amaci ile yaygin kullanilan streptozotosin (STZ) (18, 180).
enjeksiyonu ile tip I diabet olusturulmaktadir (154). B hiicreleri iizerindeki toksik
etkisi nedeni ile laboratuar hayvanlarinda insiilin bagimli diabetes mellitus
olusumuna neden olan STZ’nin (107, 171) uygulama dozu deneklere gore
degismektedir (180).

Calismada streptozotosin ile diabet olusturulan farelerde, canli agirlik ve
karaciger agirliklarindaki degisiklikler, kan-glikoz degerleri, karacigerde GPx 1’in
spektrofotometrik olarak aktivite 6l¢iimiiniin yan1 sira RT-PCR ile gen ekspresyonu,
ayrica karacigerde histolojik olarak mikroskopik degisiklikler ve karacigerde GPx
1’in immunohistokimyasal lokalizasyonu incelendi.

Farelerde deneysel diabet olusturmak i¢in STZ’ yi 5 giin siireyle 40 mg/kg
(ip) uygulayan aragtirmacilardan (46, 182) Doi ve arkadaslari (46) 4 haftalik deney
stirecinde diabeti 24. saatte teyit etmislerdir. Benzer sekilde farelerde 1. giinde diabet
olustugunu bildiren Mukherjee ve arkadaslar1 (131), tek seferde 55 mg/kg (ip) STZ
uyguladiklarint ve 5 hafta siiresince diabetik farelerin kan glikoz degerlerinin
kontrollere gore yaklasik 3 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Swiss albino
farelerde pankreas dokusunu inceleyen Kanitkar ve arkadaslari (101) 100 mg/kg (ip)
STZ uygulamis, kan glikoz diizeyi 200 mg/dl nin iizerinde olanlar1 diabet kabul
ettiklerini ve iki haftalik deney siirecinde 1. giin kan sekeri diizeyinin 297 mg/dl, 7.
giin 320 mg/dl, 15. giin ise 324 mg/dl seklinde seyrettigini bildirmislerdir. STZ’ nin
mortalite {izerine etkisini ¢alisan Sabek ve arkadaslar1 (153), ilact 100’ den 200
mg/kg’a (ip) degisen oranlarda uyguladiklar farelerde, 7 ile 10 giinliik siirecte diabet
olusturduklarini belirttikleri ¢aligmalarinda 100, 125 ve 150 mg/kg dozlar1 arasinda
anlaml bir fark olmadigini, en fazla 6liim oraninin 200 mg/kg yasandigini ve diabet
olusumunda en iyl sonucun ise sadece %12 oraninda 6lim sekillenmesi ile 125

mg/kg da alindigini bildirmislerdir.
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Yine farelerde STZ’nin farkli dozlarin1 uygulayan arastirmacilar arasinda
Sandler ve arkadaslar1 (155), 120 mg/kg (ip) STZ uyguladiklar1 farelerde diabet
olustugunu ve bunu da 3. giinde teyit ettiklerini ifade etmislerdir. STZ’ yi 150 mg/kg
(ip) uygulayan Fujita ve arkadaslar1 (59), diabet olusturduklar1 farelerde 5 haftalik
deney siirecinin 7. giiniinde diabeti teyit etmis ve haftada iki kere yaptiklar1 dlgiimle
kalict hiperglisemiyi tespit etmislerdir. Farelere STZ’nin ayni dozunu uygulayan
Imaeda ve arkadaslar1 (94), diabeti deneysel siirecin 7. giiniinde teyit ettiklerini ve
diabette serum glikoz diizeyinde 6nemli bir artma oldugunu bildirmislerdir. Bunlara
ilaveten STZ’ yi intra vendz yolla 200 mg/kg dozunda uygulayan Watkins ve
arkadaglar1 (192) 3. giinde farelerde diabet olustugunu bildirirken ayni dozu
intraperitoneal uygulayan Kume ve arkadaslar1 (108) diabet olusturduklar: farelerde,
akut fazda (6, 12, 24, 36 ve 48. saatler) serum glikoz diizeyinin 6 ile 12. saatlerde
azaldigini, 36 ile 48. saatlerde ise kontrole gore diabetiklerde 6nemli oranda arttigini
bildirmislerdir.

Yukarida verilen literatiir bilgilerinin 15181 altinda g¢aligmada kullanilan
farelerde (swiss albino mice) 50 mg/kg’ dan 150 mg/kg’ a degisen oranlarda (50
mg/kg, 75 mg/kg, 100 mg/kg, 125 mg/kg ve 150 mg/kg) intraperitoneal (ip)
streptozotosin (STZ) uygulandi. Yapilan denemeler sonucu hem diabet olusumu hem
de hayatta kalma durumu goz oniline alindiginda en iyi sonu¢ 100 mg/kg (ip) STZ
uygulanmasiyla elde edildi. Calismamizda Kanitkar ve arkadaslar1 (101) ile uyumlu
olarak 100 mg/kg (ip) STZ uygulamasiyla farelerde diabet olusturuldu. Giinliik
olarak yapilan kan glikoz olgiimlerinin sonucunda Sandler ve arkadaslarinin (155)
belirttigi 72. saatte diabet olusumu teyit edildi. Ayrica bu calismada STZ diabetik
grup iginde baglangigta (0.gtin) 110,16 + 12,58 olan kan glikoz degeri ortalamasinin
diabetin olusumunun teyit edildigi 3. giin 298,61 + 69,25’ e yiikselmis oldugu ve 30
giinliik siire¢ icerisinde de 300 mg/dl tizeri devam ettigi tespit edildi (Tablo 13).
Deneklerde STZ’nin farkli dozlariin uygulanmasinin ve diabet olusumunun farklh
zamanlarda teyit edilmesinin hayvanlarin 1k O&zelliklerinin yaninda bireysel
farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistintild{i.

STZ uygulamas: ile diabet olusturulan ¢alismalarda deneklerin viicut agirligi
ile ilgili farkli literatiir bilgileri bulunmaktadir. Doi ve arkadaslari (46) STZ

uygulamasi ile deneysel diabet olusturduklari farelerde 4 haftalik siire¢ sonunda
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viicut agirligmin kontrole gore diistiiglinti, STZ’li grubun kendi i¢inde ise arttigini
bildirmiglerdir. Imaeda ve arkadaslar1 (94) ise STZ uygulanmasinda farelerin viicut
agirhginda bir azalma oldugunu ve bunun 6zellikle 7. giinde oldugunu
belirtmislerdir. Fujita ve arkadaslar1 (59), STZ diabetik farelerde kontrole nazaran
viicut agirliginda 6nemli bir diisme kaydetmelerinin yan1 sira Watkins ve arkadaslari
(192) diabet olusturduklar1 farelerde 42 giinliikk siiregte kontrol ve diabetli grup
arasinda ortalama viicut agirlig1 yoniinden énemli bir fark olmadigini bildirmislerdir.
Bunlara ilaveten Kume ve arkadaslar1 (108), streptozotosin ile diabet olusturduklari
farelerde akut fazda (6, 12, 24, 36 ve 48. saatler) viicut agirlig1 ortalamasinin 6nemli
oranda degismedigini bildirmislerdir.

Calismamizda 4 haftalik deney siirecinde STZ diabetik farelerde Watkins ve
arkadaslar1 (192) ile Kume ve arkadaslar1 (108) hari¢ diger arastirmacilarin hepsinin
belirttigi lizere ortalama viicut agirligimin azalmis oldugu goriildii. Diabette
bahsedilen kilo kaybmin nedenini arastirmacilar (147, 166) hiicrelerin ihtiyag
duyduklar1 glikozu elde edebilmesi igin meydana gelen lipolizis ve glikoneojenez
sonucu viicut agirliginda azalmaya neden oldugu seklinde aciklamislardir. Arastirma
sonuclarimiz bu aragtirmacilarin goriislerini desteklemektedir.

Deneysel diabet verilerinde karaciger agirligindan bahseden aragtirmacilardan
Cho ve arkadaslar1 (32) STZ ile diabet olusturduklar ratlarda karaciger agirliginin
kontrol grubuna goére daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Yine ratlarda STZ ile
diabet olusturan bir diger aragtirmaci grubu (136) doku alimini yaptiklari 4, 8 ve 12.
haftalarda karaciger agirliginin diabetik ratlarda kontrole gore azaldigini ve bununda
4. haftada %15, 8. haftada %12, 12. haftada %7 oraninda oldugunu ifade etmislerdir.
Farelerde olusturduklar1 diabet modellerinde 4 haftalik siire¢ sonunda STZ diabetik
fare karaciger agirliginin kontrole gére daha fazla oldugunu bildiren ¢aligsmalarin
(46) yami1 sira 42 giinliik siiregte STZ diabetik fare ile kontrol grubu arasinda
karaciger agirligi yoniinden onemli bir fark olmadigimi belirten caligsmalarda vardir
(192). Bunlara ilaveten Kume ve arkadaslar1 (108), streptozotosin uygulamasi ile
diabet olusturduklar1 farelerde akut fazda viicut agirliginin karaciger agirligina
oraninda azalma oldugunu ag¢iklamiglardir.

Streptozotosin ile diabet olusturdugumuz farelerde 30 giinliik siirecte

karaciger agirliginin sham ve kontrol gruplarina gore artmis oldugu (Grafik 1), ayrica
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gruplar arast yapilan karsilastirmanin tim giinlerinde (3, 15, 30. giinler) deneme
grubu karaciger agirliginin artmis oldugu yoniinde anlamli bir fark tespit edilmistir.
Sonuglarimiz, Cho ve arkadaslar1 (32) ile Doi ve arkadaslar1 (46) bulgular1 ile
paralellik gostermektedir.

GPx enzim aktivitesinin spektrofotomekrik olarak degerlendirildigi deneysel
diabet modellerinde GPx enzim aktivitesinin rat karacigerinde (63, 99) ve bobrek
dokusunda (150) kontrol gruplarma goére arttigini, karacigerde GPx aktivitesi
yoniinden diabetli ve kontrol gruplar1 arasinda bir farklilik olmadigimi1 (98, 105),
karacigerde GPx aktivitesinin diabetik grupta kontrollere nazaran diistiigiinii (11, 15,
25, 32, 80) bildiren c¢alismalar bulunmaktadir. Yine diabetik ratlarda GPx
aktivitesinin kani ile beraber karacigerde yapilan ¢alismalarda GPx aktivitesinin
diabetlilerin kirmizi kan hiicrelerinde artmasina ragmen karaciger dokusunda
azaldig1 (70, 163) bildirilirken Aksoy ve arkadaslart (5) STZ diabetik ratlarin
eritrositlerinde GPx aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir. Farelerde olusturdugu
diabette Mukherjee ve arkadaslar1 ise (131) 24. saatte, 4 ve 15. giinde, 3 ve 5.
haftalar da GPx aktivitesinin hem diabetli grubun kendi igerisinde hem de kontrole
gore distiginii bildirmislerdir. Antioksidan enzimlerden olan GPx diizeyindeki
azalmanin diabette hipergliseminin neden oldugu glikolizasyon sonucu antioksidan
enzimlerin inaktif hale gelmesinden kaynaklanabilecegi seklinde ifade edilmistir (20)

Bizim ¢aligmamizda 30 giinliik deney siirecinde STZ diabetik farelerde GPx
aktivitesinin kontrol ve sham grubuna gére daha diisik oldugu saptandi. GPx
aktivitesi yoniinden gruplar arasi giinlere gore yapilan karsilastirmada sham grubuna
gore 3 ve 15. giinlerde istatistike yansimayan bir azalma olmasina ragmen 6zellikle
30. giinde diabetik farelerdeki GPx aktivitesinin sham grubuna gdre anlamli bir
sekilde azalmis oldugu tespit edildi. Deneme grubunun kendi iginde yapilan
karsilastirmada 30 giinliik siire¢ icerisinde GPx aktivitesinin diismiis oldugu gorildii
(Tablo 18). Arastirmamizin GPx enzim aktivitesi sonuglari, enzim aktivitesinin
azaldigin bildiren arastirmacilarin sonuglarini destekler niteliktedir.

Deneysel diabette antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarint RT-PCR
yontemi ile c¢alisan arastirmacilardan Otsuka ve arkadaslar1 (142), 4 ile 6 haftalik
siirecli caligmalarinda diabetik ratlarin karacigerinde GPx mRNA diizeyinin

kontrollere gore dnemli oranda azalmis oldugunu tespit etmislerdir. Ayn1 yontemi
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kullanan farkli bir arastirmaci grubu da (117, 150) STZ ile diabet olusturduklar
ratlarin bobrek korteksinde GPx mRNA diizeyinin 6 haftalik deney siireci sonunda
kontrol grubuna gore arttigin1 bildirmislerdir. Antioksidan enzimlerin gen
ekspresyonlarina RT-PCR ile inceleyen Limaye ve arkadaslart (117), diabetik
ratlarin bobrek korteksinde GPx enzim aktivitesinin % 62.58 oraninda artmasinin
yaninda, mRNA diizeyinde de % 44.74’ lik bir artis kaydetmislerdir. Hayashi ve
arkadaslar1 (86) STZ ile diabet olusturduklari ratlarin glomerulusunda GPx mRNA
ekspresyonu yoniinden 2. haftada hafif bir artma oldugunu, 4. haftada ise herhangi
bir farklilik olmadigimi tespit etmislerdir. Diabet olusturduklari ratlarin hepatik
antioksidan enzim aktivitelerini ve lipid profillerini Northern blot analiz yontemi ile
calisan Cho ve arkadaslari ise (32), diabetik grupta hepatik GPx mMRNA
konsantrasyonunun kontrole gore istatistike yansimamasina ragmen hafif bir sekilde
azaldigin1 bildirmiglerdir. Tip 2 diabet modeli fareler ile STZ diabetik farelerin
bobrek ve kalp dokularinda antioksidan enzim mRNA ekspresyon diizeylerini galisan
Fujita ve arkadaslar1 (59), STZ diabetik farelerde GPx 1 mRNA ekspresyon diizeyi
bakimindan kontrole gore bir fark olmadigin bildirmislerdir.

Diabetik farelerin karacigerinde GPx 1 geni eksresyon diizeyine RT-PCR ile
baktigimiz ¢aligmamizda, GPx 1 geni ekspresyonu yoniinden diabetliler ile sham
grubu arasinda 30 giinliik siirecin yani1 sira 3, 15 ve 30. glinlerde gruplar arasi bir fark
olmadigr goriildi. Deneme grubu ig¢inde GPx 1 geni ekspresyonunun
karsilagtirilmasinda 3 ve 15. giinlere nazaran 30. giinde istatistike yansimayan bir
azalmanin tespit edilmesi (Tablo 24) nedeni ile Cho ve arkadaslarinin (32),
bulgulariyla paralellik gostermektedir. Fujita ve arkadaslarininda (59), belirttigi
izere diabetik durumda antioksidan enzimlerin gen ekspresyonunun organ ve
diabetin tipine gore degistigi diislintilmektedir.

Streptozotosinin (STZ), direkt organ toksititesinin yani sira diabete neden
oldugu ve boylece ¢ogu organin yap1 ve fonksiyonunu etkileyebildigi ifade edilmistir
(192). STZ’nin sadece pankreatik B hiicreleri degil ayni zamanda karaciger dahil
diger organlar iizerinde de toksik etkilere neden oldugunu bildiren calismalar
bulunmaktadir (109, 193). Karaciger instilin hareketinin 6énemli bir hedefidir ve kan

glikoz diizeylerinin devamliliginda 6nemli bir rol oynar (41, 144).
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Deneysel diabette karacigerin histolojik yapisi ile ilgili literatiir bilgilerine
gore; STZ ile diabet olusturduklari farelerin karacigerlerini elektron mikroskopik
diizeyde inceleyen Watkins ve arkadaslar1 (192), 6zellikle 1 ve 3. giinlerde hepatik
sinlizoidlerde sisme, hepatosit sinirlar1 arasinda goriilebilir bir genisleme, safra kanali
mikrovilluslarinda bozulma gordiiklerini, 35 ile 42. giinlerde de benzer bulgularin
goriildiigiinii, ayrica 21. giinde glikojen deposunda bir azalma oldugunu
bildirmislerdir. Fareclerde STZ ile diabet olusturan arastirmacilardan bazilar1 (46,
111) hepatosit niikleus alaninin arttigini, bazilar1 (91, 109, 111) hiicre biiyiikliigiintin
arttigin1 (hipertrofi) bildirirken, Laguens ve arkadaslart (111) da hepatositlerin
sitoplazmasinda mikrovakuoler degenerasyon goézlemlediklerini ifade etmislerdir.
Diabetik fare karacigeri konusunda farkli bulgular1 ortaya koyan arastirmacilardan
Honjo ve arkadaslar1 (91) hepatosit ¢ekirdegi igerisine sitoplazmik invaginasyonlarin
sekillendigini, Laguens ve arkadaslari (111) poliploid hepatosit sayisinda artis
oldugunu, Kume ve arkadaslar1 (109) ile Stearns ve arkadaslar1 (170) da karaciger
glikojeninde azalma oldugunu ortaya koymuslardir. Bu bulgulara ek olarak Hammad
ve arkadaslar1 (81) da bazi karaciger hiicrelerinin kiiglik glikojen yiginlari icermekle
birlikte baz1 hiicrelerin tamamen yag damlaciklar ile dolu oldugunu belirtmislerdir.
Doi ve arkadaslar1 (46) STZ ile diabet olusturduklari calismalarinda, diabetli
farelerde hepatosit niikleus alaninin kontrollere gore yaklasik iki kat daha biiyiik
oldugunu, intraniikleer inkliizyonlu hepatosit insidensinin (diabetlilerde; %3.4+0.2,
kontrolde; % 0) kontrole gore daha fazla oldugunu ve hepatosit ¢ekirdeklerinin
kontrole gore diabetlilerde hem daha biiyiik hem de diizensiz yapilar gosterdigini
bildirmislerdir. Ayrica ¢alismalarinda biniikleer hepatosit sayist yoniinden gruplar
aras1 fark olmadigmi ifade eden arastirmacilar her iki grupta goézlenen biniikleer
hepatosit ¢ekirdeklerinin kontrolde genelde goriiniis bakimindan benzer oldugunu,
diabetlilerde ise benzer olmadigini belirtmislerdir. Arastirmacilar (46) diabetli
grubun karaciger hepatositlerindeki hipertrofinin  intrasitoplazmik asidofilik
graniillerin sayisindaki artisa bagli oldugunu ve niikleer hipertrofininde bu
hepatositlerde yaygin oldugunu ifade etmislerdir.

Can ve arkadaslart (25), diabet olusturduklar1 ratlarda karaciger hiicre
katmanlarinin hepatositlerin dejenerasyonu ile bozuldugunu, c¢ogu karaciger

hiicresinin vakoullenmis goriindiigiinii, bazi hiicrelerin ise homojen eozinofilik
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globiiller icerdigini bildirmislerdir. Ayrica, diabetlilerde hepatoselliiler siniizoidal
hiicre hipertrofisi ile beraber siniizoidal dilatasyonun oldugu belirtmelerinin yani sira
karaciger hiicrelerinin kordon benzeri diizenlenme gostermediklerini ve siniizoidlerin
bozuldugu, sismis hepatositlerin eozinofilik intrasitoplazmik inkliizyonlar i¢erdigini
bildirmislerdir. Alloksan ile diabet olusturduklar siganlarin karacigerinde Bahgeci ve
arkadaglart (12) ¢ift niikleuslu hepatositlerin sayisinin arttigi, hepatositlerde
multivezikiiler yaglanma ile birlikte, baz1 karaciger lobiillerinin ve vena sentralislerin
endotelinde perforasyonun yani1 sira siniizoidlerde dilatasyon gorildiigiini
bildirmiglerdir. Ayrica ratlarda alloksan (80) ve STZ (103) uygulamasi ile yapilan
deneysel diabet modellerinde hepatik glikojen igeriginin diistiigii bildirilmistir.
Calismamizda deneme grubu karaciger hepatositlerinin sitoplazmalarinda
cok sayidaki mikrovezikiillerin yani sira az sayida makrovezikiiller ile karakterize
karaciger lipidozisinin goriilmesi Bahgeci ve arkadasglarmin (12) verileri ile
uyumluluk gostermektedir. Ilaveten hepatositlerin bazilarmin gekirdeklerinin kenara
itilerek hiicrenin tagh bir yiiziik seklini aldig1 goriildi. Bu hiicre ¢ekirdeklerinin dis
kenarlarinin diizensizlestigi, ¢ekirdeklerde sigkinlik gibi lezyonlarin da bulundugu
belirlendi. Ayrica az sayidaki hepatosit sitoplazmasinda glikojen birikimi gortldii.
15. giin deneme grubu karacigerlerinde 3. giline kiyasla hepatositlerde ve
¢ekirdeklerinde biiyiime (megalositozis) nin goriilmesi Laguens ve arkadaslari (111)
ile Doi ve arkadaslarinin (46) bulgulari ile paralellik gostermektedir. Yine bu
hiicrelerde hepatoselliiler anizositozis, hiicre g¢ekirdeklerinde diizensizlik ile bazi
cekirdekgiklerde biliylime oldugu goriildii. 3. glinde tespit edilen lezyonlardan farkli
olarak siklikla, Can ve arkadaslarimin (25) verileri ile paralellik gosteren g¢ekirdek
icine eozinofilik karakterde ve globiiler yapida olan sitoplazmik invaginasyonlara
rastlanmasinin yani sira sinuzoidlerin daraldigi ve bunlara ek olarak diffuz hepatik
lipidozisin 3. giine gore azalmakla beraber devam ettigi de goriildii. 30. giinde 15.
giindekine benzemekle birlikte lipidozis’in azaldigi, glikojen birikiminin arttig1 ve
lipidozisin vena sentralisler etrafinda (sentrilobiiler yaglanma; zon 3) ki
hepatositlerde yogun oldugu goriildii. Yine bu giinde 15. giinde tespit edilen gekirdek
ici inkliizyon cisimciklerine de rastlandi.
Selenoprotein olarak ilk identifiye edilen (56, 152) ve memelilerde en bol

bulunan (23, 31) glutatyon peroksidaz biitiin memeli organlarinda bulunur, fakat
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ekspresyon diizeyi izoformlarina ve dokuya gore degisir (39). Sitosol ve
mitokondride ekspre oldugu bildirilen GPx (51, 57), H;O, ve organik
hidroperoksidleri indirgemek i¢in glutatyonu kullanir (57, 124). GPx’ in
lokalizasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalar arasinda GPx 1 geninin hem sitoplazmik
hem de mitokondriyal bir enzim oldugu ve ¢ogu dokuda savunma hattinda ilk GPx
oldugu bildirilmesinin (51) yani sira Cikryt ve arkadaslar1 (35), fare karacigerinde
GPx 1’in sitoplazmik ve mitokondriyal olarak yiiksek bir sekilde ekspre oldugunu
bildirmislerdir.

Immunohistokimyasal tekniklerle rat karacierinde GPx’in hepatositlerin
sitoplazmasinda diffuz bir sekilde lokalize oldugunu, sentral venin etrafindaki sentral
zona nazaran hepatik lobun periferinde daha giiclii bir boyama oldugunu ve
siniizoidler etrafindaki endotel hiicreleri ile Kupffer hiicrelerinde boyama olmadigini
gozlemleyen Yoshimura ve arkadaglarinin (201), yani sira immunogold teknigini
kullanan Asayama ve arkadaslari (9) hiicresel GPx’in ratlarin hepatositlerinin
sitoplazmasinda, ¢ekirdeginde, mitokondrisinde ve diger organellerinde bulundugunu
bildirmislerdir. Bunlara ilaveten Muse ve arkadaslarida (134) GPx’in hamster bobrek
hiicrelerinde, ve en zengin olarak ta mitokondride bulundugunu (9) ifade etmislerdir.
Bu sonuglar GPx’ in ¢ogu intraseliiler alanda H,O,’ nin detoksifiye edilmesi ile
primer savunma sagladigini gostermektedir (10).

Fetal ve neonatal rat dokularinda GPx’in 1/3000’lik inkiibasyonunu yaptiklari
caligmalarinda Asayama ve arkadaslar1 (8), GPx 1’in immunohistokimyasal olarak
karaciger hepatosit hiicrelerinde sentral venin etrafinda sentrilobuler alanda ve
periferde benzer yogunlukta boyandigini bildirmislerdir. Bunlara ilaveten normal rat
hepatositlerinde yaptiklari ¢alismada Utsunomiya ve arkadaglari (189), GPx
immunreaktivitesinin 6zellikle periportal zondaki hepatositlerin sitosoliinde daha
kuvvetli oldugunu ayrica hepatositlerin sitoplazmasinin yani sira niikleusda da GPx
in pozitif reaksiyon verdigini agiklamislardir. Immunoelektron mikroskopi
kullanarak yaptiklari ¢aligmada arastirmacilar (191, 201) rat karacigerinde GPx’in
yogun olarak periportal hepatositlerin sitoplazmasinda lokalize oldugunu
gostermelerinin yan1 sira Murakoshi ve arkadaslart (132), kontrol grubu ratlarda
GPx’in immunohistokimyasal olarak baglica hepatik lobun portal alaninda lokalize

oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Sullivan ve arkadaslar1 da (178), GPx’in hamster
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bobrek hiicrelerinde ¢ekirdek, mitokondri, sitoplazmik matriks ve peroksizomlarda
bulundugunu bildirmislerdir.

Yapilan literatiir taramalarinda diabette GPx 1 immunoreaktivitesi ile ilgili bir
bilgiye rastlanmamis olup, c¢alismamizda kontrol, sham ve diabetli gruplarin
karacigerlerinde GPx 1’in benzer 6zellikte immunolokalizasyon gosterdigi, diabetik
gruptaki GPx 1 immunoreaktivitesinin sham grubuna goére biraz daha zayif oldugu
tespit edilmistir. Her iki gruba ait karaciger kesitlerinde diffuz karakterde olan GPx 1
immunoreaktivitesinin, hepatositlerin bazilarinda sitoplazmik, bazilarinda ise hem
sitoplazmik hem de niikleer tarzda olmasi Asayama ve arkadaslarinin (10) verileri ile
paralellik gostermektedir. GPx 1 immunoreaktivitesinin bazi kesitlerde gerek vena
sentralisler etrafindaki hepatositlerde yogun oldugunun gerekse Kiernan araligi
civarindaki hepatositlerde daha yogun oldugunun gozlenmesi ve bunlara ilaveten
hem vena sentralis damar endotelinde hem de Kiernan araliginda yer alan damarlarin
endoteli ile birlikte bag dokusunda GPx 1 immunoreaktivitesine rastlanmamasi
Yoshimura ve arkadaslarinin (201) verilerini destekler niteliktedir.

Sonug olarak; Calismamizda swiss albino farelerde 100 mg/kg (ip) STZ
uygulamasi ile diabet olusturulmus, diabetin teyit edildigi 3. giinden itibaren, 7., 15.,
21. ve 30. giinlerde diabetik farelerde kan glikoz diizeyinin kontrol ve sham grubuna
gore yiiksek oldugu ve deney siirecinde diabetik farelerde kan sekerinin 300 mg/dl
lizerinde seyrettigi goriilmiigtiir. Diabetik grubun kendi iginde yapilan
degerlendirmede deneyin baslangicinda 40,17 + 4,56 olan ortalama viicut agirliginin
deneyin bitiminde 27,74 + 3,56’a diismiis oldugunun tespit edilmesinin yaninda
karaciger agirliginin kontrol ve sham grubuna gore diabetlilerde arttigi ve benzer
sekilde deneme grubunun kendi i¢inde de giinlere gore karaciger agirliklarinda
belirgin ve diizenli bir artis oldugu (hepatomegali) gézlenmistir.

Diabetik farelerde yapilan biyokimyasal Olciilere gore ise GPx diizeyinin
kontrol ve sham grubuna goére distiigli ve bunun oOzellikle 30. giinde oldugu
gorlilmiigtir. GPx 1 gen ekspresyon diizeyi yoniinden yapilan degerlendirmede
diabetik fareler ile sham grubu arasinda bir fark olmadigi, deneme grubu iginde ise
GPx 1 gen expresyon diizeyinde istatistike yansimayan bir azalma oldugu gortildi.
Bahsedilen bu durumun protein bazinda bir modifikasyona ugrama sonucu

olabilecegi diisiiniilmektedir. Sham ve diabetli gruplarin karacigerlerinde GPx 1’in
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benzer oOzellikte immunolokalizasyon gosterdigi, diabetik grupta GPx 1
immunoreaktivitesinin sham grubuna gore biraz daha zayif oldugu belirlendi. Ayrica
sham ve diabetli gruplarin karacigerlerinde diffuz karakterde olan GPx 1
immunoreaktivitesinin, bazi hepatositlerde sitoplazmik, bazilarinda ise hem
sitoplazmik hem de niikleer tarzda oldugu, baz1 kesitlerde GPx 1
immunoreaktivitesinin vena sentralisler etrafindaki hepatositlerin ilk bir iki sirasinda
sitoplazmik ve niikleer tarzda yogun olmakla birlikte 6zellikle Kiernan araligini
cevreleyen ilk bir iki sirasindaki hepatositlerde daha yogun oldugu gézlemlendi.

Calismada histolojik yonden incelenen karaciger 6rneklerinde; 3. giin deneme
grubu karaciger hepatositlerinin sitoplazmalarinda mikrovezikiilerin yani sira
makrovezikiiller karakterde karaciger lipidozisi, hepatositlerin bazilarinda hiicrenin
tagh bir yliziik seklini aldigi, hiicre ¢ekirdeklerinin dis kenarlarinin diizensizlestigi,
cekirdeklerde sigkinlik ve ¢cok az sayidaki hepatosit sitoplazmasinda glikojen birikimi
gozlemlendi. 15. giin deneme grubu karacigerlerinde 3. giine kiyasla hepatositlerde
ve cekirdeklerinde biiyiime (megalositozis), bazi ¢ekirdekciklerde biiyiime, ayrica
bazi hiicrelerin cekirdekleri icine eozinofilik karakterde ve globiiler yapida olan
sitoplazmik invaginasyonlar yaptigi, sinuzoidlerde daralmanin yani sira diffuz
hepatik lipidozisin de 3. giine gore azalmakla beraber devam ettigi gorildi. 30.
giindeki bulgularda 15. glindekine benzemekle birlikte lipidozis’in azaldig1, glikojen
birikiminin arttig1 ve lipidozisin vena sentralisler etrafinda (sentrilobiiler yaglanma;
zon 3) ki hepatositlerde yogun oldugu tespit edildi. Ayrica, 15. giinde tespit edilen
cekirdek ici inkliizyon cisimciklerine 30. giinde de rastlandi.

Calismada elde ettigimiz bulgularin deneyin siiresi, kullanilan deney
hayvanlarmin tiirleri ve bireysel farkliliklara gore degisebilecegi diislintilmekle
birlikte mevcut sonuglarimizin ¢agimizin énemli hastaliklarindan biri olan diabetes
mellitusun arastirilmas1 konusunda yeni calismalarin ortaya g¢ikmasina yardimci
olabilecegi, daha ileri teknikler kullanilarak gerek diabetik komplikasyonlarin
onlenmesi gerekse diabetli insanlarin yasam kalitesini artirict yonde pozitif sonuglara

gidilmesine yardimeci olabilecegi sonucuna varilmistir.
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5.0ZET

Bu arastirma, saglikli ve diabetik farelerin karacigerlerinde glutatyon
peroksidaz 1 enziminin gen ekspresyon diizeyini, enzimin dokudaki lokalizasyonunu
ve karacigerde meydana gelen yapisal degisikleri histolojik olarak incelemek
amactyla yapildi. Calismada, materyal olarak 36 adet swiss albino fare kullanildu.

Calismada deneme grubuna, Na sitrat tamponu ig¢inde ¢ozdiriilen
streptozotosin (100 mg/kg), sham grubuna ise Na sitrat tamponu i.p. olarak
uygulandi. Deney siiresince standart fare yemi ve su ile ad libitum beslenen
deneklerin tiimiinden karaciger ornekleri 3, 15 ve 30. giinlerde alindi. Glutatyon
peroksidazin gen ekspresyon diizeyini tespit etmek i¢in RT-PCR ydntemi kullanildi.
Glutatyon peroksidaz enziminin dokudaki lokalizasyonu immunohistokimyasal
olarak incelendi. Histolojik incelemeler i¢in hematoksilen eosin (HE), Crossmanin
ticlii boyamasi ve periodik asit Shiff (PAS) boyama yontemleri kullanildi. Enzimin
protein aktivite tayini Matkowich ve arkadaglarinin yontemine gore yapildi. Ayrica,
gruplarin canli agirlik ve karaciger agirliklar1 da karsilastirildi.

Calismada diabetik grupta kan glikoz degeri ortalamasinin diabetin
olusumunun teyit edildigi 3. giinden itibaren 30 giinliikk siire¢ icerisinde 300 mg/dI
tizeri devam ettigi tespit edildi. GPx 1 enzim aktivitesinin hem sham ve kontrol
gruplarina gore hem de denemenin kendi i¢inde disiik oldugu, GPx 1 gen
ekspresyonu yoniinden deneme ile sham gruplar1 arasinda bir fark olmadigi ancak
deneme grubu iginde istatistike yansimayan bir azalma oldugu tespit edildi. Tim
gruplarda GPx 1’in benzer 6zellikte immunolokalizasyon gosterdigi ancak deneme
grubunda diger gruplara goére daha zayif oldugu tespit edildi. GPx 1
immunoreaktivitesinin, bazi hepatositlerde sitoplazmik, bazilarinda ise hem
sitoplazmik hem de niikleer tarzda oldugu ve 6zellikle vena sentralis ile Kiernan
aralig1 civarindaki hepatositlerde daha yogun oldugu goézlendi. Deneme grubu
karaciger hepatositlerinin sitoplazmalarinda Karaciger lipidozisi, bazi hepatositlerin
tash bir yiiziik seklini aldigi, hepatositlerde ve ¢ekirdeklerinde biiyiime ve ¢ekirdek
i¢i inkliizyon cisimciklerine de rastlandi. Deneme grubunda, diger gruplara gore

canli agirlikta azalma karaciger agirliginda ise artis oldugu bulundu.
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Yapilan arastirmada 30 gilinlikk deney siirecinde diabetin, GPx 1 gen
ekspresyonu {iizerinde istatistiksel diizeyde anlamli bir etkisinin olmadigi tespit
edildi. Bununla birlikte arastirmanin daha ileri teknikler kullanilarak yapilacak olan

diabet aragtirmalarinda yardimci olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar  Sozciikler:  Diabetes mellitus, Karaciger, GPx 1, RT-PCR,

Immunohistokimya.
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6. SUMMARY

The objective of the present study was to evaluate gene expression patterns of
glutathione peroxidase 1, its tissue localization by immunohistochemistry method
and the structural aberration of healty and diabetic mouse liver by routine
histological techniques. In this study, 36 swiss albino mice were used.

In this study, Streptozotosin (STZ, 100 mg / kg ) prepared within Na citrate
buffer solution was apllied for treatment group and Na citrate buffer solution was
applied for sham group as intra peritoneal injection. Animals were feeded with
standard mouse feed as ad libitum during the experiments. All liver samples from
subjects from 3rd, 15th and 30th days were included. To determine the level of
glutathione peroxidase 1 gene expression level, RT-PCR technique was used. Tissue
localization of glutathione peroxidase 1 enzyme was analysed by
immunohistochemical methods. Haematoxylin and eosin (H & E), Crossmans
modification of triple staining and Periodic acid Shiff (PAS) staining methods were
used for histological examination. Matkowich's method was used for determination
of enzyme activity of glutathione peroxidase 1. In addition, groups were compared
with body weight and liver weight.

The average value of blood glucose in diabetic study group confirmed the
formation of the diabetes with over the value of 300 mg/dl starting from 3rd day of
the experiment to the end of the 30-day period. Both sham and control groups of GPx
enzyme activity was seen low in the experiment itself whereas gene expression of
GPx 1 experiment was not found to be different. However, a decrease not reflected
by statistical methods was observed within the experimental groups. Similar features
in all groups of GPx 1 immunolocalization were observed whereas this
immunstaining was relatively weak comparing with the other groups. The nuclear
and cytoplasmic immunoreactivity of GPx 1 was found in all hepatocytes with the
high intensity in hepatocytes surrounding kiernan area. Lipidosis, ring-like nucleus
transformation and kernel inclusion were found in hepatocytes of experimental
group. The treatment group had lower body weights along with the increased liver

weights compared with the control and sham groups.
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It was found in this study that diabetes has no statistically significant effect on
GPx 1 gene expression. This finding may help for further investigation on diabetic

research using detailed techniques.

Key words: Diabetes Mellitus, Liver, GPx 1, RT-PCR, Immunohistochemistry.
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9. EKLER
9.1. Deneysel Diabet Olusturmada Kullanilan Cozelti

Deneysel diabet olusturma amaci ile streptozotosinin (STZ) ¢ozdiiriilmesin
de sitrat tamponu kullanilmstir.

Sitrat Tamponu

28.1 hacim 1/1000 N HCI ve 71.9 hacim 1/1000 M Na-sitrat karisimindan
olusan ¢ozeltinin pH’s1 Hanna HI 221 pH metresinde pH’s1 4.5’¢ ayarlanarak +4
°C’de muhafaza edildi (14).

9.2. Kullanilan Gen Primerleri

Calismada B-Aktin ve GPx-1 genleri kullanilmistir.

1. B-Aktin Gen Primeri
Internal kontrol geni olan B-Aktin geninin baz dizilimi Tablo 1°de verilmistir.

Genismi | Primer Sekansi Referans Uriin
Biiyiikliigii

B-aktin 5-TCATGA AGT GTGACG TTGACATCCGT-3’ | Kocamis ve

Forword ark  (106),

p-aktin 5°-CCT AGA AGC ATT TGC GGT GCA CGA TG-3’ | Yamamura 285 b¢

Revers ve ark (198)

Tablo 1. B-Aktin geninin baz dizilimi

2.GPx 1 Gen Primeri

Kullanilan GPx 1 primerinin baz dizilimi Tablo 2°de gosterilmistir.

Gen ismi Primer Sekansi Referans | Uriin
Biiyiikliigii

GPx 1 5’-CCT CAA GTA CGT CCG ACC TG-3,

Forword Ferret ve | 197 b¢

GPx 1 5’-CAATGT CGT TGC GGC ACA CC-3’ ark (55)

Revers

Tablo 2. GPx-1 primerinin baz dizilimi.
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Gpx1 Geni Sekans Detayl

Sembol

Isim

ID/Versiyon
Sekans tammmlama
Sinonimleri
Sekans
Kromozom
Genetik Harita

Fenotipik alelleri

Gpx1

Glutathione peroxidase 1

NM_008160

Mus musculus glutathione peroxidase 1 (Gpx1), mRNA.
cellular GPx, CGPx, Gpx, GPx-1, GSHPx-1

RNA 847 bp

Chromosome 9

Chromosome 9, 57.0 cM, cytoband F1

5

EC

1.11.1.9

Tablo 3. GPx 1 geninin sekans detay1 (69).

B-Aktin Geni Sekans Detayi

Sembol

Isim

ID/Versiyon
Sekans tammmlama

Sinonimi

[B-actin

Beta actin glutathione peroxidase 1
NM_205518

Gallus gallus actin, beta (ACTB), mMRNA
ACTB

Sekans

1736 b¢ mRNA

Tablo 4. p-aktin geninin sekans detayi (19).
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96,00
0

56.10
0620
565,30
06,40
06,50
06.60
06,70
06.80
56,90
a7.00

a7.10

a7.20

a7.30

a7.40

a7.50
a7 .60
o770
a7.80

a7.80

58.00

Sekil 1. Fare 9. kromozom baglanti haritasi (54).



