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OZET

L-Theaninin Diyabetik Sicanlarda Pankreas ve Karaciger Doku Hasarlarina

Etkilerinin Incelenmesi

Hiperglisemi ile karakterize olan diyabetes mellitus (DM), karbohidrat, protein ve
lipid metabolizmasindaki bozukluklarla iligkili yaygin kronik bir hastaliktir. Diyabette
hiperglisemi tarafindan tetiklenen sinyal yolaklari, oksidatif stresi, inflamasyonu ve
hiicresel 6liimii arttirarak diyabetik komplikasyonlarin gelismesinde onemli bir rol oynar.
L-Theanin (LT), Camellia Sinensis ¢aylarinda bulunan antioksidan, antiinflamatuvar, ve
antidepresan gibi sagliga faydali etkilere sahip 6zel bir amino asittir. Bu ¢aligmada, 28 giin
boyunca gavaj ile 200 mg/kg LT takviyesinin streptozotosin (STZ, 60 mg/kg,
intraperitoneal (i.p.), tek doz) / nikotinamid (NA, 120 mg/kg, i.p., tek doz) ile indiiklenmis
diyabetik siganlarin pankreas ve karaciger dokularinda oksidatif strese, inflamasyona ve
apoptoza etkileri incelendi. Bu amagla, 28 adet Wistar erkek sican (150-250 g, 2-3 aylik)
her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi: Kontrol, LT, DM ve DM+LT.
Dokularda oksidatif stres gostergesi olarak toplam ve okside glutatyon seviyeleri (sirasiyla
TGSH ve GSSG) enzimatik kolorimetrik yontemle; inflamasyon gostergeleri olarak
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz 2 (NOS2) ve timor nekrozis faktor-a (TNF-a), ve
apoptoz gostergesi olarak kaspaz-3 gen ekspresyonlar1 ve protein seviyeleri, sirasiyla, Real
Time PCR ve ELISA yontemleri ile belirlendi. Dokular ayrica histopatolojik olarak da
degerlendirildi. DM+LT grubu DM grubu ile karsilagtirildiginda; pankreas dokusunda
TNF-a, NOS2 gen ekspresyonlar1 ve kaspaz-3 protein seviyesi, karaciger dokusunda ise
GSSG ve GSSG/TGSH seviyeleri anlamli diisiik bulundu (p<0.05). Ayrica dokularda
histopatolojik dejenerasyonun azaldigir gozlendi. Sonug¢ olarak, LT takviyesi DM’de
0zellikle pankreas dokusunda inflamasyonu ve apoptozu, karaciger dokusunda ise oksidatif
stresi etkilemistir. Ancak bunlarin, insanlar iizerinde diyabet patolojisine etkisine yonelik

ayrintili caligsmalarla desteklenmesine ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Diyabetes Mellitus, Inflamasyon, Oksidatif Stres, L-

Theanin
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of L-Theanine on Pancreas and Liver Tissue Damages in

Diabetic Rats

Diabetes mellitus (DM), characterized by hyperglycemia, is a common chronic
disease associated with disorders in carbohydrate, protein and lipid metabolism. Signaling
pathways triggered by hyperglycemia in diabetes play an important role in the
development of diabetic complications by increasing oxidative stress, inflammation and
cellular death. L-Theanine (LT) is a special amino acid found in Camellia Sinensis teas,
with beneficial effects on health such as antioxidant, antiinflammatory, and antidepressant.
In this study, the effects of 200 mg/kg LT supplementation by gavage for 28 days on
oxidative stress, inflammation and apoptosis in pancreatic and liver tissues of
streptozotocin (STZ, 60 mg/kg, intraperitoneal (i.p.), single dose) / nicotinamide (NA, 120
mg/kg, i.p., single dose) induced diabetic rats were investigated. For this purpose, 28
Wistar male rats (150-250 g, 2-3 months) were divided into 4 groups with 7 animals in
each group: Control, LT, DM and DM+LT. In tissues, total and oxidized glutathione levels
(TGSH and GSSG, respectively) as an indicator of oxidative stress by enzymatic
colorimetric method; the gene expressions and protein levels of inducible nitric oxide
synthase 2 (NOS2) and tumor necrosis factor-a (TNF-a) as the indicators of inflammation,
and caspase-3 as an indicator of apoptosis by Real Time PCR and ELISA methods,
respectively, were determined. Tissues were also evaluated histopathologically. When the
DM+LT group was compared with the DM group; the gene expressions of TNF-a, NOS2
and the levels of caspase-3 protein in pancreatic tissue, and the levels of GSSG and
GSSG/TGSH in liver tissue were found to be significantly lower (p<0.05). It was also
observed that histopathological degeneration decreased in tissues. In conclusion, LT
supplementation especially affected inflammation and apoptosis in pancreatic tissue and
oxidative stress in liver tissue in DM. However, these needs to be supported by detailed

studies on its effect on diabetes pathology in humans.

Keywords: Apoptosis, Diabetes Mellitus, Inflammation, Oxidative Stress, L-Theanine
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1. GIRIS ve AMAC

Diyabetes mellitus (DM) veya halk arasindaki adi ile seker hastaligi, pankreas -
hiicre harabiyeti veya fonksiyon kaybi, insiilin yetersizligi veya direnci ve 6zellikle kan
glukozu yiiksekligi ile seyreden, komplikasyonlari ile bir¢ok organda hasara neden olan,
yasam kalitesini maddi ve manevi yonde etkileyen, yiiksek morbidite ve mortalite ile
sonuglanabilen metabolik ve endokrin bir hastaliktir (1, 2). Glukoz metabolizmasinin
bozulmasi1 veya hiperglisemi, oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz da dahil bir seri
patolojik duruma neden olmaktadir (2). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) bu hastalig,
kardiyovaskiiler sistem, kanser ve kronik solunum probleminin yani sira kesfedilen dort
onde gelen bulasici olmayan hastaliktan biri olarak kabul etmektedir (1). Modern yagamin
getirdigi kosullarla goriilme sikligr diinya ¢apinda artmaktadir. Bu nedenle tedaviye
yonelik arayislar devam etmektedir.

L-Theanin [N(5)-etil-L-glutamin; L-y-glutamiletilamid; vy-glutamiletilamid; vy
glutamil  L-etilamid;  y-etilamino-L-glutamik  asit;  (2S)-2-amino-5-(etilamino)-5
okzopentanoik asit], 6zellikle yesil ve siyah ¢ay dahil Camellia Sinensis bitkisinden elde
edilen cay lriinlerinde bulunan, icilen ¢ay ile birlikte alinabilen glutamat tiirevi 6zel bir
amino asittir (3). Bazi iilkelerde diyet takviyesi olarak satilabilen "giivenli" ve "toksik
olmayan" bir bilesik olarak kabul edilmektedir. Hafiza ve alg1 giiclendirici, rahatlatici
olarak kullanilmaktadir (4). LT ince bagirsakta L-amino asit tasiyicilart tarafindan
emilmekte, bobreklerde ise etilamin ve glutamata katabolize olmaktadir (5). Glutamin
tastyicisinin - inhibisyonu yoluyla glutamatin  hiicre digt  salimmmini  baskilayarak
ekzotoksisiteyi azaltici etki sergiledigi belirtilmektedir (6). Literatiirde oksidan-antioksidan
dengeyi antioksidanlar lehine artirdii, inflamasyonu baskiladigi, antiapoptotik,
antipsikotik, antideprezan, antikanser ve noroprotektif gibi saglhiga faydali etkiler
sergiledigini belirten makaleler mevcuttur (3, 5, 7-9). LT nin yiiksek yagl diyetle beslenen
farelerde obeziteyi, glukoz toleransini ve insiilin duyarhiligimmi iyilestirdigi, beyaz yag
dokusunun kahverengilesmesine katki sagladig: ifade edilmektedir (10). Ayrica LT’ nin
instilinotropik bir ajan oldugu, doza bagimli olarak insiilin salinimin1 arttirdig1, pankreatik
B-hiicrelerine kismi koruma sagladigi ve bu nedenle diyabet tedavisinde kullanilabilecegi
ileri siiriilmiistiir (11). Bunlara ilaveten LT metaboliti olan etilamin diizeyi yiiksek olan
kisilerde diyabetik riski diisiik bulunmustur (12). Diger taraftan LT nin bagirsakta glukoz,
amino asit ve yag asitleri tasinimini etkiledigi, kan glukozunu ve pankreastan insiilin

salinimin azaltig1 da raporlanmistir (13).



Ulkemizde DM hastalarinin ¢ok olmasi ve LT nin fazla miktarda tiiketilen cayla
yiikksek miktarda alinabilme ihtimali LT’yi DM hastalarinda 6nemli kilmaktadir. Bu
calismada, yukarida agiklanan LT’ nin sagliga faydali ve insiilin seviyesine farkli yonde
etkileri g6z Oniine alinarak, DM’de en c¢ok etkilenen organlardan olan pankreas ve
karaciger tizerine etkilerinin olup olmayacaginin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amacla
STZ/NA ile diyabet olusturulmus diyabetik siganlarda 28 giin boyunca oral 200 mg/kg LT
takviyesinin bu dokularda oksidan-antioksidan dengeyi, inflamasyonu, apoptozu
yonlendirmesi, biyokimyasal agidan parametrelerin seviyesi ve gen ekpresyonlar1 yonii ile
aragtirildi. Ayrica histopatolojik olarak dokular degerlendirildi. Daha 6nce LT’yi DM’de

bu yonleri ile degerlendiren herhangi bir calismaya rastlanilmamustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Diyabetes Mellitus

Hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastalik olan DM, insiilin sekresyonunda
ve/veya insiilinin etkisindeki bozukluklardan kaynaklanir. Hastaligin gelisiminde birkag
patojenik siire¢ s6z konusudur. Bunlar, pankreas P hiicrelerinin otoimmiin yikimindan
sonuclanan insiilin eksikligi ve insiiline direncten kaynaklanan anormalliklerdir.
Diyabetteki karbohidrat, protein ve lipid metabolizmasindaki anormalliklerin nedeni, hedef
dokular {izerinde insiilinin yetersiz etkisidir. Yetersiz insiilin etkisi, eksik insiilin
salmimindan ve/veya hormon etkisinin karisik yolaklarinda bir veya birka¢ noktada

instiline kars1 azalmis doku yanitlarindan kaynaklanir (14).

DM’nin prevalansi ve morbiditesi yiiksek oldugundan dolay1 kiiresel bir halk
saglig1 sorunudur. 2019 yilinda Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF), diinya ¢apinda
yaklagik 463 milyon kisinin diyabet hastasi oldugunu ve bu saymin 20-79 yaslari
arasindaki yetigkinlerin %9.3’linii olusturdugunu bildirdi. Mevcut biiylime oranina gore, bu
saymin 2030 yilina kadar 578 milyona ve 2045 yilina kadar 700 milyona ulagmasi
bekleniyor. Ulkemizde ise yaklasik 7 milyon diyabet hastasi oldugu ve bu rakamim 20-79
yas araligindaki yetiskin niifusun yaklasik %15’ine denk geldigi belirtilmektedir (15).

Stres, sagliksiz diyetler, ¢evresel faktorler, virilis kaynakli enfeksiyonlar, otoimmiin

hastaliklar vs. DM riskini arttirmaktadir (16).

Diyabetteki kronik hiperglisemi, 06zellikle kardiyomiyopati olmak {izere
makrovaskiiler komplikasyonlarin yani1 sira retinopati, ndropati ve nefropati gibi
mikrovaskiiler komplikasyonlara da eslik etmektedir (17). Asir1 idrara ¢gikma (poliiiri), asirt
susama (polidipsi), asir1 yemek yeme (polifaji), kilo verme ve bulanik gérme belirgin
hipergliseminin semptomlaridir. Kronik hiperglisemide, enfeksiyonlara yatkinlik ve
biiyiime bozukluklar1 da goriilebilir. Kontrol edilmeyen diyabet, akut ve hayat: tehdit eden
sonuglar dogurabilir (14).

Amerikan Diyabet Dernegi tarafindan 2019 yilinda cikarilan “2. Diyabetin
Siniflandirilmas1 ve Teshisi: Diyabette Tibbi Bakim Standartlarina” gore diyabet tani
kriterleri asagidaki Tablo 1°deki gibidir (18).



Tablo 1. Diyabet tani1 kriterleri

Aclik plazma glukozu > 126 mg/dL (7.0 mmol/L). 8 saat ve lizeri siire kalori alimi

olmadig1 durum aglik olarak tanimlanir.

Veya

Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) sonrasinda 2. saatte Olciilen plazma glukozu > 200
mg/dL (11.1 mmol/L). Test, DSO tarafindan anlatildig1 gibi, suda ¢dziinmiis 75 g saf
glukoz esdegeri igeren bir glukoz yiikii kullanilarak yapilmalidir.

Veya

HbAlc > %6.5 (48 mmol/mol). Test, DCCT testi ile standartlagtirilmis bir yontem
kullanilarak ve NGSP sertifikasina sahip bir laboratuvarda gerceklestirilmelidir.

Veya

Hiperglisemi ve/veya hiperglisemik kriz belirtilerine sahip bir hastada, rastgele Slgiilen

plazma glukozu > 200 mg/dL (11.1 mmol/L).

Esdeger olmayan hipergliseminin yoklugunda, teshis ayni numuneden iki anormal test sonucu veya iki ayri
test Orneginde gerektirir. [The Diabetes Control and Complications Trial (DCCT), National
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP)].

2.1.1. Diyabetes Mellitus Siniflandirilmasi
Diyabet asagidaki genel kategorilere ayrilabilir:

1. Tip 1 diyabetes mellitus (T1DM), otoimmiin hiicreli yikim nedeniyle, cogunlukla

mutlak instilin yetersizligine neden olur.

2. Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM), insiilin direncinin geri planinda ¢ogunlukla

ilerleyen B-hiicresi insiilin salinimi yetersizligi sebebiyle olur.

3. Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM), gebelikten Once belirgin olmayan ve

genellikle gebeligin ikinci veya liglincii trimesterinde teshis edilen diyabettir.

4. Diger nedenlerden kaynaklanan spesifik diyabet tiirleri, 6rnegin; yenidogan
diyabeti gibi monojenik diyabet, pankreatit ve kistik fibrozis gibi ekzokrin pankreas

hastaliklar1 kaynakli diyabet, ila¢ veya kimyasal kaynakli diyabettir (14, 18).

DM’nin en ¢ok goriilen iki ana tipi, TIDM ve T2DM’dir. TIDM, lokal

inflamatuvar mediatorlerin insiilin salgilayan hiicreleri tahrip ettigi otoimmiin bir hastalik



olarak bilinir. T2DM ise artan hiperglisemiden, insiilin direncinden, glukoz toksisitesinden,
inflamatuvar sitokinler ve oksidatif stresin neden olabilecegi pankreas [-hiicre
yetmezliginden olusur (19). TIDM, pankreas p-hiicrelerinin otoimmiin yikimindan
kaynaklanir ve tiim diyabetik vakalarin yaklasik %5-10’unu olusturur. Bu tip diyabet
genellikle insiilin salgilayan hiicrelerin ciddi tahribati nedeniyle hizla gelisir ve hastalar
ekzojen insiiline bagimlidir. Daha sik goriilen ve tiim diyabetik vakalarin %90-95’ini
olusturan T2DM, insiilin direnci ve bagil insiilin eksikligi ile karakterizedir ve siklikla agir1
kilo veya obezite eslik eder. Hiperglisemi genellikle yavas gelisir ve erken asamalarda kan
sekeri orta derecede yiikselir. T2DM’de, insiilin direnci baslangigta artan insiilin
sekresyonu ile telafi edilir; bununla birlikte, insiilin sekresyonunun bu uzun siireli asir
uyarimi, zaman i¢inde B-hiicrelerinin asamali tilkkenmesine ve bozulmasina yol agar (20,
21). T2DM’li bireylerde, bu hiicrelerde ¢ok sayida anormallik tanimlanmistir. T2DM’li
insanlarda, glukozla uyarilan insiilin sekresyonu onemli Ol¢lide bozulmustur. Bununla
birlikte, amino asitlere veya siilfoniliirelere insiilin salg1 cevabi genellikle daha az etkilenir.
Ayrica, insiilin sekresyonunun ilk fazinin ve hormon salimiminin pulsatilitesinin de
T2DM’li hastalarda bozuldugu gosterilmistir (22, 23). B hiicrelerinin insiilin salgilayici
anormalliklerine, glukozun oksidasyonunun azalmasi ve daha diisiik bir ATP / ADP oram
eslik eder. Ayrica, T2DM’li insanlarin pankreas adaciklarinda insiilin, glukoz tasiyicilari
ve glukokinaz ekspresyonlarinin azaldigi bulunmustur. Saglikli bireylere kiyasla T2DM’li
insanlarda pankreas adaciklarindaki oksidatif stresin ve adacik hiicrelerinin apoptozunun

arttig1 da bilinmektedir (23-25).
2.1.2. Diyabetes Mellitus ve Oksidan-Antioksidan Denge

Serbest radikaller ateroskleroz, kanser ve diyabet dahil bir¢cok dejeneratif hastaligin
patogenezinde rol oynamaktadir. DM’de antioksidan savunma sistemleri de bozulmustur.
Oksidatif stres, hiicresel membranlarin oksidatif hasarina ve subseliiler organellerin yapisal
ve fonksiyonel biitlinliiglindeki degisikliklere neden olabilir ve diyabet hastaliginda ¢esitli
komplikasyonlara neden olan etkiler iiretebilir (26). Oksidatif stres tiim DM vakalarinda
(0zellikle T2DM) ve diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde onemli bir rol
oynamaktadir. Son zamanlarda elde edilen Onemli kanitlar, hiicresel indirgenme
yiikseltgenme (redoks) dengesizliginin, B-hiicre disfonksiyonu ve insiilin direnciyle ilgili
belirli sinyal yollarmi1 diizenleyerek, oksidatif strese ve ardindan diyabet ve ilgili

komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina ve gelismesine neden oldugunu gostermistir. Reaktif



oksijen tiirleri (ROT) ayrica diyabet siirecine dahil olan belirli proteinleri dogrudan
oksitleyebilir ve bu redoks modifikasyonu olarak tanimlanir. Redoks modifikasyonu,
bozulmus insiilin sekresyonunda ve insiilin direncinde kritik roller oynayan alternatif asagi
akis sinyal yollarini etkinlestirerek, diyabet ve diyabetik komplikasyonlarin gelisimini

kolaylastirir (27).

Yiiksek glukoz seviyeleri, enzimatik olmayan, oto-oksidatif glikozilasyonu, poliol
ve heksozamin yolaklarin1 ve ayrica protein kinaz C aktivitesini artirabilir, bu da hem
inflamatuvar mediatorlerde hem de antioksidan savunmada azalmaya neden olabilir. Bu
yollar ¢ogunlukla, ¢esitli organ ve dokulardaki oksidatif stresi dogrudan arttiran, diyabetik
durumda ROT iiretimine katilmaktadir (28).

Glutatyon (y-glutamil-L-sisteinilglisin, GSH), hiicre i¢inde en bol bulunan diisiik
molekiil agirlikli tiyoldiir ve viicut sivilarindaki baslica antioksidan bilesiklerden biridir.
Pro-oksidan kosullar altinda, iki GSH molekiilii birer elektron verir ve glutatyon distilfide
(GSSG) doniistiirtiliir (29). GSH tiim memeli dokularinda ve 6zellikle karacigerde yiiksek
konsantrasyonda bulunur. Cogu hiicrede milimolar konsantrasyon seviyesinde (karaciger
5-10 mM) bulunur. GSSG diizeyi, GSH diizeyinin %1’inden daha azdir (30). Hiicre dis1
matrikslerde miktar1 farklidir, 6rnegin insan plazmasinda GSH konsantrasyonu 2-20 uM

araligindadir (31, 32).

Glutatyon detoksifikasyon, antioksidan savunma, tiyol durumunun siirdiiriilmesi ve
hiicre proliferasyonunun modiilasyonunu igeren ¢esitli fonksiyonlara sahiptir (30). Hiicre
i¢ci redoks dengesini diizenleyen baslica ciftlerden biri olarak GSH-GSSG cifti, hiicreleri
prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizligin neden oldugu oksidatif stresten
korumada 6nemli bir rol oynar. GSH ve GSSG konsantrasyonlarinin ve GSSG / GSH
oranlarinin kantitatif tespiti, hiicreler ve dokulardaki oksidatif stresi belirtmek ig¢in
kullanilmaktadir (33). GSH/GSSG molar orani, giiclii bir oksidatif stres ve hastalik riski
indeksi olarak kabul edilir (29). GSH ve GSH/GSSG oraninda azalma, redoks
dengesizliginin kanitt olarak yorumlanir ve diyabet, bobrek yetmezligi, malignite,
norodejeneratif hastaliklar ve digerleri dahil olmak iizere ¢esitli insan hastaliklar ile

iliskilendirilmistir (34-36).

Fizyolojik kosullar altinda karaciger, hepatositlerinin GSH sentezleme kapasitesi
sayesinde oksidatif stresten korunur. Insan deneklerde ve hayvan modellerinde yapilan

caligmalar, hepatopatilerin patogenezinde bozulmus GSH homeostazinin 6nemli bir roli
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oldugunu gostermistir (37). Karacigere uygulanan saldirinin niteligine ve tlikenmenin
derecesine bagli olarak GSH tiikenmesine farkli hepatik yanit gosterir. Hepatik GSH
havuzunun, karaciger yaralanmalarina kars1 metabolik ve stres tepkilerine ince ayar yapma
islevi gordigii diisiiniilebilir. Protein fonksiyonlarinin redoks regiilasyonu yoluyla GSH,
toksik bilesiklere karsi hepatoseliiler tepkilerde yer alan anahtar proteinlerin hayati bir
modiilatorii olarak da iglev gorebilir. Kesin mekanizma ne olursa olsun, GSH tiikkenmesinin

karacigerde her zaman olumsuz hiicresel sonugclarla iligkili olmadigi agiktir (38).

Pankreastaki yiiksek GSH konsantrasyonu, hizli devir hiz1 ve 6nemli seviyelerde
GSH metabolizmasinda yer alan ¢esitli enzimlerin varlig: ile kanitlandig1 tizere, pankreas
GSH metabolizmasinda bobrek, karaciger, ince bagirsak ve diger bir¢cok organla birlikte
onemli bir rol oynar (39). Hayvan modellerinden ve insan ¢aligmalarindan elde edilen artan
kanitlar, GSH'nin akut pankreatite neden olabilen zararli uyaranlara karsi pankreasta
dokuya 0zgii sitoprotektif bir role sahip oldugunu gostermektedir. GSH, pankreasin
ekzokrin hiicreleri tarafindan yeni olusan salgi proteinlerinin birlestirilmesi i¢in de gerekli
olabilir. GSSG'nin asiner hiicrenin salgi bélmesinde zimojen proteinlerinin molekiil igi

distilfid baglarinin organize olmasi i¢in gerekli bir kofaktér oldugu bulunmustur (40).

GSH onemli bir hiicre i¢1 antioksidandir ve oksidatif stresin etkilerini azaltmada
anahtar rol oynar. Yapilan c¢alismalarda, T2DM’li hastalarda eritrosit GSH
konsantrasyonunun azaldigi bildirmistir. Bununla birlikte, tip 2 diyabette glutatyon
eksikliginden sorumlu kesin mekanizmalar tam olarak kurulmamistir (41). Diyabetiklerin
eritrositlerinde GSH diizeyinde azalma ve GSH metabolizmasinda bozulma bildirilmistir.
GSH seviyesindeki azalma, hem bir kofaktér olan NADPH icin aldoz rediiktaz ve
glutatyon rediiktaz arasindaki rekabet hem de artan oksidatif stres (artan NADH/NAD
orani) nedeniyle olusur. Diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlar1 veya kotii takip DM'si
olan kisilerde daha diisiik GSH degerleri elde edilmesi, bu parametrelerin DM'li hastalarda
onemli bir prognostik faktér oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica GSH O©nemli bir
antioksidan oldugu icin GSH eksikligi oksidatif stresin artmasina neden olarak mevcut

durumu daha da kétiilestirir (42).



2.1.3. Diyabetes Mellitus ve Inflammasyon

Inflamasyon biyolojik, kimyasal veya fiziksel uyaranlara verilen yanitin karmasik
ve gerekli bir bilesenidir ve inflamatuar siirecte cesitli oyuncular arasindaki etkilesimleri
baslatan ve diizenleyen hiicresel ve molekiiler olaylardir. Inflamatuvar tepkinin akut
fazinda, bagisiklik sisteminin hiicreleri, sitokinler, kemokinler ve akut faz proteinleri gibi
¢oziilebilir aracilar, dikkatle diizenlenmis bir olaylar dizisi i¢inde yaralanma bdlgesine gog
eder. Yaralanmanin derecesine bagli olarak bu akut faz, hasar1 gidermek ve iyilesme
sireclerini baglatmak icin yeterli olabilir. Uyaranlara uzun siire maruz kalmanin ya da
kendi molekiillerine karsi uygunsuz reaksiyon vermenin bir sonucu olarak kalici
inflamasyon, doku hasarmin ve fibrozun meydana gelebilecegi kronik faza yol agabilir

(43).

Hem T1DM hem de T2DM patofizyolojisinde ve iligkili metabolik bozukluklarda
inflamasyonun ortaya ¢ikan rolii vardir. Boylece hastaligin 6nlenmesi ve kontrol altina

alinmasi i¢in inflamasyonu hedeflemeye artan bir ilgi vardir (44).

TNF siiper ailesi, viicutta ¢esitli rol oynayan 19 ligand ve 29 reseptor igerir. TNF
stiper ailesinin istisnasiz tiim {iyeleri, transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor kappa

B’nin (NF-xB) katilim1 ve aktivasyonu yoluyla proinflamatuvar aktivite sergiler (45).

Cesitli proinflamatuar sitokinler arasindan TNF-q, insiilin direncinin gelisiminde ve
T2DM patogenezinde kritik rol oynayan en dnemli proinflamatuar aracidir. TNF-o esas
olarak adipositlerde ve / veya periferik dokularda iiretilir (46). Hiicre proliferasyonunda,
farklilasmasinda ve apoptozda rol oynar (47). ROT olusumunun ve ¢esitli transkripsiyon
aracili yolaklarin aktivasyonu yoluyla dokuya 6zgii inflamasyonu indiikler (46). Yiksek
TNF-a seviyesi, glukozla uyarilan kalsiyum akisin1 bozarak insulin salinmasini1 engeller
(47). T2DM'nin gelismesine yol agan serin fosforilasyonu yoluyla insiilin sinyalini
engeleyerek adipositlerde ve periferik dokularda insiilin direncini tetikler (46). Ayrica
insulin reseptor substrat 1 (IRS1) fosforilasyonunu ile insiilinin reseptorii ile etkilesimi de

bozulur (48).

L-argininin L-sitriiline oksidasyonu Kkatalizleyen nitrik oksit sentaz (NOS)
vasitastyla iiretilen nitrik oksit (NO), memelilerde vazodilatasyon, diiz kas gevsemesi,
norotransmisyon ve immun cevap dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik islevlere katilan
onemli bir hiicresel sinyal molekiiliidiir (49). NOS’iin ndronal (nNOS veya NOSI1),
endotelyal (eNOS veya NOS3) ve indiiklenebilir (iNOS veya NOS2) olarak {izere ii¢
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izoformu vardir (50). NOS2, hiicrelerde siirekli olarak aktif degildir. Ozellikle hiicre, tipik
olarak proinflamatuvar sitokinler ve/veya bakteriyel lipopolisakkarit tarafindan
uyarildiginda eksprese edilir. Bu enzimle iiretilen NO, istilac1 patojenlere karsi savunmaya

yardime1 olur ve bu nedenle inflamatuar cevap ve dogal bagisiklik sistemi igin kritiktir.

(49).

NOS2’nin inflamasyonla iliskili bircok insan hastaliginda rol oynadig
gosterilmistir (51, 52). Memelilerde 3 farklt NOS izoformu ig¢inden insiilin direncinin (IR)
diizenlenmesinde 6nemli olan izoform NOS2’dir (53). NOS2 baslangigta makrofajlarda
tanimlanmis olmasina ragmen, artik kemirgenlerde ve insanlarda iskelet kasi, yag dokusu
ve karaciger gibi insiiline duyarli organlar da dahil olmak iizere bir¢ok dokuda yaygin
olarak eksprese edildigi bilinmektedir (51). NOS2 ekspresyonu, proinflamatuar sitokinler,
obezite, serbest yag asitleri, hiperglisemi, endotoksinler ve oksidatif stres dahil olmak

tizere IR indiikleyicilerinin ¢ogu tarafindan arttirilmaktadir (54-59).
2.1.4. Diyabetes Mellitus ve Apoptoz

Apoptoz, hiicre kiigiilmesi, kromatik yogunlasma, niikleozomlar aras1i DNA
parcalanmasi ve zarla ¢evrili vezikiillere (apoptotik cisimler) ayrilma ile karakterize edilen
programlanmis hiicre Sliimii siirecidir. (60). Bir sistein proteaz ailesi olan kaspazlar,
apoptozun baslica aracilaridir (61). Mitokondriyal yol, 6liim reseptor sinyali yolu ve
endoplazmik retikulum stresi, hiicre apoptozunun 3 ana yoludur. Bu yollar, hiicre
apoptozuna yol acan kaspaz 3 aktivasyonunu siddetlendirir (62). Kaspaz 3, siklikla aktive
olan bir 6liim proteazidir. Canlilar i¢in 6nemli olan birgok hiicresel proteinin spesifik

boliinmesine aracilik eder (63).

Apoptoz dogumdan sonra normal endokrin pankreasin yeniden sekillenmesinde ve
nihai B-hiicre kiitlesi gelisiminde 6nemli bir rol oynar (64). Bu programlanmis hiicre
Oliimii, diyabetik farelerde ve insanlarda B hiicresi Oliimiiniin birincil seklidir. (62).
Pankreas f-hiicre apoptozu hem TIDM hem de T2DM i¢in ortak olan bir patolojik
ozelliktir (64). Diyabette oksidatif stresin artisina bagli olarak makromolekiillerin oksidatif
hasar1 sonucu apoptoza bagl hiicre 6liimii artmaktadir. Ayrica DNA tamir enzimlerinin
ekspresyonlarinin  bozulmasi1 da hiicreyi apoptoza gotiirmede rol oynamaktadir.
Hiperglisemiye bagli olarak artan ileri glikasyon firtinleri (AGE), transkripsiyon
faktorlerini etkileyerek inflamasyonu arttirmakta, ekstraseliiler martriks sentezini ise

azaltmaktadir (65). Hiperglisemi sonucu yag asitlerinin miktarinin artmasi lipotoksisiteye
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neden olmakta ve lipotoksisite kaynakli apoptoz da meydana gelmektedir (66).
Hiperglisemi serin-treonin kinaz Akt yolunu inhibe ederek pankreas adaciklarinda da

bulunan mikroendotel hiicrelerinin yasam siiresini kisaltmaktadir (67).
2.1.5. Diyabetes Mellitusun Dokular Uzerine Etkileri

Diyabette artan kronik hiperglisemi pankreatik B hiicrelerinin salgi yeterliligini
azaltarak erken diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesini hizlandirir ve nihayetinde
glukotoksisite ile sonug¢lanir. Bu da, ilerleyici B hiicresi disfonksiyonuna, bozulmus insulin
geni transkripsiyonuna ve hipergliseminin siddetlenmesi ile kisir bir dongiide ortaya ¢ikan
apoptoza bagli kalici B hiicresi kaybina yol agar (68). Normogliseminin aksine, kronik
hiperglisemide pankreas, karaciger, bobrekler, kas dokusu, yag dokusu vb. gibi gesitli

organ ve dokular lizerinde olumsuz etkileri vardir (69).

Her dokunun oksidatif strese karsi giicii, eksprese edilen antioksidan enzimlerine
bagli olarak degisebilir. Suprafizyolojik glukoz, pankreas [ hiicrelerine ek olarak,

hepatositlerde hepatik doku hasarlarina neden olabilecek oksidatif stresi arttirir (70).

Karaciger, viicuttaki glukoz rezervi igin baslica depolama organlarindan biridir ve
kan glukoz homeostazinin korunmasinda ¢ok dnemli bir rol oynar, ¢linkii kan glukozunu
toplar ve hipoglisemik durumlarda saliverir. Kronik hiperglisemi, hepatik glukoz
tiretiminin inhibisyonunu engeller ve glukoneogenezin diizenlenmesi i¢in zorunlu bir
enzim olan fosfoenolpiruvat karboksikinaz gen ekspresyonunu arttirir. Karaciger ayrica,
oksidatif ve detoksifiye edici siireglerin yani sira serbest radikal reaksiyonlarimin odak

organidir (71).

DM, karacigerde biyokimyasal ve fonksiyonel anormalliklerin gelismesine eslik
eder. Klinik olarak, diyabetik hastalarda degismis karaciger biiyiikliigli goriiliir, bu hiicre

sayisindaki, hiicre biiyiimesindeki ve/veya apoptozdaki degisimin sonucu olabilir (72).

Arastirmalar, DM’in anormal glikojen birikimi, alkolik olmayan yagh karaciger
hastalig1, fibroz, siroz, hepatoseliiler karsinomlar, anormal yiiksek hepatik enzimler, akut
karaciger hastalig1 ve viral hepatit gibi bir dizi karaciger anormalligi ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Ek olarak, karacigerde asir1 miktarda lipid birikimi insiilin direncini
arttirabilir ve ciddi metabolik fonksiyon bozukluklarina neden olabilir. Yaglh bir karaciger
ve hiperglisemi hepatositleri tahrip edebilir ve diyabetik hastalarda morbidite ve

mortalitenin artmasina katkida bulunabilir (73).
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Karacigerde diyabetin baglangici, oksidatif stres ve apoptoz da dahil olmak iizere
biyokimyasal ve fonksiyonel anormalliklerin gelisimi ile iliskilidir. Ek olarak alkolik
olmayan karaciger hastaliginda, inflamasyon, nekroz ve fibrozun diyabeti takip ettigi
bildirilmistir (74). Interlokin (IL)-1B, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin
artmasi, karacigerde malondialdehit, fluoresan pigmentler ve konjuge dienler gibi oksidatif

hasar {irtinlerinin birikimini siddetlendirir (73).
2.1.6. Diyabetes Mellitus Olusturma Modelleri

Hayvan modelleri tarihsel olarak hastalik patofizyolojisinin arastirilmasi ve
karakterizasyonunda, hedef tanimlanmasinda, in vivo yeni terapotik ajanlarin ve

tedavilerin degerlendirilmesinde kritik bir rol oynamistir (75).

Diyabetin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in siirekli olarak yeni ilaglar denenmekte ve yeni
stratejiler gelistirilmektedir. Bu calismalarda, farkli deneysel diyabet hayvan modelleri
kullanilmistir. Bunlardan biri, STZ/NA indiiklii diyabettir. Masiello ve ark. tarafindan
olusturulan bu modelde diyabet, iki bilesigin STZ ve NA (Sekil 1) uygulanmasiyla
indiiklenir (76).

HO
O
OH
HO OH
HN O O
\/ N7 YN NH;
L I\\ |
N CH3 #
Streptozotosin Nikotinamid

Sekil 1. STZ ve NA’nin kimyasal yapis1 (Szkudelski’den, 78)

Streptozotosin ~ (2-deoksi-2  (3-metil-3-nitrosoiireido)-D-glukopiranoz),  bir
nitrosoiire analogudur (77). Streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenir ve hem
T1IDM hem de T2DM deneysel hayvan modellerinde yaygin kullanilir (78). STZ, bir
glukoz tastyicisi olan GLUT2’nin eksprese edildigi, bobrek, karaciger, pankreas dahil

bircok organa zarar vermektedir (79). Cilinkii hiicrelere alimi GLUT2 wvasitasiyla
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olmaktadir (78). STZ, B hiicrelerinde DNA yapisindaki guaninin O6 pozisyonunu ile
etkilesime girmesi sonucu DNA alkilasyonuna ve nihayetinde DNA hasarina neden
olmaktadir (80). DNA hasarmin bir sonucu olarak, DNA onarimina yonelik hiicre igi
mekanizmalar aktive edilir. DNA'y1 onarmak i¢in, poli (ADP-riboz) polimerazin (PARP-1)
aktivitesi arttirilir. Bununla birlikte, bu enzimin abartili aktivitesi, hiicre i¢ci NAD* ve

ATP’nin tiikenmesine sebep olur ve insiilin salgilayan hiicrelerde nekroz gelisir (77).

Nikotinamid (piridin-3-karboksamid), B3 vitamininin (niasin) amid formudur.
NA'nin farkli zararli ajanlarin neden oldugu hiicresel hasara karsi koruyucu etkisi iyi
bilinmektedir. Bir¢ok in vitro ve in vivo ¢alismanin sonuglar, NA’nin B hiicrelerini
STZ’nin sitotoksisitesine karsi etkili bir sekilde koruyabildigine dair kanitlar saglamistir
(81-83). NA, PARP-1 aktivitesinin inhibe ederek koruyucu etkisini sergiler. Bu enzimin
inhibisyonuyla STZ’den etkilenen hiicrelerde NAD* ve ATP’nin azalmasii onler. Ayrica
NA, NAD*’1n 6nciisii olarak islev goriir ve boylece hiicre ici NAD+ seviyelerini de arttirir
(77). B hiicreleri tizerinde, STZ’nin sitotoksik etkisinin ve nikotinamidin koruyucu

etkisinin sematik gosterimi Sekil 2°de verilmistir.

STREPTOZOTOSIN NIKOTINAMID

l +PRPP
DNA HASARI ivanpt
.3

Mitokondri ' PARP-1 l NMN '

Hasan
l ‘ l Nmnat

INAD* T <— NAD'T

4

§ ATP 1

2

' p-Hiicre Hasar1 l

Sekil 2. STZ nin sitotoksik etkisi ve NA’ nin koruyucu etkisi (Szkudelski’den, 77)
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STZ/NA ile indiiklenen diyabetik si¢anlarda pankreatik B hiicresi fonksiyon
bozuklugu ve kan glukoz ve insiilin degisikliklerine ¢ok sayida baska anormallikler eslik
eder. Ayrica karaciger metabolizmasi enzimleri, karaciger fonksiyon gostergeleri,
inflamatuvar ve apoptotik parametreler etkilenmektedir (84-87). Oksidan-antioksidan

denge bozulur (88).

STZ/NA ile indiiklenen diyabetik modelde sadece STZ tarafindan indiiklenen
diyabetli hayvanlara kiyasla nispeten hafif hiperglisemi goriiliir. Bu nedenle c¢esitli
bilesiklerin antihiperglisemik etkinligini test etmek i¢in daha iyi bir model gibi
goriinmektedir (89, 90). Diyabet STZ ve NA kullanilarak kolayca indiiklenebilse de, bu
bilesiklerin dozlari uygun diyabet siddetini (hafif, orta veya siddetli) elde etmek igin
ayarlanmalidir (77).

2.2. L-Theanin

L-Theanin ilk olarak 1949'da izole edildi ve agirlikli olarak ¢ay bitkisinde
(Camellia Sinensis) bulunan, suda ¢dziinen, proteinojenik olmayan bir amino asit olarak
tanimlandi. LT monosodyum glutamatin ‘umami’ olarak bilinen tuzlu tat duyusuna benzer
essiz bir tat saglamaktan sorumludur. LT, 2-amino-4-(etilkarbamoil) biitirik asittir ve
yapisinda cekirdek bir birim olarak bulunan sartli esansiyel bir amino asit olan glutamin
varhigim1 vurgulamak i¢in ‘“gama-glutamiletilamid” veya “gama-glutamil-L-etilamid”

olarak da isimlendirilir (91).

Cay yapraklarinda, LT toplam serbest amino asitlerin %50’sinden fazlasini
olusturur. Onerilen demleme kosullar1 altinda hazirlanan 250 mL yesil cay, 40 mg LT
saglar. Yesil ve siyah cay, insan diyetinde ana LT kaynaklar1 olarak kabul edilir, ¢linkii cay
diinya c¢apinda suyun yani sira en ¢ok tiiketilen igecektir. Son zamanlarda, LT popiilerlik
kazanmigtir, ¢linkii LT aliminin bilis ve ruh halini iyilestirdigi soylenmektedir. Bu nedenle,
LT bir besin takviyesi olarak ve fonksiyonel i¢eceklerde bir bilesen olarak kullanilmaktadir
(92). LT, Japonya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde diyet takviyesi olarak satilabilen
“giivenli” ve “toksik olmayan” bir bilesik olarak kabul edilir. Oral LT uygulamasi i¢in,
olumsuz etki gézlenmeyen dozun giinde 2000 mg/kg viicut agirligi oldugu belirlenmistir.
[k olarak 1949'da Japon bilim adami Sakato, LT monomerini yesil ¢aydan izole etmis ve
daha sonraki kapsamli arastirmalarda antioksidan ve immiinoregiilasyon Ozellikleri de

dahil olmak tizere sayisiz saglik yarari belirlenmistir (4).
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2.2.1. L-Theanin Sentezi ve Metabolizmasi
2.2.1.1. L-Theanin Biyosentezi

Bir¢ok aragtirmaci, LT biyosentezini arastirmis ve cay bitkisinin koklerinde
sentezlendigini ve 6zellikle hassas siirgiinler gibi hava kisimlarina tasindigini bulmustur.
Cay bitkilerinde LT biyosentezi iizerine ilk ¢alismalar 1960’larda yapilmig, ancak daha
yakin tarihli arastirmalar, LT biyosentez yolag: ile ilgili anahtar enzimleri ve diizenleme
mekanizmalarii tanimlamistir. Bununla birlikte, cay bitkilerinde LT sentezi ile ilgili
enzimlerin Ozellikleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Sadece ¢ay bitkilerinin biiyiik
miktarlarda LT sentezleyip biriktirdigi ilgingtir (93).

LT, theanin sentetaz (TS) enzimi ile glutamik asit ve etilaminden sentezlenir (Sekil
3). TS, cay fidelerinin tiim boliimlerinde bulunur, ancak kokler yetiskin ¢ay agaclarinda
theanin biyosentezinin ana bdlgesidir. LT, koklerden geng¢ yapraklara ksilem 6zsuyu
yoluyla tasiir. Amonyak konsantrasyonu ve 151k yogunlugu, sirasiyla LT biyosentezini ve

bozunmasini etkiler (94).

\/

L-alanin

N

..“ . .

0
Piruvat },\l.'l' 2"0” AIDA
— - —»
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™
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Glutamat '\ /' . Glutamat
] i GOGAT GDH
NH4" NH4 AMT \ /\ /\
NH4' . ! I
, NH4 iy il Oksoglutarat NH4'
NH4 Glutamin ;

Sekil 3. LT biyosentez yolunun temel reaksiyonlart (Tai’den, 93)

2.2.1.2. L-Theanin Metabolizmasi

LT, suda ¢oziinebilen bir molekiildiir ve agizdan alindiktan sonra ince bagirsak
fircams1 yiizeyinden notral amino asit tastyicilart (B, A, ASC, N, L) tarafindan emilir.
LT’nin bagirsak emilimine, fircams1 yiizey zarindaki yaygin bir Na* bagimli kotransporter

aracilik eder. Ayrica LT’nin metiyonin tasiyicit sistem araciligiyla bagirsak yoluyla
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tasindig1 da bildirilmektedir. Emilen LT, kan yoluyla viicudun ana organlarina, 6zellikle
beyine tasiir. Daha sonra dogrudan idrarla atilabilir veya bobreklerde fosfattan bagimsiz
glutaminaz ile glutamat ve etilamine hidroliz olur, sonra da idrarla viicuttan atilir (95).
LT’nin kiiglik bir kismu eritrositlerde tutulur. LT uygulamasini takiben, serumda etilamin,
glutamik asit ve aspartik asit; karacigerde ise etilamin, glutamin, glisin ve fenilalanin
diizeylerinde artma tespit edilmistir (96). LT nin fonksiyonel etkileri LT nin kendisinden
veya metabolitleri olan etilamin veya glutamik asitten kaynaklanabilir. Glutamik asit

glutamine doniistiiriildiigiinden, LT alternatif bir glutamin kaynagi olabilir (92).
2.2.2. L-Theaninin Biyolojik Etkileri

Fitokimyasallar bitkilerde dogal olarak bulunan ve insan sagligina katkida bulunan
koruyucu bilesiklerdir; bu nedenle, metabolik bozukluklar1 hafifletmek ve besin
metabolizmasini diizenlemek icin beslenme miidahalelerinde yaygin olarak kullanilirlar.
Cayin 6nemli bir biyoaktif bileseni olan LT, kuru agirligin %1-2'sini olusturur (97). LT ilk
olarak yesil caydan izole edilmis ve o zamandan beri anti-anksiyolitik etkiler gdsterdigi,
bilis ve hafizay1 gelistirdigi ve bagisikligi diizenledigi gosterilmistir. Ek olarak, LT,
bagirsak glukoz, yag asidi ve amino asit tasiyicilarinin ekspresyonunu diizenleyerek
glukozun, lipidlerin ve amino asitlerin emilimini de etkileyebilir. LT nin siganlarin serum
ve karacigerindeki amino asit konsantrasyonlarini etkiledigi gosterilmistir. Zheng ve ark.
LT’nin fare serumundaki trigliserit ve esterlestirilmemis yag asitlerinin konsantrasyonlarini
azaltabildigini gosterdi. LT nin normal farelerde amino asitlerin emilimini ve kullanim

verimliligini artirabildigini gosterilmistir (98).

LT, antioksidan, biliyiime destekleyici, bagisiklik giiclendirici, stres Onleyici,
hepatoprotektif, anti-tlimor, yaslanma Onleyici, antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve
antianksiyete aktiviteleri gibi biyolojik etkilere sahiptir. ROT sentezini, oksidatif
parametreleri ve lipid hasarini azaltmanmn yani sira antioksidan enzimlerin aktivitesini
artirarak oksidatif bozuklugu azaltabilir. LT’nin oral yoldan alinmast T hiicresi
proliferasyonunu artirir. Bu nedenle, bagisiklik fonksiyonunu iyilestirme yetenegine sahip
yesil cayin temel bir bilesigi olarak kabul edilmektedir. Ek olarak, kortikosteron, dopamin
ve noradrenalin seviyelerini diistirerek giliclii bir antistresér dogal katki maddesi olarak

kullanilabilir (99).

Son ¢alismalar, LT’ nin hipertansiyonu kontrol etmek, kan basincini diisiirmek,

anksiyeteyi azaltmak ve timor biiylimesini inhibe etmek gibi ¢esitli saglik fonksiyonlarina
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sahip oldugunu ve kan-beyin bariyerinden gecerek memeli merkezi sinir sistemini

etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (93).

LT, ¢esitli nérofizyolojik aktivitelere katilmak i¢in kan-beyin bariyerini kolayca
gecer. LT serebral enfarktiis, iskemi ve stresin neden oldugu beyin hasari iizerinde

noroprotektif etkilere sahiptir (100).

LT sedasyon, antianksiyete ve ndrotransmiter aktivitelerinin diizenlenmesi gibi
fonksiyonlarla merkezi sinir sistemini etkiledigi bilinmektedir (101). Yapilan ¢aligmalar,
LT nin hasar gdérmiis néronlar lizerinde néroprotektif etkileri oldugunu ve gelismekte olan
sican beyninde 6grenme ve hafiza islevlerini iyilestirebilecegini gdsterdi (102, 103). Dogal
bir glutamat analogu olarak, LT nin ndroprotektif etkisine esas olarak a-amino-3-hidroksi-
5-metil-4 izoksazolpropiyonik asit (AMPA), kainat ve N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptorleri gibi glutamat reseptdrleri iizerindeki antagonistik etkisinin, glutamat salinimini
ve norotransmisyonunu diizenlemesinin aracilik ettigi kanitlanmigtir. LT ayrica beyin
kaynakli norotrofik faktoriin (BDNF) ve glial hiicre ¢izgisinden tiiretilmis ndrotrofik
faktoriin  (GDNF) downregiilasyonunu artirarak ve makromolekiiler oksidatif hasari

azaltarak cevresel toksinler tizerinde noroprotektif etkiler gostermistir (104).

Insanlarda, 50 ila 200 mg arasindaki dozlarda izole LT kapsiil alim,
elektroensefalografi tarafindan tespit edilen alfa beyin dalgasi aktivitesini arttirdi ve
relaksasyon gosterdi. Saglikli katilimcilarda ve sizofreni hastalarinda, 200-400 mg izole

LT aliminin kayg: ve stresi azalttig1 gosterilmistir (92).
2.2.2.1. L-Theaninin Pankreas Uzerine Etkisi

Calismalar, LT nin doza bagiml olarak (0-300 pum) pankreas P hiicresi kiitlesini
artirdigin1 ve RIN-m5F hiicresi tarafindan insiilin iiretimini arttirdigini gostermistir. L-
theaninin insiilinotropik bir ajan oldugu ve ayrica pankreas B-hiicrelerini oksidatif stresten
kismi koruma saglamada etkili oldugu belirtilmistir. BOylece L-theanine, diyabetin

onlenmesinde veya tedavisinde kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir (11).

Ayrica LT alimi ile serumda glukoz ve insiilin seviyesinin diistiigli ve bu nedenle
LT’nin glukoz alimmi ve insiilin sekresyonunu inhibe ettigi ifade edilmistir. LT nin
sicanlarda glukoz seviyesinin diisiiriicii etkisinin ince bagirsaktaki glukoz tasiyicilarinin

ekspresyonunu azaltarak yaptigini belirtmislerdir (13).
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Hayvan modellerindeki ¢aligmalar, LT uygulamasindan sonra serum glukoz, insiilin
ve lire diisiisiinii bildirmistir. Bu nedenle LT nin, glukoz ve galaktoz emiliminin bir aracisi

olan sodyum-GLUT1 ile sistemik dolasima gecebilecegi one siiriilmiistiir (91).
2.2.2.2. L-Theaninin Karaciger Uzerine EtKkisi

LT, glukoz, lipid ve protein metabolizmasini insiilin ve AMP ile aktive edilen
protein kinaz (AMPK) sinyal yollarindan diizenler. Lin ve ark. yaptiklar1 ¢alismada,
LT’nin, glikojen sentezini, glikolizi, yag asidi oksidasyonunu ve protein sentezini
arttirirken  glukoneogenezi, lipid sentezini ve kolesterol sentezini baskiladigini
gostermislerdir (98). LT ayrica karacigerdeki inflamasyonlu yaralanmalar iizerinde anti-
inflamatuar ve koruyucu etkilere sahiptir (105). LT, karaciger hastaliklariin kontrolii ve
ayrica bagisiklik fonksiyonunun iyilestirilmesi i¢in 6nemli olan glutatyon iiretiminin ve
nitrik oksit sentezinin baslatilmasiyla inflamatuar cevabin downregiilasyonu yoluyla
karaciger hasar1 ve bagisiklik ile ilgili karaciger hastaliklar1 i¢in potansiyel bir tedavi

olarak kullanilabilir (99).

Yapilan calismalarda LT nin, CCls (106), doksorubisin (107), irinotekan, ethanol
(108), enterotoksijenik Escherichia coli (109), lipopolisakkarit (105) gibi karaciger hasari
ajanlaria maruz kaldiktan sonra hepatik hiicre 6limii iizerinde hepatoprotektif etkilere

sahip oldugu gdsterilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Calismamizda kullanilan cihazlar ve malzemelerin listesi liretici firmalari ile birlikte

Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Biyopsi Sisesi

Calkalayici

Derin Dondurucu (-80°C)
DNA/RNAaz Free Pipet Uglari

DNA/RNAaz Free Mikrotiip, 1.5 mL
DNA/RNAaz Free Mikrotiip, 0.2 mL

El homojenizatorii

Elektroforez gii¢ kaynagi
Elektroforez tanki1

Glukometre

Glukometre Stripleri

Hassas Terazi

Inkiibator

Jel goriintiileme sistemi

Kan Tiipleri

Lanset

LightCycler 480 Kaplama Folyosu
LightCycler® 480 Multiwell Plate
Mikropleyt

Manyetik karistiric

Mikro dalga firin

Mikro hacimli spektrofotometre
Mikropleyt okuyucu

Mikropleyt yikayicisi

Histopot

Niive SL 350

Thermo Electron Corporation
Axygen

Axygen

Axygen

OMNI-Tissue Master 125
Thermo EC250-90

Bio-Rat Wide Mini-Sub
PlusMed

PlusMed

Mettler Toledo AB204-S
Shel Lab, Heraeus

Vilber Lourmat ECX-20-M
BD Vacutainer

Group Med

Roche

Roche

Greiner Bio-one

Thermal

Altus ALMD 171

Thermo NanoDrop 2000
Versa max, Molecular devices
BioTek ELx50
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Tablo 2. (Devam)

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Mikrosantrifiij
Otoklav

Otomatik pipetler

pH metre

PCR cihaz1
Real-Time PCR cihazi
Saf Su Aritma Cihazi
Santrifiij

Sogutmal1 santrifiij
Sonikator

Steril Enjektor, 1M1
Ultra Saf Su Cihaz1
Vorteks

Thermo IEC Micromax
Tuttnauer 3150 ELV
Ependorf, Brand Transferpette
Hanna Instrument

Applied Biosystems GeneAmp9700
Roche LightCycler 480 II
Kros

Eppendorf, Centrifuge 5810
Beckman-Coulter

Vibra Cell

Beybi

Purelab Elga

IKA Vortex, Genius 3

3.1.2. Kullanilan Ticari Kitler

Calismamizda kullanilan ticari kitler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan ticari kitler

Ticari Kit Uretici Firma Uriin Kodu (Sehir, Ulke)

Sigan TNF-a ELISA kiti Elabscience E-EL-R0019 (Teksas, Amerika)
Sican CASP3 ELISA kiti Elabscience E-EL-R0160 (Teksas, Amerika)
Sigan NOS2 ELISA kiti Elabscience E-EL-R0520 (Teksas, Amerika)
Si¢an Insulin ELISA kiti Elabscience E-EL-R3034 (Teksas, Amerika)

Glutatyon Analiz Kiti
cDNA Sentez Kiti Roche
SYBR Green I Master Kiti  Roche

Cayman Chemical 703002 (Michigan, Amerika)

04 896 866 001 (Penzberg, Almanya)
04 707 516 001 (Penzberg, Almanya)




3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler Uretici Firma
Agaroz Sigma
Coomassie Brillant Blue G-250 Boyasi Merck
Dietil Pirokarbonat Sigma
Etanol Merck
Etidyum Bromiir Sigma
Etilen Diamin Tetra Asetik Asit Sigma
Fosforik Asit Merck
Izopropil Alkol Labkim
Kloroform Merck
L-Theanin Chem-Impex
Metafosforik Asit Sigma
Nikotin Amid Sigma
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Tablet Sigma
Primerler IDT
S1gir Serum Albiimin Sigma
Sitrik Asit Sigma
Sodyum Kloriir Sigma
Streptozotosin Cayman
Trietanol Amin Sigma
TriPure Izolasyon Reaktifi Roche
Tri- Sodyum Sitrat Dihidrat Merck
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3.2. Yontemler

Bu ¢alismanin yiiriitiilebilmesi icin 6ncelikle Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na 2019/23 protokol numarasi ile bagvurulup etik kurul onay1
almmistir (Bkz. Etik Kurul Karar1). Calismanin deney hayvanlar1 uygulamalar1 KTU Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi. Biyokimyasal analizler, KTU Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve histolojik degerlendirmeler Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Bu tez ¢alismasit KTU
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi tarafindan desteklenmistir (BAP-06 Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Projeleri, Proje No: TDK-2019-8519).

3.2.1. Calisma Grubu

Bu calismada, KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilen 2-3
aylik, 150-250 g agirliginda 28 adet Wistar erkek sican kullanildi. 12 saat karanlik, 12 saat
aydinlik ortam saglanarak barindirilip yem ve su ad libitum olarak verildi. Her birinde 7

sican olacak sekilde 4 grup olusturuldu.

Grup I (Kontrol): 28 giin boyunca gastrik gavaj ile igme suyu verildi.

Grup II (LT): 28 giin boyunca gastrik gavaj ile 200 mg/kg/giin LT (suda ¢dziinmiis) verildi.
Grup III (DM): 120 mg/kg NA ve 60 mg/kg STZ i.p. olarak tek doz uygulama ile DM
olusturulduktan sonra 28 giin boyunca gastrik gavaj ile icme suyu verildi.

Grup IV (DM+LT) : 120 mg/kg NA ve 60 mg/kg STZ i.p. olarak tek doz uygulama ile DM
olusturulduktan sonra 28 giin boyunca gastrik gavaj ile 200 mg/kg/giin LT ile verildi.

3.2.2. Diyabet Modeli Olusturulmasi

Calismamizda deneysel diyabet modeli olusturmak icin, memelilerde ozellikle
pankreasin insiilin lireten beta hiicrelerine toksik olan ve alkilleyici antineoplastik bir ajan

olan STZ kullanildi.

Diyabet olusturmak ic¢in sicanlar gece boyunca a¢ birakildi ve 0.1 M sitrat
tamponunda (pH 4.5) hazirlanmis 60 mg/kg STZ 1i.p. olarak uygulandi. Pankreas hiicre
hasarini azaltmak i¢in, STZ uygulamasindan 15 dk. 6nce i.p. enjeksiyon ile 120 mg/kg NA
uygulandi (114). STZ uygulamasindan 3 giin sonra baglayarak glukometre ile kuyruk veni
kan glukoz diizeyleri dl¢iildii. Aclik glukoz konsantrasyonu > 250 mg/dL olan siganlar DM
olarak kabul edildi ve random ayrilarak ¢alisma gruplari III ve IV’de kullanild1 (111).
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Sitrat tamponunun hazirlanmasi:

1 M sitrat tamponu (pH 4.5) hazirlamak i¢in; 1.4705 g  trisodyum sitrat
dihidrat tartilip yaklasik 40 mL saf suda ¢oziildii. 1 M sitrik asit ¢ozeltisi ile pH 4.5 e
diisiiriildii. Son hacim saf su ile 50 mL ye tamamlandi. Hazirlanan bu tampon bir ay
buzdolabinda bozulmadan saklanabilir. Onemli olan enjeksiyon &ncesi STZ’yi taze

hazirlamaktir.
3.2.3. Numunelerin Toplanmasi

28 giinliik deney siiresinin sonunda hayvanlar dekapitasyon yontemi ile sakrifiye
edildi. Sicanlarin kanlar1 antikoagulansiz ve EDTA'l1 tiiplere alinarak 3000 rpm’de 10 dk.
santrifiijlenerek sirasiyla serum ve plazma numuneleri elde edildi. Siganlarin pankreas ve
karaciger dokularinin bir kismi histolojik incelemeler i¢in bir kismi1 biyokimyasal analizler
icin ayrildi. Histolojik incelemeler i¢in ayrilan dokular formaldehit soliisyonunda tespit
edildi. Biyokimyasal analizler i¢in ayrilan dokular ise ¢ikartildiktan hemen sonra sivi azotta

donduruldu ve ilgili deneyler yapilana kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
3.2.4. Serum Rutin Parametre Olciimleri

Sicanlardan elde edilen serum numunelerinde pankreas fonksiyonlarini
degerlendirmek acisindan Glukoz ve Amilaz, karaciger fonksiyonlarmi degerlendirmek
acisindan ise aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat
dehidrogenaz (LDH) diizeyleri Karadeniz Teknik Universitesi Farabi Hastanesi Tibbi
Biyokimya Laboratuvari’nda mevcut olan Beckman Coulter marka AU 5800 (Kaliforniya,
Amerika) model otoanalizorde 6lgiildii. Otoanalizérde glukoz 6l¢iimii hekzokinaz, amilaz
Olctimii bloke maltoheptaosit, AST ve ALT 6l¢iimii UV, LDH 6l¢iimii ise Laktat -> Piruvat
yontemleri ile gerceklestirildi. Otoanalizér tarafindan, serumda glukoz miktarlart mg/dL

cinsinden, amilaz, AST, ALT ve LDH diizeyleri ise U/L cinsinden hesaplandi.
3.2.5. Serum Insulin Seviyelerinin Belirlenmesi

Sigcanlarda serum insiilin seviyeleri ticari insulin ELISA kiti (Elabscience, Uriin no:
E-EL-R3034, Teksas, Amerika) ile kitin belirtigi islemler uygulanarak belirlendi.
Numuneler 40 kat seyreltildi. 450 nm de kolorimetrik okuma yapilarak Sekil 4’deki standart

grafik yardimi ile pg/mL birimi ile sonuglar hesaplandi.
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https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
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https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
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Sekil 4. Insiilin standart grafigi

3.2.6. Doku Homojenatlarinda Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

Karaciger ve pankreas dokularinda seviyesi belirlenecek parametrelerin ilgili kitlerin
belirttigi sekilde hazirlanan homojenatlarinda Bradford (112) yontemi ile protein diizeyleri
belirlendi. Bu metodun prensibi; organik bir boya olan Coomassie Brillant Blue G250 nin
fosforik asitli ortamda proteinlere baglanmasi ve olusan mavi renkli kompleksin 600 nm’de

maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler

1. Bradford reaktifi: 10 mg Coomassie Brillant Blue G-250 5 mL %95’lik etanolde
¢oOziildiikten sonra tlizerine 10 mL %85’ lik H3PO4 eklendi. Son hacim saf su ile 100

mL’ye tamamlandi.

2. Standartlar: 1, 0.8, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 ve 0.1 mg/mL konsantrasyonlarinda sigir
serum albumin standartlar1 hazirlandi. Bradford metodunun hassasiyeti 1-100 pug
arasindadir. Bu nedenle karaciger dokular1 30 kat, pankreas dokulari 10 kat saf su ile
seyreltildi. Asagidaki Tablo 5’e gore pipetlemeler yapilip 600 nm’de absorbanslar1 okunarak
Sekil 5°deki standart grafik yardimiyla sonuglar bulundu.
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Tablo 5. Protein tayini deney basamaklar1

Kor (nL) Standart (uL) Numune (pL)
Distile Su 10 -
Standart - 10 -
Numune - - 10
Bradford Reaktifi 100 100 100
Oda sicakliginda 10 dk. bekletildi.
600 nm’ de absorbanslart okundu.
0,45
0,40 JPS— o
’g 0.35 o
= - 5
S 0,30 . y =-0,4273x* + 0,8215x
2 025 P R?=0,9993
S 0,20
% 0,15 Ed
= 0,10 ’.-'
0,05 3
0,00 *
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2

Albumin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 5 . Protein seviyesi standart grafigi

3.2.7. Doku indirgenmis ve Yiikseltgenmis Glutatyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Oksidan-Antioksidan denge diizeylerini degerlendirmek amaciyla karaciger ve
pankreas dokularinda GSH ve GSSG seviyeleri ticari glutatyon kiti (Cayman Chemical, Item
No:703002, Michigan, Amerika) kullanilarak belirlendi. Bu kit glutatyon rediiktaz kullanan
bir enzimatik yonteme dayanmaktadir. GSH’1n siilfidril grubunun DTNB (5,5’-dithio-bis-2-
(nitrobenzoik asit), Ellman reaktifi) ile reaksiyona girmesi sonucu sar1 renkli 5-thio-2-

nitrobenzoik asit (TNB) olusmaktadir. Olusan TNB absorbansinin Slgiimii (405 nm)

numunedeki GSH''n miktarim verir.
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Kullanilan ¢ozeltiler:
MPA ¢ozeltisi (%10): 5 g meta-fosforik asit 50 mL saf suda ¢oziildii.
TEAM reaktifi (4 M): 531 pL trietanol amin 469 pL saf suda ¢6ziidii.
2-Vinilpiridin (1 M): 108 uL 2-vinilpiridin 892 pL etanol’de ¢6zildii
Homojenatlarin Hazirlanmasi:
Kit prosediirine uygun olarak, 100 mg doku tartiip 1 mL soguk 4-

morfolinetansiilfonik asit (MES) tamponunda 5000 rpm’de 30 s homojenize edildi. 4°C’de,
10 000 xg de santrifiij edildi ve siipernatant alind1.

Deproteinizasyon Asamasi:

GSH ve GSSG olclimleri oncesi siipernatanta deproteinizasyon islemi uygulandi.
Numunelere esit hacimde %10’luk MPA reaktifi eklendi, vortekslendi ve 5 dk. oda
sicakliginda bekletildi. Ardindan 2500 xg de 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatant alindi ve mL
stipernatant basina 50 uL 4 M TEAM reaktifi eklenip vortekslendi. Numuneler toplam GSH

analizi i¢in hazir hale getirilmis oldu.
Tiirevlendirme Asamasi:

GSSG ol¢limii 6ncesi deproteinize siipernatant 2-vinilpiridin ile tiirevlendirildi.
Deproteinize numunelerin mL’si bagina 10 pL 1 M 2-vinilpiridin eklendi ve vortekslendi.
Oda sicakliginda 60 dk. inkiibe edildi. Numunelere uygulanan bu islem standartlara da

uygulandi. Numuneler GSSG analizi i¢in hazir hale getirilmis oldu.

GSH ve GSSG seviyelerini belirlemeye yonelik olan kit ile GSSG seviyesi

belirlemek i¢in GSH’1n 2-vinilpiridin ile tiirevlendirilmesi islemi gerekmektedir.
Deneyin yapilisi:

Toplam GSH ve GSSG tayini i¢in hazir hale getirilen numuneler ve kitte mevcut olan
reaktifler kullanilarak, kit prosediirine uygun olarak mikroplakalara pipetlemeler
yapildiktan sonra numuneler oda sicakliginda karanlikta inkiibasyona birakildi. End point
yontem kullanilarak, 25. dk. da 405 nm’de mikroplaka okuyucuda kolorimetrik 6l¢ctim

yapildi.
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GSSG ve GSH standart grafikleri ¢izildi (sirasiyla Sekil 6 ve Sekil 7) ve bu standart
grafikler yardimiyla toplam GSH ve GSSG konsantrasyonlar1 hesaplandi. Doku GSH ve

GSSG seviyeleri standardize etmek amaciyla uM/mg protein birimi ile verildi.
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Sekil 7. GSH seviyesi standart grafigi
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3.2.8. Doku TNF-a Seviyelerinin Belirlenmesi

Inflamasyonu degerlendirmek amaciyla igin siganlarin karaciger ve pankreas
dokularinda TNF-a seviyeleri ticari olarak satin alman TNF-a ELISA kiti (Elabscience,
Uriin no: E-EL-R0019, Teksas, Amerika) kullanilarak 6l¢iildii. Doku homojenat1 hazirlama
ve TNF-a 6l¢timii kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Homojenatlarin Hazirlanmasi:

100 mg doku 1 mL’lik PBS tamponuna alindi. Dokular, buz igerisinde soguk
ortamda, homojenizatdr ile 30 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi. Homojenizasyon
sonrast 15 s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi. Homojenatlar 5000 xg’de 5

dk. santrifiij edildi ve siipernatant alindi.
Deneyin Yapilisi:

1. TNF-a 6l¢iimii i¢in hazirlanan numune siipernatantlari, standartlar ve kitte mevcut
olan reaktifler kit protokoliine uygun olarak mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka

okuyucusu kullanilarak 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

2. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 8’deki standart grafige goére pg/mL

cinsinden hesaplandi. Ancak dokulardaki TNF-a seviyeleri protein seviyeleri basina verildi

(pg/mg protein).
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Sekil 8. TNF-a seviyesi standart grafigi
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3.2.9. Doku NOS2 Seviyelerinin Belirlenmesi

Sicanlarin karaciger ve pankreas dokularinda inflamasyonu degerlendirmek igin
NOS2 seviyeleri ticari olarak satin alinan NOS2/iNOS ELISA kiti (Elabscience, Uriin no:
E-EL-R0019, Teksas, Amerika) kullanilarak 6l¢tildii. Doku homojenati hazirlama ve NOS2

Ol¢iimii kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.
Homojenatlarin Hazirlanmasu:

100 mg doku 1 mL’lik PBS tamponuna alindi. Buz igerisinde soguk ortamda,
homojenizator ile 30 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasi 15
s sonikasyon iglemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi. Homojenatlar 5000 xg’de 5 dk. santrifiij

edildi ve siipernatant alindi.
Deneyin Yapilisi:

1. NOS2 6lgiimii i¢in hazirlanan numune siipernatantlari, standartlar ve kitte mevcut
olan reaktifler kit protokoliine uygun olarak mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka

okuyucusu kullanilarak 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

2. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 9°daki standart grafige gore ng/mL
cinsinden hesaplandi. Ancak dokulardaki NOS2 seviyeleri, doku homojenati protein

seviyeleri basina ng/mg protein olarak verildi.
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Sekil 9. NOS2 seviyesi standart grafigi

28



3.2.10. Doku Kaspaz-3 Seviyelerinin Belirlenmesi

Sicanlarin karaciger ve pankreas dokularinda apoptozu degerlendirmek i¢in kaspaz-
3 seviyeleri ticari olarak satin alman kaspaz-3 ELISA kiti (Elabscience, Uriin no: E-EL-
RO160, Teksas, Amerika) kullanilarak Sl¢iildii. Doku homojenati hazirlama ve kaspaz-3

Olctimii kit protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.
Homojenatlarin Hazirlanmasu:

100 mg doku 1 mL’lik PBS tamponuna alindi.Buz igerisinde soguk ortamda,
homojenizator ile 30 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasi 15
s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi. Homojenatlar 5000xg’de 5 dk. santrifiij

edildi ve siipernatant alindi.
Deneyin Yapilisi:

1. Kaspaz-3 Ol¢limii i¢in hazirlanan numune siipernatantlari, standartlar ve Kkitte
mevcut olan reaktifler kit protokoliine uygun olarak mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka

okuyucusu kullanilarak 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

Numune konsantrasyonlar1 Sekil 10°daki standart grafige goére ng/mL
cinsinden hesaplandi. Ancak dokulardaki kaspaz-3 seviyeleri, doku homojenati protein

seviyeleri basina ng/mg protein olarak verildi.
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Sekil 10. Kaspaz-3 seviyesi standart grafigi
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3.2.11. Dokularda Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Karaciger ve pankreas dokularinda kaspaz 3, NOS2 ve TNF-a genleri ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi i¢in sirasi ile dokulardan RNA izolasyonu ve elde edilen
RNA’larin komplementer DNA’ya doniistiiriilmesi asamasini takiben RT-PCR yontemi

uygulandi ve referans gen olarak -aktin kullanildi.
3.2.11.1. Toplam RNA izolasyonu
Kullanilan Cozeltiler:

1. Dietilpirokarbonat (DEPC)’li Cozelti: %97°lik stok DEPC’den alinip saf suyla
seyreltilerek %0.1 (v/v)’lik 1 L DEPC’li ¢ozelti hazirlandi ve 2 saat siiresince 37°C’de
inkiibe edildi, sonrasinda 20 dk. otoklavlandi. Hazirlanan DEPC ¢&zeltisi, bozulmamasi ve
1s1iktan etkilenmemesi i¢in +4 °C’de koyu siselerde saklandi. Dokulariin ¢ikarilmasi, tartimi
ve parcalanmasi siirecinde kullanilan tiim malzemeler, dokulardan toplam RNA
izolasyonu sirasindaki olugsabilecek muhtemel RNA kayiplarin1 azaltmak i¢cin DEPC’li

¢Ozelti ile muamele edildikten sonra kullanildi.

2. %75’lik Etanol Cozeltisi: %96’lik etanolden 78.125 mL alinarak saf su ile hacmi

100 mL’ye tamamlandi.
Deneyin Yapilisi:

Karaciger ve pankreas dokularinda toplam RNA izolasyonu Roche TriPure Izolasyon
Reaktifi (Cat. No.:11 667 165 001, Amerika) kullanilarak yapildi. izolasyon prosediiriine

uygun olarak sirastyla asagidaki islemler yapildu:

1. 50-100 mg arasinda karaciger dokusu, 100-150 mg arasinda pankreas dokusu

tartilip tizerine 1 mL TriPure izolasyon reaktifi eklendi.

2. Ornekler el homojenizatdrii ile 5000 rpm’de 30 s homojenize edildi ve 10 dk. oda
sicakliginda inkiibe edildi.

3. 12000xg’de +4 °C’de 10 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi ii¢ faz olustu: en iist
tabaka yag tabakasi, orta tabaka pembemsi kisim RNA, en alt tabaka DNA ve protein igerir.

4. Tiplerin iist kisminda olusan yag tabakasi atildi. Ortadaki RNA igeren pembemsi
tabaka dikkatlice farkli bir tiipe alindi.
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5. Uzerine 200 uL kloroform ilave edildi, karistirildi ve 10 dk. oda sicakliginda
inkiibe edildi.

6. 12000xg’de +4 °C’de 15 dk. santrifiij edildi.

7. Ust faz yeni bir tiipe aktarild1 ve iizerine 500 pL izopropil alkol ilave edilip RNA
¢oktiiriilmiis oldu ve 10 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. 12000xg’de 10 dk. +4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatan tamamen atildi.

9. Pellet tizerine 1 mL %75’°lik etanol ilave edildi ve vortekslenerek tamamen

¢oziinmesi saglandi.
10. 7500 g’de +4 °C’de 5 dk. santriflij edildi. Siipernatan atildi.
11. Etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 10 dk. 40-50 °C’de inkiibe edildi.

12. Elde edilen RNA’larin tizerine 50 uL DEPC’li su eklendi ve 10 dk. 55 °C’de
inkiibe edildi.

13. Daha sonra NanoDrop kullanilarak RNA konsantrasyonlar1 ve A260/280 orani
(RNA saflig) olgiildii.
Elde edilen RNA’ lar kirilgan olduklar1 i¢in vakit kaybetmeden hemen ayni giin
cDNA’ ya doniistiiriildi.
3.2.11.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezlenmesi

Karaciger ve pankreas dokularindan elde edilen toplam RNA’lardan cDNA
sentezlemek i¢cin “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis” kiti (katalog no: 04 896 866
001, Roche, Almanya) kullanildi. Kit prosediiriine uygun sekilde izole edilen RNA’lardan

cDNA sentezi asagida verilen agsamalar uygulanarak gerceklestirildi.

1. Elde edilen en diisiik RNA konsantrasyonu baz alinarak diger RNA 6rnekleri bu
konsantrasyona gelecek sekilde DEPC’li suyla seyreltildi.

2. Reaksiyon karisimi buz iizerinde Tablo 6’da verilen hacimler kullanilarak

hazirlandi.

3. Hazirlanan reaksiyon karisimindan her bir 6rnek i¢in PCR tiiplerine 10’ar puL
eklendi. Eklenen karisimlar iizerine her bir numune i¢in 10’ar pL esitlenmis

konsantrasyondaki RNA 6rneklerinden ilave edildi.
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Tablo 6. cDNA sentezi i¢in gerekli pipetlemeler

Reaktifler Hacim (nL)
PCR Safliginda Su 1
Transkriptor reaksiyon tamponu 4
RNaz Inhibitorii 0.5
dNTP Karisimi

Random Hekzamer Primer

Ters Transkriptaz 0.5

PCR cihazi;

e 25°C de 10 dk.
e 50°C de 60 dk.

e 85°C’ de 5 dk. olacak sekilde ayarlandi, hazirlanan numuneler cihaza yiiklendi

ve cDNA sentezi islemi baglatildi.

Elde edilen cDNA’larin konsantrasyonlar: (ng/uL) ve safligi

yapilacagi zamana kadar -80°C’de saklandi. Gen ekspresyon analizlerinden hemen 6nce

cDNA’ larin konsantrasyonlar1 100 ng/uL’ye seyreltildi ve RT-PCR agsamasina gecildi.

3.2.11.3. Real Time PCR (RT-PCR) Yontemi

Gen ekspresyon analizleri LightCycler® 480 SYBR Green I Master kiti (kat no:04 707
516 001 katalog numarali Roche (Isvigre)) kullanilarak LightCyclere 480 II RT-PCR

(Roche, Isvigre) cihazinda gerceklestirildi.

Gen ekspresyon analizleri i¢in kullanilan hedef ve referans genlerin primerler dizileri

Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

Gen Primer Primer Dizisi (5’ — 3°)

Ileri primer 5’- GACCCAGATCATGTTTGAGACC -3°
Sican ACTB .

Geri Primer 5’- TAACCCTCATAGATGGGCACAG -3’

fleri primer 5’- TTCCGTCCCTCTCATACACTG -3’
Sican TNF-a o

Geri Primer 5’- AGGAATGAGAAGAGGCTGAGG -3’

Mleri primer 5’- TTAGAGACGCTTCTGAGGTTCC -3’
Sican NOS?2 o

Geri Primer 5’- GGTCACCTTGGTAGGATTTGAC -3’

Ileri primer 5’- AGGAAGATCACAGCAAAAGGAG -3’
Sican CASP3 .

Geri Primer 5’- GGCCTGAATGATGAAGAGTTTC -3’

RT-PCR ¢alismasinda kullanmak iizere, hedef genlerin (TNF-a, NOS2 ve CASP3) ve
referans genin (B-aktin) her bir reaksiyonu i¢in ayr1 ayri reaksiyon karigimlari1 Tablo 8’de

verildigi sekilde hazirland.

Tablo 8. RT-PCR analizi i¢in gerekli pipetlemeler

Reaktifler Hacim (pL)
PCR Safliginda Su 3

Ileri Primer 1

Geri Primer 1
Master Karisim (2x) 10
Toplam 15

Hazirlanan bu her bir gene 6zgili karisimlardan buz iizerinde, her numunenin hedef
genleri ve referans geni icin iki reaksiyon olacak sekilde RT-PCR i¢in 6zel olarak iiretilmis
96 kuyucuklu mikroplakalardaki kuyucuklara 15’er uL eklendi. Bu reaksiyon karigimlari
tizerine her bir numuneye ait seyreltilmis (100 ng/uL) cDNA’lardan 5 pL eklenerek toplam
reaksiyon hacmi 20 pL’ye ayarlandi ve plaka kaplama folyosu ile sikica kapatilip 1500 g’de
2 dk. santrifiij edildi. LightCycler® 480 II RT-PCR cihazi1 Tablo 9’da verilen protokole gore
ayarlandiktan sonra, hazirlanan plaka cihaza yiiklendi ve RT-PCR analizi gerceklestirildi.
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Tablo 9. RT-PCR kullanim protokolii

Tespit formati: SYBR Green I floresan
Pleyt tiirii: 96 kuyucuklu
Reaksiyon hacmi: 20 pL

Program Dongii Analiz Modu
On Inkiibasyon 1 -
Amplifikasyon 55 Miktar Tayini
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Soguma 1 -

Hedef Sicakhik (°C) Elde etme modu  Siire (h:dk.:s)  Sicakhik artis hiz1 (°C/s)

On Inkiibasyon
95 - 00:08:00 4.4
Amplifikasyon
95 - 00:00:10 4.4
55 - 00:00:10 2.2
72 Tek 00:00:07 4.4
Erime Egrisi
95 - 00:00:05 4.4
65 - 00:01:00 2.2
97 Stirekli 0.11
Soguma
40 - 00:00:30 22

RT-PCR calismasi sonucu elde edilen, B-Aktin (ACTB), CASP3, TNF-o. ve NOS2

genlerine ait amplifikasyon grafiklerinden bir 6rnek Sekil 11°de gosterilmistir.
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Fluorescence History
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Sekil 11. ACTB (yesil), CASP3 (mor), TNF-a (mavi) ve NOS2 (kirmizi) genlerine ait
amplifikasyon grafigi

RT-PCR c¢alismalar1 sonucu elde edilen erime egrisi grafiklerinden 6rnek olarak

Sekil 12’de gosterilmistir.

Melting Peaks
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Sekil 12. RT-PCR’da bir pleytin ¢alisiimas1 sonucu elde edilen CASP3, NOS2, ACTB ve
TNF-a genlerine ait tipik erime egrisi grafigi
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3.2.11.4. Agaroz Jel Elektroforezi
RT-PCR ile elde edilen iirlinler agaroz jel elektroforezi ile takip edildi.
Kullanilan Cozeltiler:

1. Tris-asetik asit-EDTA (TAE) Tamponu (50X): 242 g Tris ve 372 g
Na;EDTA.2H>0 yaklasik 750 mL saf suda ¢oziildii ve lizerine 57.1 mL asetik asit ilave
edildi. 1 M NaOH kullanarak hazirlanan ¢ozeltinin pH’s1 8.5’a ayarlandi ve son hacim saf
suile 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan bu 50x TAE tamponu saf su ile 50 kat seyreltilerek 1x
TAE elde edildi. 1X TAE, hem elektroforez tamponu olarak hem de agaroz jelin

hazirlanmasinda kullanildi.

2. Etidyum Bromiir Cozeltisi: 100 mg etidyum bromiir 10 mL saf suda ¢oziilerek 10
mg/mL’lik ¢bzelti hazirlandi ve bozulmamasi i¢in buzdolabinda +4 °C’de karanlikta

saklandi.

3. %1.5’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi: 1.5 g agaroz tartilip 100 mL 1X TAE
tamponunda ¢6ziildii ve mikrodalga firinda yaklasik 2 dk. bekletilerek agarozun ¢éziinmesi
saglandi. Elde edilen jel biraz sogutulduktan sonra 4 pL etidyum bromdir dikkatlice eklendi
ve karistirildi. Hazirlanan jel karisimi, jel taraklarmin yerlestirildigi jel kalibina hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde yavasga dokiildii. Jelin tamamen donmasi icin bir siire oda
sicakliginda bekletildi ve donduktan sonra taraklar c¢ikarilip elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankina igerisine yerlestirilen jelin iist kismini tamamen Ortecek

sekilde 1X TAE tamponu eklendi.
Deneyin Yapilisi:

Real Time-PCR sonrasi olusan iiriinlerin iizerine 5 puL yiikleme boyasi eklendi ve
iyice karistirildi. Elde edilen bu karisimlardan elektroforez tankindaki agaroz jelin
kuyucuklarma yiiklendi ve markirdan (Thermo Scientific, GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder, Katalog numarasi: SM0321) jelin son kuyucuguna eklendi. 100 volt 300 amperde
40-45 dk. numunelerin gocii saglandi. Yiiriitme islemi bittikten sonra jel tanktan ¢ikarildi ve
dijital goriintiileme sistemi kullanilarak jel goriintiisii alind1 (Resim 1). Jel goriintiisiinde

100-200 baz ¢ifti araliginda tiriinlerin ¢ogaldig1 gozlemlendi.
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Resim 1. RT-PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.
1. jele karaciger 2. jele ise pankreas ornekleri yiiklendi. Sirastyla jele yiiklenen iiriinler A1: DM
ACTB, A2: DM+LT ACTB, A3: Kontrol ACTB, A4: LT ACTB, B1: DM TNF-o0, B2: DM+LT
TNF-0, B3: Kontrol TNF-a, B4: LT TNF-a, C1: DM NOS2, C2: DM+LT NOS2, C3: Kontrol
NOS2, C4: LT NOS2, D1: DM CASP3, D2: DM+LT CASP3, D3: Kontrol CASP3 , D4: DM
CASP3

3.2.11.5. Gen Ekspresyonlarinin Hesaplanmasi

Gen ekspresyonlarinin hesaplanmasinda goreceli miktar tayini metodu kullanildu.
Referans gen olarak B-aktin kullanilarak, hedef genlerin (TNF-a, NOS2 ve CASP3)
ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢cin Real Time PCR analiziyle elde edilen dongii
sayilart (CT’ler) Microsoft Excel programina girilerek tiim genler icin 22T degerleri

hesaplandi.

Calismamizda her bir 6rnek ikili olarak calisildi ve CT degerlerinin ortalamalari
alindi. Kontrol grubuna gore diger gruplardaki degisimler asagidaki formiiller kullanilarak
hesaplandi (113,114).

ACT = CT (hedef gen) — CT (referans gen)
AACT = ACT (hedef 6rnek) — ACT (referans 6rnek, kontrol)

Kat Degisimi = 2-24¢T
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3.2.12. Histopatolojik Analizler
Karaciger ve pankreas dokulariin histopatolojik analizleri ger¢eklestirildi.
3.2.12.1. Karacigerin Histopatolojik Analizi

Karacigerin histopatolojik analizi i¢in her bir gruba ait dokular %10’luk tamponlu
formaldehit soliisyonu i¢inde 48 saat tespit edildi. Tespit olan dokular rutin histopatolojik
doku takip sistemi ile takip edildi (Thermo scientific- Excelsior AS,UK), ve parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklardan tam otomatik mikrotom (Leica RM2255, Japonya) ile
4-5 pm kalinlhiginda kesitler alindi ve boyamaya hazir hale getirildi. Seri kesitlerde genel
histopatolojik yapinin degerlendirilmesi i¢cin Hematoksilen-eozin (115) ve bag dokusunun
degerlendirilmesi i¢in Masson Trikrom boyama (116) yapilip 151k mikroskobunda
degerlendirildi (Olympus BX51, Tokyo, Japonya). Masson Trikrom boyama ile kollajen
artisinin olup olmadigi 151k mikroskobu altinda ¢ekilen dijital imajlarin yarikantitatif olarak
degerlendirilmesi ile skorlandi. Degerlendirme her bir kesitte farkli bolgelerden cekilen en
az 10 gorlintii lizerinde yapildi. Bu yarikantitatif skorlamada 0: Hi¢ yok; 1: Hafif; 2: Orta
ve 3: Siddetli olarak degerlendirildi.

H&E ile boyama yapilan karaciger dokularinda hepatositlerin degerlendirilmesinde

asagidaki yari-kantitatif skor kullanildi.
Grade 0: Hasar hi¢ yok veya minimal hasar
Grade 1: Hafif hasarla birlikte sitoplazmik vakuolizasyon ve niikleer piknozis

Grade 2: Ilimhi hasarla birlikte genisletilmis niikleer piknozis, sitoplazmik

hipereozinofili ve hiicre sinirlariin kaybedilmesi
Grade 3: Yaygin hasarla birlikte notrofil infiltrasyonu, yaygin nekroz seklinde

yapild1 (117) .

Hematoksilen Eozin ile boyanmis kesitler ayrica elde edilen bulgular olan siniizoidal
dilatasyon, siniizoidal konjesyon ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu acisindan yarikantitatif
olarak ayr1 ayr1 degerlendirildi (118). Bu yarikantitatif siniflandirmada 0: Hig yok; 1: Hafif;
2: Orta ve 3: Siddetli olarak degerlendirildi.
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3.2.12.2. Pankreasin Histopatolojik Analizi

Pankreasin histopatolojik analizleri i¢in dokular %10’luk tamponlu formaldehit
soliisyonu i¢inde 48 saat tespit edildi. Tespit olan pankreas dokular1 rutin histopatolojik doku
takip sistemi ile takip edildi (Thermo scientific- Excelsior AS,ingiltere) ve parafin bloklara
gomiildli. Parafin bloklardan tam otomatik mikrotom (Leica RM2255, Japonya) ile 4-5
mikron kalinhiginda kesitler alinip boyamaya hazir hale getirildi. Seri kesitler Masson
Trikrom ve Hematoksilen eozin boyamasi (115) ile boyanip 151k mikroskobunda (Olympus
BXS51, Tokyo, Japonya) degerlendirildi. Masson Trikrom boyama (116) ile fibrozis ya da
kollajen artiginin olup olmadig1 degerlendirildi. Isik mikroskobu altinda her bir kesitte farkli
bolgelerden cekilen en az 10 goriintii tizerinde degerlendirme yapildi. Bu yar1 kantitatif

skorlamada 0: Hi¢ yok; 1: Hafif; 2: Orta ve 3: Siddetli olarak degerlendirildi.

Hematoksilen—eozin boyama ile pankreasin histolojik yapisi vaskiiler konjesyon,
hemoraji, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve ©6dem agisindan yarikantitatif olarak
degerlendirildi. Degerlendirmede her bir gruba ait preparatta 200X biiylitmede 5 farkli alan
yar1 kantitatf olarak degerlendirildi. Bu yar kantitatif siniflandirmada 0: Normal doku; 1:
Hafif degisiklikler; 2: Orta siddette degisiklik ve 3: Siddetli degisiklikler olarak
degerlendirildi (119).

3.3. istatistiksel Analizler

Veriler “SPSS (IBM SPSS Statistics 23)” programinda istatistiksel olarak
degerlendirildi. Parametrelerin normal dagilima uygunluklart “Kolmogorov-Smirnov” testi
ile kontrol edildi. Normal dagilima uymayan ikiden fazla degiskenin karsilastirilmasinda
“Kruskall Wallis™ testi ve ikili degiskenler i¢cin “Mann-Whitney U” testi uygulandi. Sonuglar
“Medyan (geyrekler arasi aralik (IQR)) ve %?25-75 ceyreklikler” olarak verildi. Gen
ekspresyonu ve histolojik analiz sonuglarin1 degerlendirmek igin iigten fazla bagimsiz
gruplar tek yonlii “One-Way ANOVA” testi kullanildi. Grup igindeki post hoc
degerlendirmeler i¢in “Tukey veya Tamhane’s T2” testleri kullanildi. Gen ekspresyonu ve
histoloji sonuglar1 “ortalama + standart hata” olarak verildi. Istatistiksel olarak p<0.05

olmasi anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Deney Gruplarinin Agirhk Degerleri

Deney gruplarinin deneye baslangigtaki (0. giindeki) ve deney sonrasindaki (28.
giindeki) agirliklar1 Tablo 10°da verilmistir. Calisma gruplarinin deneye baslangic agirliklar
arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Ancak, 28 giinliik takibin ardindan DM grubunda
yer alan siganlarin agirliklart kontrol grubundakilere gore istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulundu (p=0.001). LT ve DM+LT gruplarinin agirliklar1 sirastyla kontrol ve DM grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir fark sergilemedi (p>0.05). Grup icinde baslangica gore
son agirliklart degerlendirildiginde kontrol, LT, DM ve DM+LT gruplarinda ortalama olarak
strastyla %21.73, %21.79, %2.42 ve %1.45 artis tespit edildi.

Tablo 10. Deney gruplarinin agirliklar: (n=7)

Parametreler Kontrol LT DM DM+LT

Agirhiko. (g) [196 (19)] [190 (25)] [193 (20)] [195 (23)]
185-204 180-205 185-205 180-203

Agirhkzs. (g) [240 (15)] [235 (10)] [205 (30)]*®  [190 (19)]*®
230-245 230-240 180-210 185-204

Sonuglar “[Medyan (IQR)]; %25-75 ¢eyreklikler seklinde verildi. p degeri ‘Mann Whitney U’ testine gore
belirlendi.
a:Kontrol; :LT; ©:DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Serum Biyokimyasal Parametrelerinin Seviyeleri

Deney gruplarinin serumlarinda 6lgiilen glukoz, insiilin, amilaz, AST, ALT ve LDH
seviyeleri Tablo 11°de goriilmektedir. Diyabetik sicanlar rastgele iki gruba boliinerek
olusturulan DM ve DM+LT gruplarinin baslangi¢ glukoz seviyeleri kontrol ve LT gruplarina
gore oldukcga yiiksekti (p=0.001). Deney bitiminde de yine diyabet gruplarinda diyabetik
olmayan gruplara gore anlamli1 diizeyde yiiksek glukoz seviyeleri tespit edildi (p=0.001). LT
ve DM+LT gruplart ve sirastyla kontrol ve DM gruplar ile karsilagtirildiginda glukoz

seviyeleri acisindan istatistiksel bir fark belirlenemedi (p>0.05).
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Serum insiilin seviyeleri, LT grubunda kontrole gore diisme gosterse de bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). DM grubunda kontrole gore p=0.001 diizeyinde
anlaml bir diislis belirlendi. DM+LT grubunda ise DM grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir diisiis gézlendi (p>0.05).

Amilaz degerleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

belirlenemedi (p>0.05).

Serum ALT, AST, ALT/AST ve LDH seviyeleri DM grubunda kontrollere gore
anlamli yiiksek iken (p<0.05), LT ve DM+LT gruplarinin seviyeleri ile sirasiyla kontrol ve
DM gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemedi (p>0.05).

4.2.2. Glutatyon Seviyeleri

Deney gruplarinin pankreas dokularinda oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla
Ol¢iilen glutatyon diizeyleri Tablo 12’de verilmistir. Ayrica GSSG/TGSH oranlar1 Sekil

13’de gosterilmistir.

Deney gruplarinin pankreas dokularindaki TGSH arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunamadi (p>0.05). GSSG diizeyleri DM grubunda kontrole goére yiiksek ve
DM+LT grubunda DM grubuna goére diisiik olmasina ragmen, bu farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05). Diger taraftan, GSSG/TGSH, DM grubunda kontrole gore
anlaml yiiksekti (p<0.05). Ancak LT tedavileri, diyabetik ve diyabetik olmayan sicanlarda
GSSG/TGSH orani agisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde etki gostermedi (p>0.05)

Karaciger dokusu TGSH diizeylerinde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark
olmamasina ragmen (p>0.05), GSSG diizeylerinde LT grubunda kontrole gore anlamh
derecede yliksek (p=0.026), DM+LT grubunda DM’ye gére anlamli seviyede diisiiktii
(p=0.038).
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Sekil 13. Gruplara gore pankreas (A) ve karaciger (B) dokusu GSSG/TGSH oranlari
2:Kontrol' b:LT; ©:DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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4.2.3. inflamasyon ve Apoptoz Parametrelerinin Gen Ekspresyon Seviyeleri

Deney gruplarinda pankreas ve karaciger dokularinda inflamasyon ve apoptoz

parametrelerinin gen ekspresyon diizeyleri Tablo 13, Sekil 14 ve Sekil 15°de gosterilmistir.

Pankreas dokusu TNF-a, NOS2 ve CASP3 gen ekspresyon diizeyleri (Tablo 13 ve
Sekil 14) DM grubunda kontrol grubuna gore anlaml yiiksekti (p=0.001). LT grubunda
kontrol grubuna gore diisiik olmasina ragmen anlamlilik sadece TNF-a, CASP3 ekspresyon
seviyelerinde gozlendi (p<0.001). Diger taraftan, sadece DM+LT grubu DM ile
karsilastirildiginda tiim parametrelerde diisiikliik tespit edilmesine ragmen sadece TNF-o ve

NOS?2 gen ekspresyonlarinda anlamli farklilik gézlendi (p<0.05).

Karaciger dokularinda DM grubunda tiim genlerin ekspresyonlar1 kontrol
grubundakilere gore anlamli diisiik bulundu (p<0.001). Ayrica LT grubunda kontrol grubuna
gore de anlaml diisiik bulundu (p<0.05) (Tablo 13 ve Sekil 15).

Tablo 13. Deney gruplarinda pankreas ve karaciger dokusu inflamasyon ve apoptoz
parametreleri ekspresyon seviyeleri (n=7)

Parametreler Kontrol LT DM DM+LT
Pankreas
TNF-a 1.03+£0.044 0.522+£0.083* 3.49+0.204*> 2.31+0.2542>¢
NOS2 1.02+£0.058 0.870+£0.138  28.7 +£2.44 P 17.1 £2.58 2b<
CASP3 1.04+0.103  0.621 £0.051* 2.50+0.254 *° 1.81+£0.218°
Karaciger
TNF-a 1.02+£0.044  0.680+0.045* 0.266+0.101*®>  0.038 £ 0.011%°
NOS2 1.00+£0.078  0.547+0.097 0.375+0.056* 0.277+0.043°
CASP3 1.03+£0.077 0.712+0.045 0.188+0.022%* 0.146+£0.014*°

Sonuglar “Ortalama + Standart Hata” seklinde verildi. p degeri “One way ANOVA” testine gore belirlendi.

Grup i¢indeki post hoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2” testleri ile yapildi.

a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 14. Gruplara gore pankreas dokusu TNF-a (A), NOS2 (B) ve CASP3 (C) gen

ekspresyon diizeyleri (kat)
2:Kontrol; ®:LT; ©:DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 15. Gruplara gore karaciger dokusu TNF-a (A), NOS2 (B) ve CASP3 (C) gen

ekspresyon diizeyleri (kat)
a:Kontrol; ®:LT; ©:DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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4.2.4. inflamasyon ve Apoptoz Parametrelerinin Protein Seviyeleri

Deney gruplarinda inflamasyon ve apoptozda yer alan parametrelerin protein

seviyeleri Tablo 14, Sekil 16 ve Sekil 17°de gosterilmistir.

Tablo 14. Deney gruplarinda pankreas ve karaciger dokusu inflamasyon ve apoptoz
parametreleri protein seviyeleri (n=7)

Parametreler Kontrol LT DM DM+LT
Pankreas
TNF-o [93 (106)] [92 (112)] [135 (109)] [28 (196)]
54-160 72-185 92-201 21-217
NOS2 [3.18 (0.89)] [2.70 (1.18)] [1.20 (0.85)]®"  [1.56 (0.71)] °
2.86-3.74 2.28-3.46 1.04-1.89 1.02-1.73
Kaspaz 3 [1.79 (4.05)] [2.09 (4.06)] [5.07 (4.49)] [0.53 (2.56)] ¢
0.51-4.56 1.21-5.27 2.30-6.79 0.39-2.95
Karaciger
TNF-a [144 (17)] [117 (20)] [138 (86)] ® [139 (32)]®
137-154 108-129 126 -212 128-160
NOS2 [0.762 (0.160)] [0.658 (0.110)] [0.658 (0.130)] [0.642 (0.250)]
0.651-0.812 0.600-0.715 0.584-0.715 0.528-0.773
Kaspaz 3 [3.75 (0.73)] [3.44 (0.95)] [3.81 (2.44)] [4.16 (1.22)]
3.52-4.25 2.80-3.76 3.23-5.67 3.63-4.85

Sonuglar “[Medyan (IQR)]; %25-75 ¢eyreklikler” seklinde verildi. p degeri ‘Mann Whitney U’ testine gore

belirlendi.

a:Kontrol; :LT; ©:DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

Pankreas dokusunda TNF-a seviyeleri DM grubunda kontrol grubuna gore yiiksek,

DM+LT grubunda DM grubuna gore diisiik seyretmesine ragmen bu farkliliklar istatistiksel
olarak anlaml diizeyde degildi (p>0.05). NOS2 seviyeleri incelendiginde DM grubunda
kontrole gore anlamli diisiis gézlenirken, LT ile tedavili gruplarda kontrole veya DM’ye gore

anlaml bir farklilik belirlenemedi (p>0.05) (Tablo 14, Sekil 16).
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Sekil 16. Gruplara gore pankreas dokusu TNF-a (A), NOS2 (B) ve kaspaz-3 (C) protein

diizeyleri
a:Kontrol; ®:LT; ©:DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 17. Gruplara gore karaciger dokusu TNF-a (A), NOS2 (B) ve kaspaz-3 (C) protein

diizeyleri
a:Kontrol; ®:LT; ©:DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Karaciger dokusunda DM grubunda TNF-a seviyeleri kontrol grubuna gore yiiksek
olmasia ragmen anlamli farklilik tespit edilemedi (p>0.05). Diger taraftan LT tedavileri
kontrole ve DM grubuna gore azaltma seklinde etki etse de istatistiksel anlamli farklilik
sadece kontrol grubuna gore idi (p<0.05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, DM
grubunda NOS2 seviyesi agisindan diisiiklik ve kaspaz3 seviyesi agisindan ylikseklik
gozlense de bu farklilik istatistige yansimadi (p>0.05). LT diyabetik ve diyabetik olmayan
siganlarda kaspaz-3 seviyelerini diisiirmiis olsa da bu etki istatistiksel olarak anlamli degildi

(p>0.05) (Tablo 14, Sekil 17).
4.3. Histopatolojik Bulgular
4.3.1. Pankreas Dokular1 Histopatolojik Bulgular:

Pankreas dokusunda hematoksilen—eozin boyama sonucu ile elde edilen histolojik
yapisi vaskiiler konjesyon, hemoraji, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 6dem ve kollajen artist
acisindan yar1 kantitatif olarak degerlendirildi (Tablo 15). Kontrol grubuna gére DM
grubunda tiim skorlarda artis gézlendi. Bu artis toplam skora istatistiksel olarak anlamli
boyutta yansidi (P<0.05) (Sekil 18). DM+LT grubu, DM grubu ile karsilastirildiginda
toplam skorda da goriildiigii gibi anlamli bir fark gostermedi (p>0.05).

wn
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Sekil 18. Gruplara gore pankreas dokusu toplam hasar skorlar1 (Ortalama + Standart Hata)
%:Kontrol; b:LT; ©:DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Tablo 15. Deney gruplarinda pankreas dokusu histopatolojik skorlari

Sican No Kontrol LT DM DM+LT
Vaskiiler konjesyon
1 0 1 3 2
2 0 1 3 3
3 1 0 2 3
4 0 0 2 3
5 0 0 3 2
6 0 1 3 2
7 1 1 2 2
Hemoraji
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 1 0
4 0 1 1 0
5 0 0 1 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
Inflammatuvar Hiicre Infiltrasyonu
1 0 0 1 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 1 0
5 0 0 1 1
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
Odem
1 0 0 1 2
2 1 0 1 2
3 0 0 2 2
4 0 0 2 1
5 0 0 1 1
6 0 0 1 2
7 0 0 2 2
Kollajen
1 0 1 1 1
2 1 1 2 2
3 0 1 2 1
4 1 1 2 1
5 0 2 2 1
6 0 1 1 1
7 0 1 1 2

0: Normal doku; 1: Hafif degisiklikler; 2: Orta siddette degisiklik ve 3: Siddetli degisiklikler
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Resim 2. Kontrol grubu pankreas dokusu fitomikrograf goriintiisii (H&E X 200)
= : Normal serdz asinus; A: Langerhans adacik yapisi

A : Langerhans adacik yapisi

Resim 3. LT grubu pankreas dokusu fitomikrograf goriintiisii (H&E X 200)
= : Normal ser6z asinus;
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Resim 4. DM grubu pankreas dokusu fitomikrograf goriintiisii (H&E X 200)

= : langerhans adacig1 denenerasyonu; A : vazokonjesyon

Resim 5. DM+LT grubu pankreas dokusu fitomikrograf goriintiisiit (H&E X 200)

denenerasyonu; Y intraduktal ddem;

= : Jangerhans adacig1
A : vazokonjesyon
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Pankreas dokular1 151k mikroskopik degerlendirmesinde kontrol grubunda normal
pankreas serdz asinus ve adacik yapist gozlendi (Resim 2). LT grubunda normal pankreas
langerhans adacik morfolojisi izlenlenmesine ragmen hafif derecede intralobiiler damarlarda
intravaskiiler konjesyon da tespit edildi (Resim 3). Diger taraftan DM grubunda langerhans
adacik hiicrelerinde yer yer dejenerasyon, orta derecede intraduktal 6dem ve orta-siddetli
derecede vaskiiler konjesyon izlendi (Resim 4). DM+LT grubunda ise DM grubuna benzer
sekilde yer yer dejenerasyon, orta derecede intraduktal 6dem ve orta-siddetli derecede

vaskiiler konjesyon belirlendi (Resim 5).

Resim 6. Deney gruplar1 pankreas dokusu kollajen yapilar1 (Masson Trikrom X 200)
A: Kontrol, B: LT, C: DM, D: DM+LT grubu. = : Kollajen yap1
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Pankreas dokusunun kollajen yapist degerlendirildiginde, DM grubunda kontrol
grubuna gore kollajen yapilar daha fazla idi. DM+LT grubu ile DM grubu kollajen yapilari

benzer seyir gosterdi (Resim 6).
4.3.2. Karaciger Dokular1 Histopatolojik Bulgular:

Karaciger dokusunda hematoksilen—eozin boyama sonucu elde edilen histolojik
yapist siniizoidal dilatasyon, sinilizoidal konjesyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve
kollajen artis1 agisindan yar1 kantitatif olarak degerlendirildi (Tablo 16). Kontrol grubuna
gore DM grubunda tiim skorlarda artig gozlendi. Bu artig toplam skora istatistiksel olarak
anlamli boyutta yansidi (P<0.05) (Sekil 19). LT grubunda kontrole gore toplam skorda artig
belirlendi. DM+LT grubu, DM grubu ile karsilastirildiginda toplam skorda anlamli bir
azalma gortldii (p<0.05).

8_ % asb)c

Toplam Skor

1B

0 T T
Kontrol LT DM DM+LT

Sekil 19. Gruplara gore karaciger dokusu toplam hasar skorlar1 (Ortalama + Standart Hata)
a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 16. Deney gruplarinda karaciger dokusu histopatolojik skorlari

Sican No Kontrol LT DM DM+LT
Grade
1 1 1 2 2
2 0 1 3 2
3 0 1 2 3
4 1 0 3 2
5 0 0 3 2
6 0 1 2 2
7 0 0 2 2
Siniizoidal Dilatasyon
1 0 2 2 2
2 1 2 2 2
3 1 1 3 2
4 1 1 2 2
5 0 1 2 2
6 0 1 3 2
7 0 1 3 2
Siniizoidal Konjesyon
1 0 2 2 2
2 1 1 2 2
3 1 1 2 2
4 1 1 2 2
5 1 1 2 2
6 1 2 2 2
7 1 2 2 2
Inflamatuar Hiicre Infiltrasyonu
1 1 0 2 1
2 0 0 2 1
3 0 0 1 1
4 0 1 1 2
5 0 1 1 2
6 0 0 2 1
7 0 0 2 1
Kollajen
1 0 0 1 1
2 1 0 1 1
3 1 1 1 1
4 1 1 1 0
5 0 1 0 1
6 0 0 1 0
7 0 0 1 1

0: Normal doku; 1: Hafif degisiklikler; 2: Orta siddette degisiklik ve 3: Siddetli degisiklikler
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S L L SR, :
Resim 8. LT grubu karaciger dokusu fitomikrograf goriintiisii (H&E X 200)
= : Hepatositler; A: siniizoidal aralikta agilmalar; *: vazokonjesyon
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iger dokusu fitomikrograf goriintiisii (H&E X 200)

Resim 9. DM grubu karaci

; A siniizoidal aralikta agilmalar; *: vazokonjesyon

= : Hepatositler

Resim 10. DM+LT grubu karaciger dokusu fitomikrograf goriintiisii (H&E X 200)

vk : vazokonjesyon

b

A : siniizoidal aralikta ac¢ilmalar;

b

=»-: Hepatositler;
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Karaciger dokular1 151k mikroskopik degerlendirmesinde, kontrol grubunda normal
doku morfolojisi, normal goriiniimlii hepatositler ve siniizoidal aralik gézlendi (Resim 7).
LT grubunda da dokusu morfolojisi ve hepatositler normal goriinlimdeydi. Yer yer
sinlizoidal aralikta genislemeler ve vazokonjesyon mevcuttu (Resim 8). DM grubunda
Ozellikle vena centralis etrafinda olmak iizere hepatositlerde dejeneratif degisiklikler izlendi
(Resim 9). Yer yer piknotik niikleuslu hepatositler ve hipereozinofili, siniizoidal aralikta
belirgin genislemeler ve vazokonjesyon tespit edildi. DM+LT grubunda vena centralis
etrafinda cok az dejeneratif hepatositler mevcuttu. Hepatositler normale yakin morfolojide
izlendi. Siniizoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyon izlendi (Resim 10). Masson’un
Trikrom boyamasinda da karaciger dokusunda gruplar arasinda kollajen miktar1 agisindan

belirgin bir farklilik izlenmedi (Resim 11).

Resim 11. Deney gruplar1 karaciger dokusu kollajen yapilar1 (Masson Trikrom X 200)
A: Kontrol, B: LT, C: DM, D: DM+LT grubu, = : Kollajen yap1
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5. TARTISMA ve SONUC

DM, her gegen gilin artan prevalanst ve komplikasyonlar1 ile ciddi saglik
sorunlarinin, ekonomik ve psikolojik sorunlarin eslik ettigi, kisinin yasam kalitesini
diisiiren patolojik bir durumdur. Diyabet ve komplikasyonlarinin 6nlenmesine yonelik
arayislar devam etmektedir (120). Bu ¢alismada sagliga faydali etkileri birgok calisma ile
tespit edilmis (95) ve ililkemizde ¢okga tiiketilen yesil ve siyah cayda bulunan 6zel bir
amino asit olan LT nin deneysel olarak diyabet modeli olusturulmus sicanlarin karaciger
ve pankreas dokusuna etkileri, oksidatif stres, inflamasyon, ve apoptoz ydniinden

degerlendirilmistir.

Calismamizda oOncelikle, sicanlarda STZ/NA indiiklii deneysel DM modeli
olusturuldu (121). DM’i indiiklemek icin, 120 m/kg NA’nin i.p. olarak enjeksiyonundan 15
dk. sonra, tek doz 60 mg/kg STZ i.p. olarak enjekte edildi. STZ/NA ile indiiklii deneysel
DM modeli, insan diyabetine yakin o6zellikler gosterdiginden dolayi, diyabet ¢alismalari
icin 1yi bir model olarak kabul edilmektedir. Akut ve kronik ¢alismalarda deneysel DM
modeli olusturmak i¢in siklikla kullanilmaktadir (122). Glukozamin nitroziire bir ila¢ olan
STZ, hem TIDM ve T2DM modeli olusturmakta kullanilmaktadir. STZ, glukoz
metabolizmasint ve insulin sekresyonunu etkileyerek pankreas i¢in oldukga toksik etki
sergiler. Pankreas 3 hiicrelerinde DNA alkilasyonuna ve bunun neticesinde hiicre 6liimiine
sebep olmaktadir (123). STZ'nin sitotoksik etkisine, insiilin sentezinin azalmas1 ve apoptoz
aktivasyonu vasitastyla, B hiicrelerine zarar veren oksidatif hasara neden olan asir1t ROT
tretimi aracilik eder. Glukoza benzerliginden dolayr STZ, hiicrelere GLUT-2 araciligiyla
girer. STZ diger GLUT'lar tarafindan taninmamaktadir.  hiicrelerinin yiiksek diizeyde
GLUT-2’ye sahip olmasi, B hiicrelerine STZ'nin goreceli toksisitesini izah etmektedir.
STZ/NA indiikli DM modelinde, STZ oncesi NA enjeksiyonu STZ'nin B hiicreleri
tizerindeki yikici etkisini kismen azaltir ve T2DM'nin bir 06zelligi olan insiilin
sekresyonunun glukoz uyarimimin erken fazinin kaybina yol agar. Boylece STZ/NA
indiiklii DM'de insiilin sekresyonunda ve T2DM'nin karakteristik bir 6zelligi olan insiilin

direncinde bozulma meydana gelmektedir (121).

DM’da pankreas dokusu hasarina ilaveten en dnemli hasar géren diger dokulardan
biri de karacigerdir. Hiperglisemiye bagli olarak karbohidrat, lipid ve protein
metabolizmasi bozulmakta ve karaciger hasar1 gelismektedir. DM ile gelisen oksidatif

stres, inflammasyon ve apoptotik siirecler, karaciger hasarinin gelismesine ve ilerlemesine
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katkida bulunmaktadir (73). Karaciger viicudun en biiylik organidir; en énemli gorevleri
arasinda safra iretimi ve salgilanmasi, karbohidratlarin, proteinlerin ve lipidlerin
metabolizmasininin  diizenlenmesi, hormon dengesinin  korunmasi, vitaminlerin
depolanmasi, toksinlerin uzaklastirilmasi ve bagisiklik sistemi ile ilgili faktorlerin
salinmasi sayilabilir (124). Bu nedenle DM’da en ¢ok etkilenen bu iki organ calismaya

dahil edilmistir.

Calismamizda etken maddesi olarak LT secilmistir. LT tilkemizde ¢ok tiiketilen
siyah ve yesil cayin iiretildigi Camellia Sinensis bitkisinde bulunan ve protein yapisina
katilmayan glutamik asit tirevi 6zel bir amino asittir. Antioksidan, antiiflamatuvar,
antiapoptotik, antipsikotik gibi etkileri ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (99). Bu etkilerini
gerek kendisi ve gerekse de metabolitleri lizerinden sergileyebilmektedir (92). Siganlara 4
g/kg LT verilerek yapilan bir ¢alismada, serumda etilamin, glutamik asit ve aspartik asidin
artt1g1, metiyonin ve lizinin azaldigi, beyinde etilamin ve glutaminin arttig1, karacigerde ise

etilamin, glutamin glisin ve fenilalaninin arttig1 bildirilmistir (96).

Calismamizda LT nin, mevcut olan ¢alismalar gbz oniine alinarak 28 giin boyunca
gastrik gavaj ile 200 mg/kg/giin LT olacak sekilde uygulanmasina karar verildi. LT nin
hepatotoksisite iizerine etkileri ile ilgili yapilan calismalarda 50, 100, 200 ve 400
mg/kg/giin oral LT uygulanmistir. LT nin koruyucu etkiler gosterdigi dozunun &zellikle
200 mg oldugu ifade edilmistir (106, 125, 126). Oral olarak 200 mg/kg/glin LT aliminin
diger dokular tizerine etkileri ile ilgili de literatiirde ¢alismalar vardir (9, 13, 127-129).

LT nin pankreas iizerine etkilerine yonelik herhangi bir ¢calisma mevcut degildir.

Deney gruplarimizin baglangic agirliklar arasinda anlamli bir fark olmamasina
ragmen, diyabetik si¢anlarin son agirliklart kontrole gore diisiikk bulundu (p<0.05). LT
tedavisi sicanlarin agirliginda anlamli bir degisiklie neden olmadi (Tablo 10). Oysa
LT’ nin antiobesite 6zelliklere sahip olabilecegi belirtilmekteydi (95). Calismada uygulanan

doz ve siire gibi faktorler burada etkili olabilir.

Bu ¢alismada 28 giinliik takibin ardindan diyabetik si¢anlarda kontrol grubuna gore
glukoz diizeylerinde artma insulin diizeylerinde ise azalma gozlendi. Bu degisiklikler
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05) (Tablo 11). STZ, pankreas hiicrelerinde hasara
neden olmakta ve dolayisiyla insulinin saliniminda azalmaya ve insulin rezistansina neden
olmaktadir (130). Pankreasta azalmis mitokondriyal FADH, kaynakli ATP iiretimi ve
bunun ATP'ye bagh K* kanali ve voltaj kapili Ca?* kanal aktiviteleri {izerindeki ardisik
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etkileri, insiilin salgilanmasinda azalmaya neden olmaktadir (131). Insulin yetersizligine
bagli olarak glukoz glikojen seklinde depo edilemez. Karacigerde glikojenoliz ve
glukoneogenez gelisir. Buna bagh olarak glukoz 6 fosfat birikimi ve glukoz 6 fosfatazin

aktivitesi ile kan glukoz seviyesi artar (132).

Calismamizda LT, diyabetik olan ve diyabetik olmayan siganlara uygulandiginda
glukoz ve insiilin seviyelerine istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadig:
gdzlendi (p>0.05). Insulin diizeyinde LT sayesinde biraz diisiis gdziikse de istatiksel olarak
anlamli olmamasi verilerin ¢ok genis aralikta seyretmemesine baglanabilir (Tablo 11).
Diger taraftan, pankreas beta hiicre kiiltiirii ile yapilan bir ¢alismada LT’ nin insulin
sekresyonunu artirdigi tespit edilmistir (11). Diyetle birlikte LT verilen si¢anlarda 2 saatten
sonra glukoz miktar1 azalirken insulin miktarinin arttigin1 bulmuslardir (133). Ancak farkli
bir calismada sigan ince bagirsaginda aminoasitlerin emilimi ile ilgili genlerin
ekspresyonunu baskilayarak aminoasitlerin emilimini engelledigi, bagirsakta glukoz
tasiyicilarini inhibe ettigi ve bu yolla serumda glukoz ve insiilin diizeylerini diistirdigii

ifade edilmektedir (13).

Serum amilaz diizeyleri sadece ekzokrin pankreas fonksiyonunun bir belirteci
olmayip ayn1 zamanda karaciger fonksiyon bozuklugu gibi cesitli fizyolojik degisikliklerle
iliskilendirilmektedir. Ekzokrin ve endokrin pankreas fonksiyonu arasindaki baglanti,

diyabet ve metabolik bozukluklarda belirgindir (134).

Calismamizda serum amilaz diizeyleri bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark
gozlenemedi. Ancak yapilan bir ¢alismada kan amilaz ve kan insiilin seviyeleri arasinda
ters bir iliski oldugu, amilazin endokrin pankreas hormonlarmnin islevselligi {izerinde
potansiyel etkisi olabilecegi ifade edilmektedir (134). LT ile amilaz iligkilendiren herhangi
bir calismaya rastlanilmamistir. Ancak bir bakteri ¢alismasinda LT metabolitleri olan L-

glutamin ve L-glutamatin amilaz ekspresyonunu arttirdig: tespit edilmistir (135, 136).

Sirasiyla aspartik asit ve alaninin, okzalik asit ve piruvata doniisiimiinii katalizlayen
AST ve ALT enzimleri karaciger hasarmi yansitan transaminazlardir. Sitozolik ve
mitokondriyal izoformu olan AST karacigere ilaveten diger dokularda bulunmasina
ragmen ALT karacigerde yer alan sitozolik enzimdir. Karaciger hasari veya hiicre 6limii
gibi durumlarda dolasimdaki miktarlart artmaktadir (137). LDH laktatin piruvata
dontistimlii reaksiyonunu katalizleyen 6nemli bir enzimdir. Bir¢ok dokuda bulunur ve

kiigiik bir hasar ile dolasimda seviyesi artar (138).
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Bu c¢aligmada diyabetik sicanlarda karaciger hasarinin gostergesi olan serum LDH,
ALT ve AST seviyelerinde, ve ALT/AST oraninda anlamli yiikselme gozlendi (p<0.05)
(Tablo 11). Bulgularimiz1 destekler sekilde yapilan calismalarda STZ ile uyarilmis
diyabetik sicanlarda ALT, AST ve LDH seviyelerinin yiiksek oldugu ifade edilmistir (136,
139, 140). Ayrica Tunali ve ark. (141)’de STZ ile indiiklenen diyabetik siganlarin
karaciger dokusunda LDH enzim diizeyini yiiksek bulmuslardir. Calismamizda LT, sadece
diyabetik sicanlarin serum LDH diizeyini biraz azaltmasina ragmen bu azalma istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05). Diger taraftan Malko¢ ve ark. (8) deneysel olarak septik
olusturulmus siganlarda, LT nin ALT seviyesine anlamli bir etkisi yokken, LDH ve AST

seviyesini diisiirdiigiinii bulmuslardir.

Glisin, sistein ve glutamik asit amino asitlerinden olusan bir tripeptid olan ve "ana
antioksidan" olarak anilan GSH yapisinda bulunan aktif tiyol grubu, sistein kalintisinin bir
parcasidir. Ya dogrudan ROT ve reaktif nitrojen tiirlerini (RNT) detoksifiye ederek veya
dolayli olarak GSH’ye bagli peroksidazla katalize edilmis reaksiyonlar yoluyla antioksidan
fonksiyon gosterir. GSH, yalnizca antioksidan savunma sistemlerine degil, bircok
metabolik siirece katilir. Bu nedenle, GSSG ve GSH seviyeleri ve orani ile karakterize
edilen hiicre i¢i redoks durumu, hiicresel sagligin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilir

(142).

Calismamizda okside ve toplam glutatyon diizeyleri degerlendirildiginde, diyabetik
sicanlarda pankreas dokusunda GSSG/TGSH degeri anlamli yiiksek oldugu gozlendi
p<0.05) (Tablo 12). Pankreas B hiicreleri, yliksek ROT iiretimi ve diisilk antioksidan
kapasiteleri nedeniyle oksidatif strese duyarlidir ve bu nedenlede oksidatif stress pankreas
hiicre harabiyetinde 6nemli rol oynar (143). Diyabette pankreas hiicrelerinde G6PDH artis1
ile artan NADPH, yiiksek glukoz ve sitokin salinimi sonucu fagositik hiicrelerde NADPH
oksidaza katkida bulunur ve siiperoksit {iretimini arttirir. Pankreasta inflamasyon
durumunda ROT’un ana kaynaginin NADPH oksidaz oldugu diistiniilmektedir. NADPH,
NADPH oksidaz yolunda rol alacagi icin GR vasitasi ile GSSG’nin GSH’a doniisiimiinde
kullanimi yetersiz kalmig olabilir. Bu da GSSG’nin GSH’a doniisiimiinii azaltarak GSSG
diizeyinde artisa yol acabilir. Ayrica insulinin katlanmasi icin gerekli olan protein disulfit
izomerazin gorevini yerine getirmesinde gorevli tiyoredoksin reduktaz enzimi i¢in gerekli
olan NAPDH yetersizligi insulin diizeyini etkileyecektir (144). Diyabetik siganlarda TGSH
diizeyini pankreas dokusu mitokondrisinde anlamli yiiksek oldugunu, ancak pankreas

dokusu sitozoliinde anlamli bir farklilikta olmadigini ifade etmisglerdir (131).
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Pankreas dokusunda, LT uygulanan diyabetik grupta TGSH ve GSSG diizeyinin,
LT uygulanmayan diyabetik siganlara gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha
diisiik (p>0.05, Tablo 12) tespit etmemizin nedeni, LT nin serum metiyonin seviyesini
azaltict etkisine baglanabilir (13, 96). Ciinkii metiyonin glutatyon sentezi i¢in ana amino
asit olan sistein sentezi igin gereklidir (40, 145). Bu nedenle LT pankreasta sistein diizeyini
azaltarak TGSH seviyesinde azalmaya neden olmus olabilir. GSSG diizeyinin de azalmasi

GSH yetersizligine baglanabilir.

Diyabetik sicanlar, kontrol grubu ile karsilastirildiginda karaciger dokusunda
TGSH ve GSSG/TGSH diizeyleri anlamli farklilik gostermezken, GSSG seviyesi anlamli
diisiik bulundu (Tablo 12, Sekil 13). Burada diyabette GSSG’nin azalmasi sOyle izah
edilebilir: Diyabetik sicanlarda gdzlenen insiilin yetersizligine bagl olarak karacigerde
glukoz 6 fosfat birikimi pentoz fosfat yolunu da etkileyerek NADPH iiretiminin arttigina
yol agabilir (132). Nitekim Tunali ve ark. (141) STZ-diyabetik siganlarin karacigerinde
G6PDH enzim diizeyini yiiksek bulmuslardir (146). NADPH, oksidan antioksidan denge
metabolizmasinda rol alan NADPH oksidaz, glutatyon reduktaz ve NOS enzimleri i¢in
kofaktor olmakla birlikte lipogenezde de bolca kullanilmaktadir (132). Burada muhtemel
NADPH artisi, GR enzimi vasitasi ile GSSG olusumunda azalisa yol agmis olabilir.
Nitekim hipotezimizi destekler sekilde Diaz-Flores ve ark. (147) da hafif ve orta
hipergliseridemik si¢can karacigerinde GR seviyesinde anlaml1 bir fark bulamazken, yiiksek
hipergliseridemisi olan sicanlarda anlamli yliksek bulmuglardir. Diger taraftan DM da
karacigerde glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesinin distiigli bildirilmistir.
Buradaki azalma GSH’in GSSG’ye doniisiimiinii azaltacaktir. Bu nedenle GSSG nin
tiretim ve tiiketim yetersizligi diyabetik sicanlarda GSSG diizeylerinde azalma seklinde
yansiyabilir. Ancak bulgumuzu desteklemeyen sonuglar da mevcuttur. Ornegin Desco ve
ark. (148), STZ ile uyarilmis diyabetik sican karaciger GSSG/GSH oranini yiiksek
oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica, diyabetik siganlarda TGSH diizeyini karaciger dokusu

mitokondrisi ve sitozoliinde anlamli yiiksek oldugunu bulmuslardir (131).

Bu calismada LT diyabetik olmayanlarda karacigerde GSSG ve TGSH’1 artirict
yonde etki gostermistir. Ancak sadece GSSG artis1 anlamli (p<0.05) iken TGSH veya
bunlarin oranlar1 anlamli bir farklilik tespit edilemedi (p>0.05) (Tablo 12, Sekil 13).
Terashima ve ark. (96) tarafindan yapilan ¢alismada LT alimindan sonra sigcan
karacigerinde glutamin ve glisinin artistnin belirlenmesi, GSH sentezi i¢in gerekli

substratlar1 saglamis olabilecegini gostermektedir (149). LT nin metabolik iiriinii olan
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etilamin bir alkilamindir ve alkilaminlerde mevalonat yolunda yer alan izopentenil
pirofosfat diizeylerinde artisa yol agarlar (150). Izopentil pirosfat ise GPX gibi
selenoproteinlerin sentezinde Onemlidir (151). Bu yolla LT, GPX seviyesinde artis
saglayarak GSH’in GSSG ye doniisiimiinii arttirmis olabilir. Bu bilgiler, sonuglarimizi

desteklemektedir.

Calismamizda LT diyabetik sicanlarda karacigerde TGSH diizeyi anlamli diizeyde
olmasada yiikseltmis (p>0.05), GSSG ve GSSG/TGSH ise anlamli diizeyde azaltmistir
(p<0.05). Karacigerde LT direkt kendisi veya metabolitleri olan etilamin, glisin ve
glutamat iizerinden etkisini sergilemis olabilir. Insulin yetersizliginde karacigerde amino
asit metabolizmas1 6nemlidir. Karacigerde glutamat ve glisin artisi ile glutatyon sentezine
katki saglamis olabilir. LT ile serum metiyonin diizeyinin diigmiis olma ihtimali GSH
sentezi i¢in gerekli sistein diizeyine de muhtemelen yansiyacaktir. Metiyonin, GSH sentezi
icin gerekli olan sistein saglayicisi olarak fonksiyon gostermenin yaninda metil vericisi
olan S-adenozil metiyoninin ve homosisteinin sentezine katkida bulunmaktadir.
Homosistein ise karacigerde lipid metabolizmasini degistirerek ve oksidatif stresi arttirarak
karaciger hasarmma neden olabilmektedir (152). T2DM riski olan hastalarda metiyonin
kisitlamasinin yararli olacagi ve hiperglisemiyi azaltig1 belirtilmektedir (153). Bu nedenle
LT, glutamat ve metiyonin diizeylerini kontrol ederek diyabette karaciger hasarina karsi
koyuyucu etki sergilemis olabilir. Li ve ark. (125), alkolle uyarilmis karaciger hasarina
karst LT nin oksidatif stresi azaltarak ve antioksidan enzimlerin aktivitesini ve GSH’1

arttirarak koruyucu etki sergiledigini ifade etmislerdir.

TNF-a, esas olarak makrofajlarda iiretilen pleiotropik sitokindir. Akut ve kronik
sistematik inflamatuar reaksiyonlarin énemli bir aracisidir. Diger sitokin ve kemokinlerin
salmmminda uyaric1 etki sergiler (154). Ayrica hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve
apoptoz dahil olmak {izere genis bir fizyolojik olay yelpazesinde rol alir. Pankreas

adaciklarinda glukoza bagli insiilin sekresyonunu azaltmaktadir (155).

Calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda diyabetik sicanlarda pankreas
dokusunda TNF-a gen ekspresyon anlamli ve protein diizeyleri ise anlamsiz artmigstir
(Sekil 14 ve Sekil 16). Pankreasta oksidatif stresin artmasi inflamatuvar siiregleri tetikler.
Oksidan duyarl transkripsiyon faktorleri ve sinyal molekiilleri sitokin ekspresyonunun
indiikler (146). DM’da adaciklarda makrofaj infiltrasyonu artmaktadir (156). Bu da sitokin
salmmmina yol ag¢maktadir. Diger sitokinlerle birlikte TNF-a apoptozu indiikleyerek

hiicrede sitotoksit etki gosterir; B hiicre yikimina aracilik eden otoimmiin siireclerde
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dogrudan ve dolayli olarak hareket edebilir (157). Pankreatik B hiicrelerinin sitokinlere
maruziyeti, insiilin sekresyonunun énemli dl¢iide inhibisyonu ile sonuglanir. Mitokondride
ATP iretimini engelleyen siirecler nedeniyle hiicresel ATP yetersizligi, insiilin

salinmasinin yetersizligine yol acar (158).

Calismamizda kontrol grubuna gore diyabetik sicanlarda karaciger dokusunda
TNF-a gen ekspresyon anlamli diizeyde diisiik iken, protein diizeyleri ise istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermedi (Sekil 15 ve Sekil 17). Protein miktarinda protein
yapim diizeyi 6nemli oldugu gibi yikim diizeyi de dnemlidir. Bu nedenle ekspresyon ve
protein diizeyleri arasinda fark olabilir (159). Karacigerde GSSG diizeyini diisiik, serbest
GSH diizeyini yiiksek bulmustuk. GSH yiiksekliginin TNF-a ekspresyonu ve apoptotik
belirtegleri baskiladigr raporlanmistir (160). TNF-a ekspresyonundaki azalis bundan
kaynaklanmis olabilir. Normal kosullarda, TNF-o karaciger rejenerasyonu sirasinda
hepatosit proliferasyonu i¢in gereklidir, koruyucu etki sergiler. Hasar olustugunda ise
vazodilatasyondan sonra yarali dokuya hizla go¢ eder ve daha fazla hiicre oliimiinii
baskilar, kok hiicreleri aktive eder ve epitelyal proliferasyonu tesvik eder (161). TNF-a gen
ekspresyon diizeyi ile protein seviyesinin farkli anlamlilik gostermesi bazi ¢alismalarla da
desteklenmektedir. Ziamajidiet ve ark. (162), STZ/NA ile diyabet olusturulmus sican
bobreklerinde TNF-o gen ekspresyonu istatistiksel olmayan diizeyde azalma, protein

seviyesinde ise anlamli artma gdzlemislerdir.

LT, pankreas dokusunda TNF-a gen ekspresyonlarini diyabetik olan ve olmayan
siganlarda anlamli (p<0.05), protein seviyelerini ise sadece diyabetik sicanlarda anlamli
olmayan diizeyde diisiirdii (p>0.05). Diger taraftan karaciger dokusunda diyabetik olmayan
sicanlarda ekspresyon ve protein seviyelerini anlamli diisiiriirken, diyabetik sicanlarda
istatistiksel olarak anlamli olmayan 6lgiide diismeye neden oldu. LT nin pankreas dokusu
TNF-a diizeyine etkisine ait herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmadi. Ancak karaciger
dokusunda TNF-a ekspresyonunu veya protein diizeyini azaltarak karaciger hasarina karsi
koyuyucu etkiler sergiledigine dair g¢alismalar mevcuttur (8, 105). LT, kannabinoid
reseptOrii 1'e yarigmali baglanarak glutamin metabolizmasini1 ve inflamatuvar faktorlerin

ekspresyonunu inhibe ederek immiin fonksiyonlar1 diizenler (3).

iNOS (NOS2), eNOS ve nNOS gibi L-argininden nitrik oksit olusumunu
sentezleyen 6nemli bir enzimdir (163-165). Diger NOS’larin aksine NOS2 aktivitesi,
kalmodulin ile Ca?* tarafindan diizenlenmez ve enzim ¢ok diisiik hiicre ici Ca®*

seviyelerinde bile aktiftir (164). Saglikli kosullarda peroksitnitrit kisa dmiirliidiir ve zararh
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olmadig1 kabul edilir. Ancak patolojik kosullarda NOS?2 ile {iretilmis NO ve NADPH-
oksidaz ile tretilmis siiperoksit radikalleri dnemli olgiide yiiksek seviyede peroksinitrit
olusumuna yol agar. Artan hiicre i¢i peroksinitrit seviyeleri biyomolekiilerin oksidayonuna
neden olur ve mitokondri de dahil hiicre i¢i organellerde hasara yol agar (166). NOS?2 ile
tiretilen NO, hem krebs dongiisii hem de elektron tasima zinciri aktivitesi zayiflatir. Cogu
hiicre tipi, ATP'nin hiicresel seviyelerini korumak i¢in glukoz kullanimini artirarak
bozulmus glukoz oksidasyonuna yanit verir. Bu telafi, glikolizden tiiretilen piruvat

tizerindeki laktat dehidrogenaz aktivitesi yoluyla NAD*'nin rejenerasyonu yoluyla saglanir.

Calismamizda diyabetik siganlarda pankreasta NOS2 ekspresyonu artarken protein
seviyesi azalmistir. Bu da transkripsiyon ve translasyon sonrasi mekanizmalarin, mRNA
bollugundan bagimsiz olarak protein seviyelerini sekillendirebilmesinden kaynaklanabilir
(167). Bircok hiicre tipinin aksine, B hiicreleri diisiik seviyelerde laktat dehidrogenaz
eksprese ederler ve glikolizdeki artislarla bozulmus mitokondriyal oksidasyonu kompanse
edemezler (165). Pankreas B hiicreleri, NOS'un ii¢ izoformunu da eksprese edebilir. Ancak
bazal glukoz konsantrasyonlarinda, NOS2 yok denecek kadar diisiik iken yiiksek glukoz
konsantrasyonlarina NOS2 ekspresyonu artar (164). Fizyolojik durumda, eNOS kaynakli
NO pankreasdan insiilin sekresyonunu arttirmakta iken patolojik durumda NOS?2 kaynakl1
daha yiiksek NO diizeyi insiilin sekresyonunu azalttir (168).

Calismamizda diyabetik siganlarda karacigerde NOS2 ekspresyonu azalmistir. Tim
izoformlar hepatik dokuda bulunmasina ragmen, NOS2 ve eNOS en 6nemlileridir. NOS2
makrofajlarda bulunur ve proinflamatuar siiregler sirasinda indiiklenebilir. Ayrica endotel
hiicrelerinde, hepatositlerde ve hematopoetik kok hiicrelerde eksprese edilir. NOS2, diger
izoformlardan ¢ok daha biiyiik miktarlarda NO {iretir ve ince diizenlemeden yoksundur; bu
nedenle, esas olarak nitrozilasyon yoluyla hepatik doku hasarina yol agabilir (169). NO'ya
bagl hasar oksidatif stresle artar. Diger taraftan NO, NOS2 gen ekspresyonunu NF-kB
aktivasyonunu Onleyerek baskilar (170). NOS2 artis1 zararli gibi goziikse de bazi
durumlarda koruyucu etkilerde sergileyebilmektedir. Ornegin, NOS2 endotelin-1 gibi
giiclii vazokonstriktorlerin asir1 ekspresyonunun ortaya ¢ikan etkilerini ortadan kaldirarak
kan basincinin diizenlenmesine katkida bulunur. NOS2 inhibisyonu durumunda beyin ve
bobrek fonksiyonlari bozulabilmekte, aterosklerotik plak gelisebilmektedir. Bu nedenle
NOS2’nin aslinda hastalikla savasan koruyucu bir molekiil olarak rol oynayabilecegini
disiiniilmektedir (171). NOS2’den tiiretilen NO, kupffer hiicrelerinde NF-kB

aktivasyonunun aracilik ettigi fibroz ve enflamasyonu onleyerek koruyucu bir rol
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oynayabilir. NOS2 azlig1 kaynakli NO eksikligi, asir1 lipid birikimi olmaksizin karaciger
hasart ilerlemesini hizlandirir (172). Molekiiler seviyede, NOS2’nin baskilanmasi, hem
oksijenaz 1’1 (HO-1) baskilar, NOS2’nin artmasi ise HO-1 aktivitesini de arttirir (173).
NOS2’nin, hepatik glukoz c¢ikisina aracilik ederek karbohidrat metabolizmasim

diizenledigi ileri siiriilmiistiir (174).

LT uygulamasi, diyabetik olan ve olmayan sicanlarda, pankreas ve karaciger
dokusu NOS2 protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamli etkilemedi (p>0.05) (Tablo
14, Sekil 16 ve Sekil 17). Ancak sadece diyabetik si¢anlarda her iki dokuda da NOS2
ekspresyonlarini anlamli disiirdi (p<0.05) (Sekil 16 ve 17). LT glutamat tasiyicisinin
inhibisyonu ve kalsiyum akisini azaltarak glutamat kaynakli sitotoksisiteyi azaltmakta, NF-

kB aktivasyonunu engellemekte ve boylece NOS’yi baskilamaktadir (175).

Kaspaz-3, apoptotik yolaklarda yer alan baslica efektor kaspazdir. T-hiicrelerinin
aktivasyonunu ve proliferayonunu arttirmakta ve beta-hiicrelerini etkilemektedir (176).
Oksidatif stres ve iflammatuvar siireclere maruz kalan beta hiicrelerinde mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu gerceklesir. Mitokondride olusan hasarla mitokondri membraninin
gecirgenligi bozulur ve intraseliiler faktorlerin salinimi apoptozu uyararak kaspazlari artirir
(166). Hem TIDM hem de T2DM patogenezinde goriilen hiicre hasarinda, islev
bozukluguna ve hiicre Oliimiine yol agan yiiksek sitotoksik NO firetilir. NO, NOS2
tarafindan iiretildiginde, cGMP aracili bir yolla pankreas B hiicrelerinde apoptozu indiikler
(164). Pankreasda apoptozun artmasi,  hiicre 6liimii yoluyla kaybma yol a¢gmaktadir.
DM’de pankreas apoptozunun arttigin1 ifade eden literatiirler mevcuttur (176, 177).
Calismamizda da diyabetik siganlarda pankreasta CASP3 gen ekspresyonu anlamli ve
kaspaz-3 protein seviyesi anlamli olmayan diizeyde artmistir (Sekil 14 ve 16). Bu da

apoptozun artmasi ile DM bulgularini desteklemektedir.

Calismamizda diyabetik siganlarda karacigerde CASP3 gen ekspresyonu
istatistiksel olarak anlamli azalirken (p<0.05) (Sekil 15), protein seviyesi istatistiksel
olarak anlamli olmayan diizeyde artmistir (p>0.05) (Sekil 17). TNF ve NOS2 deki
ekspresyon azalist CASP3’e de yansimistir. Khanaki ve ark. (178), STZ/NA ile diyabet
olusturulmus wistar ratlarda 28 giin sonra karacigerde CASP3 expresyonunu diisiik

bulmalarina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulamamaiglardir.

LT, diyabetik olmayan sicanlarin pankreas ve karaciger dokusunda CASP3 gen

ekspresyonunu baskilamistir. Diger taraftan diyabetik sicanlarda pankreasta ve karaciger

69



CASP3 gen ekspresyonu ve kaspaz-3 protein seviyesini azaltmasia ragmen anlamlilik

sadece pankreas kaspaz-3 seviyesindedir (p<0.05).

Pankreas histopatolojik bulgular1 g6z Oniline alindiginda kontrol grubunda
beklenildigi gibi normal serdz asinus ve langerhans adacik yapisi izlendi (Resim 1). DM
grubunda ise STZ ile diyabet olusturulmus DM grubunda pankreas asinus yapisinda
diizensizlik, langerhans adaciklarinda yer yer dejenerasyonlar, 6dem ve vaskiiler konjesyon
gibi mimar1 bozuklugu gosteren anormallikler belirlendi (Resim 3). Ayrica kollajen
fibriller de izlendi (Resim 5C). Calismamizda STZ’nin pankreas dokusunda c¢ok ciddi
boyutta yikima neden olmamasi NA kullanmamiza baglanabilir (121). Adaciklar, adacik
hiicrelerine gevredeki ekzokrin dokudan 6nemli 6l¢iide daha fazla kan saglayan ¢ok sayida
endotelyal ve perivaskiiler hiicre bulundurur (179). Calismamizda, diyabetin vaskiiler
komplikasyonlar1 yansimistir. Gozlenen hasarlar oksidatif stres goOstergesi olan
GSSG/TGSH, iflammasyon gostergesi olan TNF-a ve NOS2, ve apoptoz gostergesi olan
kaspaz-3 seviyerlerindeki degisiklikler ile uyumludur. DM grubumuzda insiilin seviyesinin
diismesi de histopatolojik sonuclar1 desteklemektedir. Pankreasta adaciklar, adacik hiicresi
insiilin salgilanmasini, hayatta kalmayi, farklilasmayr ve morfoloji/mimariyi koruyan
hiicredis1 matriks ile ¢evrilidirki bu yap1 pankreas dokusu mimarisi ve hiicre fonksiyonlar
i¢in onemlidir (179). STZ ile olusturulan diyabette pankreas kanalarinda, kan damarlar1 ve
asiner hiicre ¢evresinde kollajen fibriller de goriilebilmektedir. Pankreasta goriilebilen
kollajen artislari, artan serbest yag asitlerine ve lipid peroksidasyonuna yanit olarak

pankreas yildiz hiicrelerinin aktivasyonundan kaynaklandig: ifade edilmektedir (180).

LT wuygulamasmin diyabetik siganlarin pankreas dokusunda her ne kadar
biyokimyasal parametrelerinde baz1 iyilesmeler gosterdigi tespit edilmis olsa da,

histopatalojik yonden anlamli bir iyilesme belirlenemedi.

Karaciger histopatolojisi degerlendirildiginde diyabetik sicanlarda anormal
morfolojik yapilar tespit edilmis olup hasar skoru kontrol grubuna gore anlamli yiliksek
bulundu (p<0.05) (Tablo 16, Sekil 19). Vena centralis etrafinda olmak iizere hepatositlerde
dejeneratif degisiklikler, yer yer piknotik niikleuslu hepatositler ve hipereozinofili,
siniizoidal aralikta belirgin genislemeler ve vazokonjesyon tespit edildi. Ancak normale
yakin diizeyde kollajen fibriller gézlendi. STZ ile diyabet olusturulmus sican karaciger
dokusunda benzer yapilar izledigini ifade eden calismalar mevcuttur (139). Oksidatif stres
ve inflammatuvar siiregteki degisikliklerle beraber DM ye bagli olarak karacigerde lipid

birikimi hepatik insiilin rezistansin1  kotiislestirmekte ve metabolik  fonksiyon
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bozukluklarina neden oldugu ifade edilmektedir (73). Calismamizda histolojik olarak
gozlenen karaciger dokusu hasari, biyokimyasal oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz
parametreleri ile desteklenmez iken, karaciger fonksiyonlar1 yansitan ALT, AST ve LDH

artisi ile desteklenmektedir.

LT tedavisi, karacigerde toplam hasar skorunu diyabetik olmayan siganlarda
anlamli arttirirken, diyabetik si¢anlarda anlamli azaltti. Diyabetik olmayan si¢anlardaki
artirict  etkisi  sinlizoidal konjesyondaki hafif artis kaynakli oldugu sdylenebilir.
Mikroskobik goriintiisiinde de normal hepatositlerle birlikte sinlizoidal genislemeler ve
konjesyon tespit edildi. Diyabetik sicanlarda ise hepatosit dejenerasyonu, siniizoidal
genislemeyi azaltti. Bu da LT’ nin normal kosularda degilde, patolojik hasar oldugunda
faydali etki sergileyebilecegini gosterdi. LT nin karaciger dokusu histolojik morfolojisine

olumlu etkisi, biyokimyasal olarak daha ¢ok oksidatif stres parametresi ile uyumlu idi.

Sonug olarak, 28 giinliik oral 200 mg/kg LT alimi, STZ/NA ile deneysel diyabet
olusturulmus erkek Wistar sicanlarda pankreas dokusunda inflamasyon ve apoptoz
parametrelerini ve karaciger dokusunda oksidatif stres parametrelerini etkilemistir. Bu
dokular ve farkli dokularda, 6zellikle de diyabetiklerde bobreklerde, etkilerinin olup
olmadigmi hususunda farkli dozlarla, farkli stirelerde, farkli parametrelerle caligmalar
yapilmas1 Onerilebilir. Ayrica insanlar lizerinde az sayida ¢alisma olmasindan dolayz,
LT nin insanlar {izerine olan etkisi ve seyri tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle LT

uygulamasi ile ilgili insanlar lizerinde ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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