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ONSOZz

Bu tez c¢alismasi, planlama asamasindan yazimina kadar olan tim
siireclerde etik kurallara uygun olarak gerceklestirilmistir. Bu tezde yer
alan bilgilerin akademik ve etik degerlere gore elde edildigini beyan
ederim. Ayrica, tezde kullanilan bilgi ve yorumlarin kaynaklarina uygun
bir sekilde atifta bulunulmus ve kaynaklar listesinde belirtilmistir. Tezin
hazirlanmasi siirecinde patent ve telif haklarina aykir1 bir davranista
bulunulmamastir."
02.05.2024
Dr. Emrah SEFLEK
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OZET

Diyabetes Mellitus (DM) yiiksek kan glikozuyla seyreden ve tedavi edilmediginde ciddi
morbidite ve mortaliteye neden olan metabolik bir hastaliktir. DM diinyada milyonlarca
kisiyi etkilemekte ve tedavisi icin ciddi ekonomik biitgeler ayrilmaktadir. Diyabetin ve
buna bagli komplikasyonlarin tedavisi i¢in bir¢ok tedavi yontemi denenmektedir.
Hidroksitirosol (HT), zeytin yapraklarinda ve zeytinyaginda bulunabilen oleuropeinin
iiriindi, iyl bir biyoyararlanima sahip, toksisitesinin olmamasiyla 6n plana ¢ikan dogal-
giiclii fenolik bir antioksidandir. Diyabet komplikasyonlarinda antidiyabetik o6zellikleri
ortaya konmus hidroksitirozol, diyabetin tedavisinde de bir se¢enek olarak diistiniilebilir.
Bu baglamda ¢alismamizda Streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis diyabetik rat modelinde
HT’nin pankreas P hiicrelerindeki Phosphoinositide 3-Kinase/ Protein Kinase B
(PIBK/AKT) yolagi, insiilin ve glucose transporter-2 (GLUT-2) ekspresyonu uzerine
etkilerini arastirdik. Bu ¢alismada 28 adet erkek Wistar cinsi rat kullanilmistir. Hayvanlar;
Kontrol, HT, STZ ve STZ+HT olmak (zere rastgele dort gruba ayrilmis olup,
intraperitoneal (i.p.) tek doz (55 mg/kg) STZ ile diyabet indiikklenmistir. HT ve STZ+HT
grubuna 1 ay boyunca i.p. olarak HT (10 mg/kg/giin) enjeksiyonu yapilmistir. STZ grubu
hayvanlarda yiiksek kan sekerine ek olarak viicut agirligi diismiis, idrar yapma ve su igme
davramisinda artis gozlenmistir. STZ+HT grubu ratlarda diyabet gelisse de kan glikoz
diizeyleri istatistiksel anlam i¢ermeyecek sekilde bir miktar azalmistir. STZ grubuna
kiyasla STZ+HT grubunda pankreas dokusu Langerhans adaciklar1 8 hiicrelerinde instilin,
GLUT-2, PI3K ve AKT ekspresyonunda anlamli bir artis oldugu goériilmiistiir. Bu durum
da bize HT nin antihiperglisemik etkisinin pankreatik dokuda Langerhans adaciklarinda
PIBK/AKT yolag: iizerinden GLUT-2 ve insiilin ekspresyonunu artirarak gostermis

oldugunu diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetes Mellitus, Streptozotosin, Hidroksitirozol, Insiilin, PI3K,
AKT, GLUT-2



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disease that progresses with high blood glucose and
causes serious morbidity and mortality if left untreated. DM affects millions of people in
the world and serious economic budgets are allocated for its treatment. Many treatment
methods are being tried for the treatment of diabetes and its related complications.
Hydroxytyrosol (HT), the product of oleuropein that can be found in olive leaves and olive
oil, is a natural-potent phenolic antioxidant with good bioavailability and lack of toxicity.
Hydroxytyrosol, whose antidiabetic properties have been demonstrated in diabetic
complications, can also be considered as an option in the treatment of diabetes. In this
context, in our study, we investigated the effects of HT on the Phosphoinositide 3-
Kinase/Protein Kinase B (PI3K/AKT) pathway, insulin and Glucose Transporter-2 (GLUT-
2) expression in pancreatic 3 cells in the Streptozotocin (STZ)-induced diabetic rat model.
In this study, 28 male Wistar rats were used. Animals were randomly divided for four
groups as; Control, HT, STZ and STZ+HT, and diabetes was induced with a single
intraperitoneal (i.p.) dose (55 mg/kg) of STZ. HT (10 mg/kg/day) were given to the i.p. to
HT and STZ+HT groups for 1 month. In addition to elevated blood sugar, decreased body
weight and an increase in urination and drinking water behavior was observed in STZ
group animals. Although diabetes developed in the STZ+HT group rats, blood glucose
levels decreased slightly without statistical significance. Compared to the STZ group, there
was a significant increase in insulin, GLUT-2, PI3K and AKT expression in pancreatic
tissue islets of Langerhans B cells in the STZ+HT group. This suggests that HT exerts its
antihyperglycemic effect by increasing GLUT-2 and insulin expression via PI3K/Akt

pathway in islets of Langerhans in pancreatic tissue.

Keywords: Diabetes Mellitus, Streptozotocin, Hydroxytyrosol, Insulin, PI3K,
pAKT,GLUT2
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1. GIRIS ve AMAC

Diyabet, metabolik hastaliklardan biri olup, insiilin tiretimindeki bozukluklar veya insiilin
etkilerine diren¢ gibi nedenlerle ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterizedir. Kronik
hipergliseminin uzun siireli etkileri, gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlar1 gibi
cesitli organlarda hasar, islev bozuklugu ve yetmezlige yol agabilir. Diyabetin gelisiminde,
pankreasin B hiicrelerinin otoimmiin yikimi ve buna bagl olarak insiilin eksikligi ile

baslayan, ardindan insiilin etkisine direncle sonuglanan ¢esitli patojenik siiregler rol oynar

[1]

Uluslararas1 Diyabet Federasyonunun 2021 atlasina goére diabetes mellitus (DM yillar
icinde morbidite ve mortaliteye yol acarak milyonlarca kisiyi etkileyecek ve ciddi

ekonomik kayiplara sebep olacaktir [2].

Otoimmiin diyabet olarak da bilinen tip 1 DM (T1DM), pankreas B hiicre kaybina bagl
insiilin  eksikligi ile karakterize, hiperglisemiye yol acan kronik bir hastaliktir.
Semptomatik baslangi¢ yas1 genellikle ¢ocukluk veya ergenlik doneminde olsa da bazen
belirtiler ¢ok daha ge¢ gelisebilir. TIDM'nin etiyolojisi tam olarak anlasilamamais olsa da,
hastaligin patogenezinin T hiicre aracili B hiicrelerinin yikimini igerdigi disliniilmektedir
[3]. TIDM, tim DM vakalarmin yaklasik %5 ila %10'unu olusturur [1], ve genellikle
cocukluk caginda teshis edilir [4], [5].

Sizma zeytinyagimin (EVOO) ¢6zinlr fraksiyonu esas olarak fenolik asitler de dahil olmak
tizere fenolik bilesikler (OOPC'ler) igerir, EVOO ’nun fenolik bilesiklerinden biri olan
Hidroksitirozol (HT) [6], anti-aterojenik, Kardiyoprotektif, antikanser, néroprotektif, lipid
diizenleyici, anti-obezite, anti-mikrobiyal, anti-viral, osteoprotektif, anti-inflamatuar ve
anti-diyabetik etkiler gostermektedir [7]. HT'nin insiilin duyarliligini arttirdigi ve uygun

insiilin sinyalini geri kazandirdig1 gésterilmistir [8].

Phosphoinositide 3-Kinase/Protein Kinase B (PISK/AKT)'ler, sinyallesmeyi ve hiicre igi
vezikiiler trafigi diizenlemek i¢in hiicre i¢i inositol lipidlerini fosforile eden bir lipid kinaz

ailesidir. Insanlarda, fosfatidilinositol-3-kinazlar (PI3K), ii¢ smifa ayrilan sekiz iiyeden



olusur. Tim PI3K'lar, inositol halkasinin 3. pozisyonunda fosfatidilinositollerin (PI)
fosforilasyonu olan benzer bir reaksiyonu katalize eder. Bununla birlikte, farkl
substratlara, iriinlere ve islevlere sahiptirler [9][10][11]. Glikoz homeostazini saglamak
icin insiilin fonksiyonu ve salgis1 arasinda siki bir koordinasyon gereklidir. PI3K yolu,
insiilinin metabolik etkilerini iletmekte kritik bir rol oynar. Bu yolun ana etkileyicisi
Protein Kinase B (AKT)'dir ve fosforile edilmis formuyla birgok hedefin aktivitesini
duzenler [12].

GLUT-2, karaciger, pankreas B hiicreleri, bobrek ve bagirsakta ifade edilen yiiksek Km
degerine sahip ve glikoza karsi nispeten diislik afinitesi ile ayirt edilen kolaylastiric1 bir
glikoz tastyicisidir [13], [14], [15], [16], [17], [18]. Pankreas P hiicrelerinde eksprese
edilen kolaylastirict glikoz tasiyict izoform olan GLUT-2'nin, glikoz ile uyarilan insiilin

sekresyonunda rol oynadigina inanilmaktadir [18].

Calismada STZ indiiklii diyabette HT nin hiperglisemiyi diisiiriicii ve pankreas langerhans
adaciklar1 B hiicrelerindeki tedavi edici etkisini PI3K/AKT yolag: lizerinden gerceklestirip
gergeklestirmedigini arastirdik. Bu sebeple ¢alismada HT nin STZ indiiklii diyabetik rat
modeli iizerindeki etkisi, immiinohistokimyasal yontemle PI3K/AKT yolag1 iizerinden

GLUT-2 ve insiilin ekspresyonu gosterilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pankreasin Anatomisi

Yetiskin bir insanin pankreas1 ortalama 72 cm?® hacme sahiptir (Sekil 2.1) [19]. 12 ile 20
cm uzunlugunda, 3 ile 5 cm yiiksekliginde ve 1 ile 3 cm genisligindedir [20]. Pankreas,
arka karin duvarinda bulunan, uzun, yumusak, diiz, lobiile ve sarimsi bir bezdir.
Retroperitoneal bir organdir ve ince bir kapsiile sahiptir. Bas, boyun, gévde ve kuyruk
olmak Uzere dort boliime ayrilabilir. Pankreasin basi ve boynu orta ¢izginin saginda
hafif¢ce uzanirken, kuyruk orta ¢izginin solundadir. Pankreasin gévdesi sola dogru geger
ve kuyrukla siirekli hale gelmek icin hafif¢ce yukari dogru egilir. Sagdan sola dogru
gecgerken, pankreasin gévdesi aort ve vertebral kolonun 6niinde, yaklasik olarak birinci
lomber vertebra seviyesinde transpilorik diizlemde kemerlenir[21]. Pankreasin basi ve
boynu sliperior ve inferior pankreatikoduodenal arterler tarafindan beslenir. Pankreasin

bas1 ve boynu superior ve inferior pankreatikoduodenal venlere bosalir [21].
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Sekil 2. 1. Pankreasin anatomisi [19]
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Pankreas kanali (Wirsung kanali) bezin kuyrugundan kaynaklanir, tim organ boyunca
uzanarak ortak safra kanaliyla birlesir. Bu birlesme hepatopankreatik ampulla (Vater'in
ampullasi) olarak adlandirilir ve majér duodenal papilla iizerinde bulunur. Patent
aksesuar pankreas kanali (Santorini kanali) popiilasyonun %41-52,5'inde bulunabilir
[22]. Bu kanal g¢ogunlukla duodenal mindr papilla araciligiyla duodenuma veya

vakalarin %30'unda pankreatik kanala akar [23].
2.2. Pankreasin Embriyolojik Gelisimi

Pankreas, mezenterin tabakalar1 arasinda gelisir ve endodermal hiicrelerin dorsal ve
ventral pankreatik tomurcuklarindan olusur. Bu tomurcuklar, Onbarsagin kaudal
kismindan tiiretilir. Pankreasin biiyiik bir kismu, ilk ortaya ¢ikan ve ventral tomurcugun
hafif bir mesafede kraniyalinde gelisen daha biiyiik dorsal pankreatik tomurcugundan
tiiretilir. Daha kiiclik olan ventral pankreas tomurcugu, safra kanalinin onikiparmak
bagirsagina giris noktasina yakin bir yerde gelisir ve ventral mezenterin tabakalari
arasinda biiyiir. Onikiparmak bagirsagi saga dondiik¢e ve C seklini aldikg¢a, tomurcuk
safra kanaliyla birlikte dorsale taginir. Kisa bir siire sonra dorsal pankreatik tomurcugun
arkasinda onunla birlesir. Ventral pankreatik tomurcuk, pankreasin baginin bir kismini
ve uncinate bolgesini olusturur. Mide, duodenum ve ventral mezenteri dondiikge,
pankreas dorsal karin duvart boyunca yer almaya baslar (retroperitoneal bir konumda).
Pankreatik tomurcuklar birlestikge, kanallar1 anastomoz yapar veya birbirine acilir.
Pankreatik kanal, ventral tomurcugun kanali ve dorsal tomurcugun kanalinin distal
kismindan olusur. Dorsal tomurcugun kanalinin proksimal kismi genellikle ikincil bir
pankreatik kanal olarak kalir ve ana duktusa yaklasik olarak 2 cm kraniyalde yer alan
mindr papillaya agilir. Iki kanal sikga birbirleriyle iletisim kurar. Yaklasik olarak

insanlarin %9'unda pankreatik kanallar birlesmez ve sonug olarak iki kanal olusur [24]

Molekiiler caligmalar, ventral pankreasin Pankreatik ve Duodenal Homeobox-1 (PDX1)
transkripsiyon faktoriiniin ifade edildigi duodenumun ventral bélgesindeki bir ¢ift yonli
hiicre popiilasyonundan gelistigini gostermektedir. Gelismekte olan kalp tarafindan
salgilanan fibroblast biiylime faktorii-2 (Fibroblast growth factor- 2,FGF-2-)'nin rol
oynadigi bir mekanizmanin gelisimde katki sagladigi varsayilmaktadir. Dorsal
pankreatik tomurcugun olusumu, notokord iligkili endodermde Sonic hedgehog (Shh)

ifadesini bloke eden aktivin ve FGF-2 salgiladigi duruma baghdir [24].
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Sekil 2. 2. Pankreas hiicrelerinin farklilagsmasi sirasindaki genler ve soy iliskileri [25]

2.3. Pankreasin Histolojisi

Pankreasin parankimi (temel hiicresel doku), pankreatik tomurcuklarin endodermindeki
hicrelerden kaynaklanir. Fetal donemin erken asamasinda, pankreatik asinilerin (asiner
bezlerin sekretuar kisimlari), ucundaki hiicre kiimelerinden gelismeye baglar. Pankreatik
adaciklar, tiiplerden ayrilan ve asinuslarin arasinda bulunan hiicre gruplarindan gelisir.
Son galismalar, mezodermde ifade edilen, stromal hiicre kaynakli faktor 1 (SDF-1)
kemokininin, tiiplerin olusumunu ve dallanmasin1 kontrol ettigini gostermektedir.
Pankreatik adaciklarin endokrin hiicrelerinin diferansiyasyonu i¢in norojenin-3

transkripsiyon faktoriiniin ifadesi gereklidir [24].

Insiilin salgilamas1 fetal donemin erken asamasinda (10 haftada) baslar. Glukagon ve
somatostatin i¢eren hiicreler, insiilini salgilayan beta hiicrelerinin diferansiyasyonundan

once gelisir. Glukagon, 15. haftada fetal plazmada tespit edilmistir [24].



Annede DM varliginda, fetal pankreasta insiilini salgilayan B hiicreleri siirekli olarak
yuksek glikoz seviyelerine maruz kalir. Sonug olarak, bu hiicreler insiilin salgilama

hizini artirmak igin hipertrofiye ugrar [24].

2.3.1. Ekzokrin Pankreas

Pankreas endokrin ve ekzokrin olmak Uzere 2 kisimdan olusan kompleks bir bezdir.
Konik sekilli asinlisli olusturan ekzokrin hiicreler enzim iiretirler ve merkezi bir liimenin
etrafinda diizenlenmiglerdir. Pankreasin lobiilleri, kilcal damarlar igeren bag dokusu ile
ayrilan asinUslerden olusur. Ara kanallar, asinisi intralobiiler kanallarla birlestirir. Bu
kanalin proksimal kismi tek katli yassi epitel ile, distal kismi tek kath kiibik epitel ile
kaphdir. Biiyiik interlobiiler kanallar ile ana kanallar ¢ok katli prizmatik epitel ile

kaplidir ve mukoza iireten hiicreler igerir [26][27].

Pankreas, bir anatomik yapiya entegre edilmis iki boliimden olusur. Pankreasin ekzokrin
bileseni, Su, bikarbonat iyonlar1 (alkali reaksiyonunu belirleyen), tripsinojen,
kimotripsinojen, karboksipeptidazlar, elastaz, lipaz dahil olmak iizere cesitli enzimler
iceren pankreas suyunu (ginde yaklasik 1200-1500 ml) salgilar. Fosfolipaz
A, amilaz, deoksiriboniikleaz ve riboniikleaz ve pankreas suyu, pankreas kanallar

yoluyla duodenuma atilir [28][29].

2.3.2. Endokrin Pankreas

Pankreasin endokrin bileseni, bes farkli hiicre tipinden olusur ve bu hiicreler farkl
hormonlar iretir. B hiicreleri insiilin, Alfa (o) hiicreleri glukagon, delta (8) hiicreleri
somatostatin, PP (gama -y-) hiicreleri pankreatik polipeptit ve epsilon (€) hiicreleri
ghrelin salgilanmasinda rol alir. Bu hormonlar, salgilandiklar1 organlara ve dokulara kan
dolagimi araciligtyla tasmir. Bu endokrin hiicre kiimeleri, ilk olarak Langerhans
tarafindan 1869'da tanimlanmistir ve giinlimiizde genellikle Langerhans adaciklari
olarak adlandirilmaktadir. Bu adaciklar ¢ogunlukla kiiresel yapidadir, diiz veya uzun da
olabilirler. Adaciklarin caplart 50 pm ile 500 pm arasinda degisir, en fazla Sl¢iibilen
adaciklar ise genellikle 100-200 um ¢apindadir. Siklikla adaciklar pankreas govdesinde
ve pankreasin kuyrugunda bulunur. Bir insan pankreasinda, pankreas kiitlesinin yaklasik
%1'ini olusturan yaklagik 2 milyon adacik bulunmaktadir [30], [31], [32][33][34][35],
[36].
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2.3.2.1. Langerhans Adacik Hucre Tipleri

Pankreas adaciklari, pankreasin asiner dokusuna gomiilii, mini organlar olarak islev
goren ve pankreas Kkiitlesinin sadece %]1-2'sini olusturan ayrik, kiiresel hiicre
kiimeleridir. Adaciklar bes tip hormon salgilayan endokrin hiicre igerir. Insiilin
salgilayan B hiicresi en bol olanidir, bunu glukagon salgilayan a hiicresi, ardindan
somatostatin salgilayan o hiicresi izler. Daha nadir goriilen iki hiicre tipi, pankreatik

polipeptit (PP- y- hiicreleri) ve ghrelin (g hiicreleri) salgilayan hiicrelerdir [37].

2.3.3. Adacik Aktivitesinin Regulasyonu

Adacik endokrin hiicreleri tarafindan salgilanan hormonlar, besin metabolizmasini
duzenler, o6zellikle de glikoz homeostazin1 dizenler. Hormonlar1 kan dolasimina
salmadan Once, endokrin hiicreler ¢esitli sinyalleri algilar ve entegre eder, bunlar
arasinda glikoz, hormonlar, norotransmitterler ve diger besinler bulunur [38], [39], [40],

[41].

Endokrin hiicre etkilesimleri, kritik dneme sahip olup, hiicre adezyon molekullerini
(6rnegin, N-CAM, kaderinler), bosluk baglantilarin1 ve efrin (Eph) reseptorlerini ve
ligandlarint igeren endokrin hiicreler arasindaki baglantilar1 icerir. Hiicre adezyon
molekiilleri, adacik mimarisinin gelisimi agisindan Onemlidir; 6rnegin, noral hiicre
adezyon molekilinin (N-CAM) bloke edilmesi, endokrin hicre tiplerinin dizgln bir
sekilde ayrilmasim1i Onler ve hem insiilin hem de glukagon sekresyonunda

anormalliklere yol acar [42], [43], [44].

Gelisim stirecinde, E-kaderin 3 hiicre agregasyonu ve adacik olusumu i¢in gereklidir ve

olgun adaciklarda glikoz algilama ve insiilin sekresyonu i¢in 6nemlidir [45], [46], [47].

Gap junction, hiicrelerin sitoplazmasini birbirine baglar ve B hiicrelerinde sitoplazmik
kalsiyum da dahil olmak {izere iyon ve metabolitlerin degisimine izin verir. Bu
kalsiyum degisimi, B hiicreleri arasinda kalsiyum salinimlarini senkronize etmek ve
normal biyosentez, depolama ve insiilin salinimim siirdiirmek i¢in gereklidir; bosluk

baglant1 proteinlerinin kaybi, pulsatil glikoz ile uyarilan insiilin salinimimi bozar [48],

[49], [50], [51], [52].

Eph'ler, Eph ligandlarin1 bagladiktan sonra sinyal vermeyi baslatan reseptor tirozin

kinazlardir[53].



Pankreas B hiicreleri, her iki Eph sinifin1 (A ve B) eksprese eder ve EphA sinyali hem
ylksek hem de diisiik glikozda insiilin sekresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol

oynar [54], [55] .

Bu endokrin hiicre baglantilarinin ¢ogu adacik mimarisinin gelisiminde ve normal
hiicresi fonksiyonunun korunmasinda hayati rol oynarken, cogunlukla [ hiicre
proliferasyonunda rol oynadiklarina dair ¢ok az kanit vardir. Bunun bir istisnasi,

farelerde B hiicre sagkalimina ve proliferasyonuna aracilik ettigi gosterilen E-kaderindir
[56].

Benzer sekilde, baska bir yerde gézden gegirilen adacik endokrin hiicreleri arasindaki
parakrin ve otokrin sinyal [57], [58], oncelikle endokrin hicre fonksiyonunu moddule
etmeye yarar. Bununla birlikte, baz1 durumlarda adacik hiicreleri arasinda sinyal
molekiilleri olarak gorev yapan norotransmiterler ve noropeptitler, B hiicre kiitlesini de

duzenler [37].

2.4. Pankreasin Fizyolojisi

Pankreas, sindirim ve emilim ile enerji substratlarinin kullanimi ve depolanmasi
acisindan merkezi bir rol oynar. Pankreas, ekzokrin ve endokrin pankreas olmak iizere
yapisal olarak farkli ama islevsel olarak biitiinlesmis iki bezli sistemden olusur. Bu
sistemlerin her ikisi de ilkel bagirsagin bir uzantisindan kaynaklanir. Ekzokrin pankreas
salgisi, Ozellikle ¢ok sayida gastrointestinal peptid hormonu seklindeki noéral ve
hormonal sinyaller tarafindan modiile edilir. Adacik hiicreleri, ekzokrin asinusler i¢inde
dagilmigtir. Adaciklara yakin olan asinlslere peri-insiiler asiniisler denir ve bunlar,
adaciklardan uzak olan tele-insiiler asiniislerden daha buytk boyutlu hiicrelerden, daha
bliyiik cekirdeklerden ve daha bol zimojen graniillerinden olusur. Adacik hiicrelerinin
baz1 salgi iirlinleri, 6rnegin insiilin, dogrudan asiner hiicrelerle etkilesime girer ve
bdylece asiner fonksiyonu diizenler. Peri-insiiler asiniislerin 6zel morfolojisi, bolgedeki
yiiksek insiilin konsantrasyonlarmin varligiyla yansitilir. Pankreasin endokrin ve
ekzokrin bilesenleri arasinda yakin bir etkilesim vardir. Bu baglamda, insiilin-asiner
ekseninin bir kavrami Onerilmistir; bu kavramin adacik peptidleri tarafindan asiner
hiicre fonksiyonunun fizyolojik diizenlenmesine katilan adacik-asiner portal sistemi ile
ilgili oldugu ileri siiriilmiistiir. Insiilin-asiner ekseninin etkileri, pankreatik ekzokrin

salgisinin diizenlenmesi gibi ekzokrin-endokrin fonksiyonlar {izerinde goriilebilir. Bu



baglamda, pankreatik ekzokrin salgisinin diizenlenmesi, pankreatik adacik B-hiicreleri

tarafindan salinan peptid hormon insiiline baglhdir. [59]

2.4.1. Insiilin Hormonu
Insiilinin etkileri ortaya konduktan sonra bircok arastirmaci insiilini hayvan
pankreasindan izole etmeye ¢alismistir. Uzun ugraslar sonucunda insiilini izole etmeyi

basaran arastirmacilar geng bir diyabet hastasina insiilini basariyla uygulamistir [60].

Insiilin, gesitli durumlarda ortaya ¢ikan hipergliseminin tedavisinde, Tip I ve II diyabet
ile gestasyonel diyabet gibi durumlarda ve ayrica ciddi inflamatuar reaksiyonlardan
sonra meydana gelen hiperglisemide vazge¢ilmez bir rol oynar. Bununla birlikte, insiilin
reseptorleri, glikoz homeostazinda yer almayan bir dizi hiicre {lizerinde de eksprese
edilir. Insiilinin kan sekerini diisiirme yetenegi, onu diinya genelinde yiiz milyonlarca
insan tarafindan her yil en yaygin olarak kullanilan hormonlardan biri haline getirmistir

(Sekil 2.3) [61], [62].
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Sekil 2. 3. Insiilin etki mekanizmasinin sekilsel dzeti [61, 62]
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2.4.1.1. Insiilinin Kimyasal Ozellikleri ve Sentezi

Insiilinin kimyasal gecmisi, uygun bir sekilde {ic doneme ayrilabilir. ilk donem, 1954'te
Sanger ve meslektaslar tarafindan birincil dizi tayini ile sonuglanana kadar 30 yildan
biraz fazla siirdii [63]. Ikinci dénem, yerli insan insiilininin kimyasal sentezi, yari
sentezi ve biyosentezindeki ilk basarilar i¢in metodolojinin gelistirilmesine tanik oldu.
Bu temel iizerine iiclinci ve mevcut arastirma donemi, yapisal optimizasyona
odaklanmis ve enjekte edilebilir uygulamaya alternatifler ortaya ¢ikarmistir. Son birkag
on yilda insiilin kimyas1 ve farmakolojisi alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir.
rDNA tabanli biyosentez, neredeyse sinirsiz miktarda ve yiiksek saflikta insiilin

tiretimini miimkiin kilmigtir. (Sekil 2.4) [64][65],

Insulin

S

©) o ()
:. EDEET oaoe

300 e A chain

AB A9 A10 B30
Human Thr Ser lle Thr
Porcine Thr Ser e Ala
Bovine Ala Ser Val Ala
Sheep Ala Gly Val Ala

Sekil 2. 4. Insan, domuz, s1g1r ve koyun insiilinin amino asit dizileri [66].

Pankreatik B hiicrelerinde sentezlenen polipeptit yapili insiilin, memeli viicudunda
bircok oOnemli fonksiyona sahiptir. Hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanabilir.
Reseptorler, hiicre zarlarinda disiilfit baglariyla birbirine baglanan dort alt birimden
olusur. Bu alt birimlerden hiicre zarinda yer alan iki tanesi 9, diger ikisi ise hiicre yiizeyi
disinda yer alan o olarak adlandirilir. Insiilin, ilk alfa alt birimlerine baglanmasiyla
sitoplazmay1 genisleten [ alt birimlerinin otofosforilasyonuna yol acar ve doniistiiriicii

aktif protein kinazini indiikler [67].
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2.4.1.2. Insiilinin Hedef Hiicrelerdeki Etkisi
e Glikoz Abm: Insiilin, hiicrelerin yiizeyinde bulunan glikoz tastyicilarina etki
ederek hicrelere glikozun alinmasini uyarir. Bu, kan dolagimindaki glikoz
seviyelerini diisiirmeye yardimci olur. Ayrica, insiilin ayn1 zamanda yeni glikoz

tiretimini de inhibe eder [68].

e Glikojen Sentezi: Insiilin, karaciger ve kas hiicrelerinde glikojen sentezini
tesvik eder. Glikojen, glikozun depolanabilen bir formudur. Bu sayede viicut,
enerji gereksinimlerini karsilamak i¢in glikozu depo edebilir [68].

e Glikoz Kullanmmu: insiilin, hiicre igindeki glikozun glikoliz ad1 verilen siirecle
par¢alanmasin1  tesvik eder. Bu, hiicrelerin enerji dretimi i¢in glikozu
kullanmalarini saglar [68].

Insiilinin yetersiz salgilanmas1 veya viicuttaki hiicrelerin insiilini etkili bir sekilde
kullanamamasi, kan sekerinin yiikselmesine ve DM olarak bilinen bir durumun ortaya
citkmasma neden olabilir. Insiilin ayni zamanda merkezi sinir sistemi (CNS)
fonksiyonlar1 ile de iliskilendirilmis olup, insiilin eksikligi Alzheimer hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilebilir. Insiilinin bu cesitli etkileri, viicudun
enerji dengesi ve glikoz metabolizmasinin dizenlenmesi gibi 6nemli rollere sahip

oldugunu gosterir [68].

2.4.1.3. Insiilinin Karbonhidrat Metabolizmasi Uzerindeki Etkisi
Insiilin, beyin disindaki hemen hemen tiim dokularda hiicrelere glikozun kolayca
alinmasmi hizlandirarak kan sekerini diisilirii. Bu nedenle insiilin, kan sekerinin

azalmasina katki saglar [67].

2.4.1.4. Insiilinin Yag ve Protein Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

Insiilin, karaciger ve yag dokularinda lipolizi 6nledigi gibi lipogenezi de uyarir [67].
Insiilin, yag hiicrelerinde gliserol sentezini artirir ve lipaz adi verilen enzimin
aktivitesini inhibe eder. Bu, yag depolanmasini ve yag asitlerinin serbest birakilmasini
sinirlar [68].

Insiilin, hiicrelere amino asit girisini artirir. Bu, protein sentezi i¢in gerekli olan amino
asitlerin hiicrelere tasinmasina yardimci olur. Ayrica, insiilin ayni zamanda protein

katabolizmasini, yani protein par¢alanmasini da inhibe eder [68].
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2.4.1.6. Insiilin Sekresyon Mekanizmasi

Insiilin aracili sinyal iletim mekanizmas1, diger biiyiime faktorleri gibi hedef hiicre
reseptorleri tarafindan baslatilir. Insiilin reseptdr kompleksi, hiicre icine alimak iizere
endositoz yoluyla taginir. Bu kompleksi ayiran lizozom enzimleri bulunur ve ardindan
reseptorlere iletilir. Hiicre zarmin tekrar kullanilmasi ve hiicre ig¢inde kalan insiilinin
tirozin kinaz aktivasyonunu saglamak igin ekzositoz gerceklesir. Insiilin yolunun
iceriginde fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfat efektorleri ile fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfat
reseptdrleri bulunur. Insiilin yolu, klasik protein tirozin kinaz reseptorlerinden farklidir,
clinkii her zaman dimerlesir, ancak yalnizca insiilin (agonist) baglandiginda etkinlesir.
Fosfatidilinositol 3-kinazin dogrudan kullanilmasi yerine, ilk olarak insiilin reseptorii
tarafindan bu substratlar kullanilir, bu substratlar arasinda 6zellikle Insulin Receptor
Substrate 1 (IRS-1) bulunur. IRS-1, insiilin reseptoriiniin hiicre i¢i katalitik boliimii
tarafindan ¢esitli tirozin kalintilar1 {izerine fosforile edilir ve bu fosforile edilmis tirozin
kalintilari, ¢esitli proteinleri etkinlestirir. Fosfatidilinositol 3-kinaz daha sonra
fosfatidilinositol 4,5 bifosfatin fosfolipid bagimli kinaz 1'1 aktive ettigi fosfatidilinositol
3,4,5 trifosfata doniisiimiinii katalize eder. Aktive olan tirozin kinaz, 6nce hiicre icinde
Cc-AMP miktarinin artmasina ve ardindan IRS-1 protein miktarinin artmasina neden olur.
Hiicre i¢inde insiilinin islevinden sorumlu olan tirozin, serin ve treonin kalintilari
tarafindan IRS-1 proteini araciliiyla instilin fosforile edilir. IRS-1 ayn1 zamanda birgok
proteini aktive eder. Insiilin bagimli dokularda, fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfatin artmasi
ile membrandan glikoz tasinmasi, IRS-1 ve IP-3-kinaz yoluyla gergeklestirilebilir.
Insiilin, GLUT translokasyonunun sitoplazmik yer degistirmesine aracilik eder ve bu

islevin saglam olmasini saglar [67].

2.4.2. Glukagon Hormonu

Glukagon, endokrin pankreas ve 1iist Qastrointestinal sistemdeki Langerhans
adaciklarindaki o hiicreleri tarafindan salgilanan bir hormondur [69]. 1923'te
kesfedilmistir. Bagirsak  peristaltizmini inhibe eden, ketogenez, glikojenoliz,
glukoneogenez ve lipolizi uyaran 29 amino asitli bir polipeptitdir (Tablo:2.1) [70], [71],
[72].

Glukagon ayrica miyokard dokusu i¢in pozitif inotropik ve kronotropiktir, ancak bu son

etkilerin 6Gnemi normal fizyolojik konsantrasyonlarda bilinmemektedir [70].
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Tablo 2. 1. Glukagonun dokular tzerindeki etkileri [73]

Metabolik Hormonal Belirli organlar

Glikojenoliz Insiilin Pozitif  miyokardiyal inotropi  ve

sekresyonunun  kronotropi

artmasi
Glukoneogenez  Artmis Gastrointestinal diiz kas gevsemesi
katekolamin
sekresyonu
Lipoliz Biliyer diiz kas gevsemesi
Proteoliz Idrar diiz kas gevsemesi
Ketogenez Artan glomeriiler filtrasyon hizi

Glukagon esas olarak transmembran reseptorlerinden ikisi A ile B olmak Uzere yedi
transmembran reseptorine etki eder. Bu da G proteini ikinci haberci sisteminin
aktivasyonuna yol acarak siklik Adenozin Monofosfat (¢CAMP) iiretiminin artmasina
neden olur [70], [71], [72]. Diger bir etki mekanizmasi, inositol trifosfat, iyonize
kalsiyum ve diagcilgliseroliin hiicre ici Uretimidir. Bunun &nemi tam olarak
bilinmemektedir [72].

Glukagon, dolasimdaki glikoz diisiik oldugunda dolagima salinir. Glukagonun ana
fizyolojik rolii, hepatik glikoz ¢ikisini uyarmak ve bdylece kan sekerini arttirmaktir. Bu,
invivo glikoz homeostazinin korunmasinda insiiline karst ana karsi1 diizenleyici
mekanizmadir. Tip 1 diyabetin patofizyolojisi, instlin sekresyonunun glukagon

tarafindan uyarilmasina ragmen, insiilin eksikligidir [70].
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Glukagon ayrica proteinlerin, trigliseritlerin pargalanmasini ve keton cisimlerinin
sentezini tesvik eder. Bu metabolik etkiler tamamen glukagon konsantrasyonuna bagli

degil, glukagon ve insiilin arasindaki hormonal dengeye baghdir [72].

cAMP konsantrasyonundaki artiglarin, glukagonun inotropik etkilerinden kismen
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir, ancak kardiyak miyositler iizerinde farkli bir
glukagon reseptoriiniin bulundugu varsayilmaktadir [74], [75]. Insan c¢alismalari,
glukagonun kardiyak indekste, ortalama arter basincinda ve kalp hizinda bir artisa yol
actigim goOstermektedir, ancak infiize edildiginde glukagonun sol ventrikil ucu
diyastolik basinci veya sistemik vaskiiler diren¢ izerinde 6nemli bir etkisinin olmadig:

bulunmustur [76].

Glukagon, alt yemek borusundan kalin bagirsaga kadar bagirsak diiz kasin1 ve ortak
safra kanali ve lreterlerdeki diiz kaslar1 gevsetir. Cesitli kimyasal, néral ve hormonal

maddeler glukagon salgilanmasini etkileyebilir (Tablo 2.2) [73].

Tablo 2. 2. Glukagon salgilanmasim etkileyen faktorler [73].

Salgiy1 tesvik edenler

Sekresyonu inhibe edenler

Amino asitler

Glikoz

Katekolaminler

Somatostatin

Sempatik sinir stimiilasyonu

Serbest yag asitleri

Kortizol

Ketonlar

Buylme hormonu

2.4.3. Somatostatin Hormonu

Somatostatin, baslangigta spesifik hipotalamik ndronlarin iiriinii olarak tanimlanmustur,
ancak daha sonra Langerhans adaciklarindaki hiicrelerde de bulundugu gosterilmistir.
Ayrica bagirsaktan onemli miktarlarda somatostatin salgilanir; somatostatin gogunlukla
bu sekilde salgilanir. Somatostatin ayni zamanda miyenterik ve submiikdz noral
pleksustaki belirli bir noron tipi tarafindan tretilir. Somatostatin lireten sinir lifleri;
genitoiiriner sistem, kalp, goz, tiroid, timus ve deri gibi farkli dokularda bulunmaktadir.
Ayrica, merkezi sinir sisteminde de yaygin olarak bulunurlar [76], [77], [78], [79], [80],
[81], [82].
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Somatostatinin bilylime hormonu, pankreastan insiilin ve glukagon, mideden ise gastrin
salinimini1 engelledigi bulunmustur. Somatostatin tarafindan bir¢ok diizenleyici peptid
hormon inhibe edilse de, bazi peptid hormonlar; 6rnegin luteinizan hormon ve folikiil
uyarict hormon gibi, somatostatinden fizyolojik olarak etkilenmez [83], [84], [85],
[86][87] [88], [89], [90].

Somatostatin sadece peptit hormon salinimini engellemekle kalmaz, ayni zamanda
siklikla hedef dokuyu da inhibe eder. Bu nedenle somatostatin, gastrin salinimini ve
bagimsiz olarak mide asidi salgilanmasini bloke eder. Bu inhibe edici etkiler oldukca
glicliidiir; O6rnegin, insanda somatostatin, her bilinen uyarana yanit olarak insiilin

salimimini engelleyebilir ve hastay1 gecici bir sekilde insiiline bagimli hale getirebilir

[87].

Bu yaygin ve giiclii inhibitér peptidin fizyolojik gorevleri agikca dokudan dokuya
degisir ve son derece ¢esitlidir. Somatostatin yemekten sonra kanda artarak instilin ve
mide asidi salgisini yaklagik tigte bir oraninda azaltabilir [91], [92], [93], [94], [95],
[96], [97].

Intraserebroventrikiiler somatostatin enjeksiyonu, adrenokortikotropin salmimmi inhibe
eder, adrenalde adrenalin firetimini artirir ve belirli uyaricilara yanit olarak

hiperglisemiyi engelleyebilir [77],[98], [99], [100].

2.5. Diyabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), temel olarak yiiksek kan sekeri seviyelerinden kaynaklanan
mikro ve makrovaskiiler sorunlara yol agan bir dizi metabolik hastalig1 ifade eder [101].
DM, temel olarak TIDM, T2DM, Gestasyonel DM ve Olgunlukta Baslayan Geng
Diyabet (MODY) formlari olmak tizere dort ana sinif altinda toplanabilir [102].

Uluslararas1 Diyabet Federasyonunun 2021 verilerine gore, diinya genelinde 20-79 yas
arasi yetiskinlerin 537 milyonu diyabetle miicadele etmekte ve bu saymin 2030 yilina
gelindiginde 643 milyona ve 2045 yilina kadar 784 milyona yiikselmesi beklenmektedir.
Diyabet teshisi konmus olan kisilerin biiyiik bir ¢ogunlugu (%81), orta ve diistik gelirli
iilkelerde yasamaktadir. Son 15 yilda, diyabet, kiiresel saglik harcamalarinda yilda
%336'lik bir artisla neredeyse dort katina ¢ikmustir [103].
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2.5.1 Diyabet Epidemiyolojisi

Uluslararas1 Diyabet Federasyonunun 2021 atlasina gore; diinya genelinde 20-79 yas
aras1 yetiskinlerin 537 milyonu diyabetle miicadele etmektedir, yani her 10 yetiskinden
1'1 bu hastalikla kars1 karstyadir. 2030 yilina gelindiginde diyabetli insan sayisinin 643
milyona (her 9 yetiskinden 1') ve 2045 yilina kadar 784 milyona (her 8 yetiskinden 1'1)
yiikselecegi tahmin edilmektedir (Sekil 2.5) .

Map 1 Number of people with diabetes worldwide and per IDF Region in 2021-2045 (20-79 years)
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Sekil 2. 5. Diinyada diyabet [103]
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Diyabetli bireylerin 5'te 4'ii (%81), diisiikk ve orta gelirli iilkelerde yasimaktadir. 2021
yilinda diyabet, 6,7 milyon 6liime sebep olmustur, yani her 5 saniyede 1 kisi hayatini
kaybetmistir. Diyabetle yasayan yetiskinlerin tahmini %44'tine (240 milyon kisi) heniiz
bir tan1 konulmamig durumda ve bunlarin da hemen hemen diyabetli bireylerin 5'te 4'i
(%81) diisiik ve orta gelirli, %901 diisilk veya orta gelirli iilkelerde yasamaktadir.
Diyabet, 2021 yilinda kiiresel saglik harcamalarinda tahmini 966 milyar ABD dolarina
mal olmustur, ki bu son 15 yilda %336'lik bir artis1 temsil ediyor. Diinya genelinde 541
milyon yetiskin veya her 10 yetiskinden 1'1 bozulmus glikoz toleransina sahiptir, bu
durum tip 2 diyabet riskini artirmaktadir. Diyabetli yetiskinlerin %68'i, diyabetin en
fazla goriildiigii 10 tilkede yasamaktadir [103].

2.5.2. Diyabetes Mellitus Tipleri

2.5.2.1 Tip1 Diyabetes Mellitus

Tipl Diyabetes Mellitus (T1DM), pankreasin [ hiicrelerinin otoimmiin bir siireg
sonucunda hasar gérmesi ve insiilin iiretme yeteneginin kaybina neden olan bir endokrin
hastaliktir [104]. B hiicrelerinin yaklasik %70'i kayboldugunda veya islevsiz hale
geldiginde semptomlar belirmeye baglar. Uluslararasi Diyabet Federasyonunun 2022
atlasina gore, tip 1 diyabetli bireylerin diinya genelinde yaklasik beste biri (1,9 milyon)
diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasamaktadir. 2022'de toplam T1DM niifusunun (8,75
milyon) tahmini olarak 1.52 milyonu (%17.0) 20 yasin altinda, 5.56 milyonu (%64.0)
20-59 yas araliginda ve 1.67 milyonu (%19.9) 60 yas ve {lstli yas gruplarinda
bulunmaktadir [2], [105].

2.5.2.2 Tip2 Diyabetes Mellitus

Tip2 Diyabetes Mellitus (T2DM), insiilin direnci ve pankreasin B hiicrelerindeki islev
bozukluguna bagli olarak ilerleyici insiilin iiretim kaybi ile karakterize edilen bir
diyabet tiiriidiir. Diyabetin siiresi, yetersiz kontrolii, glisemik dalgalanma, cinsiyet, diger
eslik eden hastaliklar ve Onceki risk faktorleri, mikrovaskiiler (6rnegin, retinopati,
noropati ve bobrek hastaligl) ve makrovaskiiler (6rnegin, kalp hastaligi, inme ve
periferik damar hastalig1) komplikasyonlarinin riskini artirir. Bu komplikasyonlar hem

sosyoekonomik yiik getirebilir hem de yasam kalitesini olumsuz etkileyebilir
[106][107][108][109][110].
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2.5.2.3 Gestasyonel Diyabetes Mellitus

Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM), Diinya Saglik Orgitii Uluslararas1 Diyabet ve
Gebelik Calisma Gruplari Birligi (IADPSG/WHO) kriterlerine gore 75 gram oral glikoz
tolerans testi sirasinda ortaya ¢ikan bir hiperglisemi durumudur (aclik plazma glikozu >
5.1 mmol/L, 1. saat > 10 mmol/L, 2. saat > 8.5 mmol/L) ve genellikle ilk kez hamilelik
sirasinda teshis edilir. GDM, gebeligin en yaygin tibbi komplikasyonlarindan biridir ve
uygun tedavi edilmezse hem anne hem de cocuk icin ciddi saglik sorunlarina neden
olabilir [111]. GDM'li annelerde, gestasyonel hipertansiyon, preeklampsi riski artabilir.

Yine bu annelerde gebeligin sezaryen ile sonlandirilma ihtimali yiiksektir [112]

2.5.2.4 Olgunlukta Baslayan Geng¢ Diyabet Formlari

Olgunlukta Baslayan Gen¢ Diyabet MODY, otozomal dominant kalitim ile karakterize
edilen, genellikle 25 yasin altinda baglayan bir diyabet tiiriidiir. Bu hastalik, endojen
insiilin tiretimini siirdiirebilen ve otoimmiin belirtileri olmayan monogenik diyabet

formlarina 6zgiidiir [113].

2.5.3. Diyabetes Mellitus’un Komplikasyonlar1 ve Patogenezi

Diyabet tedavisinin yani sira, kiiciik ve biiyllk damarlann etkileyen ciddi
komplikasyonlarin tedavi edilmesi gerekliligi giderek daha acik hale gelmektedir. Bu
komplikasyonlar, hem tip 1 hem de tip 2 diyabetli bireyler arasinda yaygindir. One
cikan mikrovaskiiler komplikasyonlar arasinda bobrek hastaligi, korlik ve
amputasyonlar bulunmaktadir, ancak mevcut tedaviler yalnizca hastaligin ilerlemesini
yavaglatabilir. Diyabet komplikasyonlarina karsi klinik ¢aligmalarda test edilen bircok
yeni tedavi bulunmasina ragmen, genellikle hayal kiriklig1 yaratan sonuglar elde
edilmistir. Aslinda, bu komplikasyonlardaki patolojik olmayan, koruyucu olan yollarin
tam olarak belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica, goriiniiste bagimsiz olan bazi yollarin,
birbirleriyle etkilesime girerek patolojiyi siddetlendirebilecegi goézlemlenmistir. Ilging
bir sekilde, bu yollarin bazilar1 yalnizca komplikasyonlarda degil, ayni zamanda

diyabetin gelisiminde de 6nemli bir rol oynayabilir (Sekil 2.6) [114].

Diyabet, bir dizi komplikasyonla iligkilidir, bazilar1 6liimciil sonuglar dogurabilir.

Bunlar arasinda sunlar yer alir:
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Hiperglisemiye Bagh Diyabetik Ketoasidoz: Kan sekerinin asir1 yiikselmesi sonucu
ortaya c¢ikar. Diyabetik Ketoasidoz (DKA), ciddi ve yasami tehdit eden bir durumdur
[114].

Hipoglisemiye Bagh Koma: Kan sekerinin asir1 diismesi sonucu biling kaybina ve

komaya yol agabilir [114].

Bu akut metabolik komplikasyonlar, kan sekeri seviyelerinin kronik olarak yiiksek

olmasindan kaynaklanan hasarlarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar.

Diyabet, komplikasyonlar1 "mikrovaskiiler hastalik" ve "makrovaskiiler hastalik" olarak

iki ana kategoriye ayrilir [114].

[ Hemodinamik ] [ Metabolik ] [ Genetik ]
Tansiyon Tuz/Sivi Glisemik Lipitler Duyarhlik Gen
Dengesi kontrolil ifadesi

[ Hiicresel Degisiklikler ]

<N

Gen modilasyonu i - Protein Efa.desi ve
ve modifikasyonu nerj modifikasyonu

[ Bagdisiklik sistemi alimi ]

[ Hicresel Disfonksiyon ve Olim ]

Sekil 2. 6. Diyabetik komplikasyonlara katkida bulunan ana alanlarin sematik olarak
gozden gegirilmesi[114].
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2.5.3.1 Mikrovaskiiler Komplikasyonlar:

Retinopati: G6z hastaligina yol acar ve gérme kaybina neden olabilir [114].

Nefropati: Bobrek hastaligina isaret eder ve bobrek fonksiyonlarinin bozulmasia
katkida bulunabilir [114].

Noropati: Sinir hasartyla sonuglanir ve gesitli sinirsel problemlere neden olabilir [114].

2.5.3.2 Makrovaskiiler Komplikasyonlar:

Miyokard Enfarktiisii: Kalp krizi riskini artirir ve kardiyovaskiiler hastaliklara yol
agabilir.

Serebrovaskiiler Hastalik (Felg): Felg riskini artirir ve beyin fonksiyonlarina zarar
verebilir. Ayrica, diyabetle iliskilendirilen komplikasyonlar i¢inde depresyon, demans ve
cinsel islevlerde bozukluklar da yer almaktadir. Bu komplikasyonlar, diyabetin yagam

kalitesi lizerinde olumsuz etkileri olabilecegi i¢in onemlidir [114].

2.5.3.3 DM’nin Komplikasyonlarinin Patogenezi

Hiperglisemiye bagli hasarin sadece birka¢ hiicre tipinde meydana gelmesinin nedeni,
¢ogu hiicrenin hiperglisemiye maruz kaldiklarinda hiicre i¢inde glikoz taginmasini etkili
bir sekilde diisiirememeleridir, bu da i¢ glikoz konsantrasyonlarinin sabit kalmasina
neden olur. Bu nedenle diyabet, glikoz tasima hiz1 hizla diismeyen endotel hiicreleri ve
mezengial hiicreler gibi se¢ici hiicrelere zarar verir, bu da yiiksek glikoz seviyelerine yol
acar. Bu durum Onemlidir, c¢linkii komplikasyonlarin nedenlerini anlamak ig¢in
aciklamanin bu hiicrelerde degil, iclerinde gerceklesen mekanizmalari igermesi
gerektigini gostermektedir. Diyabetle ilgili kesfedilen ilk mekanizma, periferik
sinirlerde agiklanan poliol yolunun artan aktivitesi ve poliol yolunda artan akis oldugu
bulunmustur. Bunun ardindan, yaklasik 10 yil sonra, 1970'lerin sonlarinda, bulmacanin
ikinci bir parcasi ortaya ¢ikmistir: Bunun ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGE'ler) artan
olusumu oldugu kesfedilmistir. 1980'lerin sonunda ve 1990'larin basinda bulmacanin
ticiincii bir parcasi kesfedilmistir: Hiperglisemiye bagl olarak Protein Kinaz C (PKC)
izoformlarimin aktivasyonu bulunmustur. Son olarak, 1990'larin sonlarinda bulmacanin
dordiincti bir pargasi kesfedilmistir: Bu da artan heksozamin yolunun aktivitesi ve bu

nedenle proteinlerin  asir1  modifikasyonunun, N-asetilglikozamin tarafindan

gerceklestigini ortaya koymustur [115][116][117][118].
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2.5.3.3.1 Poliol Yolu

Poliol yolu, diyabetin neden oldugu sinir hasarinda rol oynayan bir metabolik yoldur.
Bu yolda aldoz rediiktaz, glikozu sorbitole indirger. Sorbitol hiicre iginden su ¢eker ve
oksidatif stres artar. Aldoz rediiktaz inhibitorlerinin bu hasar1 Onleyebilecegi

bulunmustur [115].

2.5.3.3.2 AGE Onciillerinin Hiicre i¢i Uretimi

AGE onciillerinin hiicrelere zarar verdigi diisiiniilen {ic mekanizma vardir. Ilk
mekanizma, hiicre i¢i proteinlerin, Ozellikle gen transkripsiyonunu diizenleyen
proteinler gibi, hiicre iginde modifiye edilmesini icerir. Ikinci mekanizma, AGE
onciillerinin hiicre disina sizdigimi ve yakindaki hiicre dist matris molekiillerini
degistirdigini ve bu degisikliklerin sinyal iletimini etkileyerek hiicresel islev
bozukluguna neden oldugunu igerir. Ugiincii mekanizma, bu AGE o6nciillerinin hiicre
disina sizdigimi ve dolasan proteinleri degistirdigini igerir. Bu degistirilmis dolasan
proteinler daha sonra AGE reseptorlerine baglanarak inflamatuar sitokinlerin ve biiylime
faktorlerinin iiretimine neden olur, bu da vaskiiler patolojiye yol agabilir. Hayvan
calismalari, AGE'lerin farmakolojik inhibisyonunun, deneysel diyabetik retinopatinin
ge¢ donemdeki yapisal degisikliklerini engelleyebilecegini gdstermektedir. Ozetle, AGE
onciilleri hiicrelere zarar verirken genetik, hiicresel ve dolasimdaki proteinlerin
modifikasyonu yoluyla etki edebilirler. Bu mekanizmalar, diyabetik retinopati gibi
vaskiiler ~ komplikasyonlarin ilerlemesine  katkida  bulunabilir ~ [115][119],
[120][121][122][123].

2.5.3.3.4 Protein Kinaz-C’nin Etkinlestirilmesi

Hiperglisemi, diagilgliseroliin sentezini artirarak protein kinaz-C (PKC) izoformlarimi
aktive eder. PKC'nin aktivasyonu, vazodilatér nitrik oksit (NO) iiretimini azaltirken
vazokonstriktor endotelin-1'1 artirir. Ayrica, bu siire¢ doniistiiriicli biiyltime faktorii-p ve
plazminojen aktivator inhibitorii-1 gibi faktdrlerin artmasina yol acar. Bu mekanizma
hipergliseminin vaskiiler sistemde olumsuz etkilere yol agmasina neden olur ve

diyabetik komplikasyonlari tetikler [115].

2.5.3.3.5 Artan Heksozamin Yolu Aktivitesi
N-asetilglikozaminin asir1 modifikasyonu, gen ifadesinde patolojik degisikliklere neden

olabilir. Ozellikle, transkripsiyon faktdrii Spl'in artan modifikasyonu, transforme edici
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blylme faktori-p1 ve plazminojen aktivator inhibitorii-1'in ekspresyonunu artirabilir.
Bu durum, diyabetik damarlar i¢in olumsuz sonuglar dogurur ve diyabetik
komplikasyonlarin gelisiminde hem glomeriiler hiicre gen ifadesi hem de diger

anormalliklerde rol oynayabilir [115].

2.5.3.3.6 Birlesik Bir Mekanizma

Hiperglisemiden zarar goren tiim hiicre tiplerinde ortak olan 6zelligin, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) tiretiminin artmasi oldugu kesfedildi [124][125],[115]

Hipergliseminin neden oldugu mitokondriyal siiperoksit iiretimi, gliseraldehid-3 fosfat
dehidrojenazi (GAPDH) inhibe ederek dort zarar verici yolu aktive eder. GAPDH
aktivitesinin hiperglisemi ile inhibisyonu, mitokondriyal siiperoksitin asir1 tiretimi
ayirma proteini-1(UCP-1) veya manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD) tarafindan
onlendiginde meydana gelmez [124].

Hipergliseminin neden oldugu mitokondriyal siiperoksitler, poli (ADP-riboz) polimerazi
(PARP) aktive ederek GAPDH inhibe ederler [126].

Artan hiicre i¢i glikoza bagli mitokondrial serbest radikallerin DNA iplik¢iklerinde
kirtlmalara neden oldugu ve dolayisiyla yalmizca ¢ekirdekte bulunan PARP'1t aktive
ettigi bulunmustur. Her iki hiperglisemi kaynakli siire¢ de UCP-1 veya MnSOD
tarafindan O6nlenebilir [126].

Elde edilen veriler, hipergliseminin diyabetik makrovaskiiler hastaligin baslica
belirleyicisi olmadigin1 géstermektedir. Mikrovaskiiler hastalik agisindan, HbAlc %S5,5
ile %9,5 arasindayken risk yaklasik 10 kat artar. Ancak ayni HbAlc araliginda
makrovaskiiler riskin yaklasik iki kat kadar arttig1 bulunmustur [127].

Hem yag asitlerinin beta-oksijenasyonu hem de serbest yag asitlerinin (FFA)
oksidasyonu, glikoz oksidasyonunda kullanilan aym elektron tasiyicilarini iiretirler. Bu
nedenle, artan FFA oksidasyonu, mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1
tiretimine yol agar. Bu durum, hipergliseminin neden oldugu ROS artis1 ile benzer
zararli yollar1 aktive eder, bunlar arasinda AGE'ler, PKC, heksozamin yolu (GlcNAc) ve
NFkB bulunur. insiiline direngli diyabetik olmayan hayvan modellerinde, FFA'nin
serbest birakilmasinin veya arteriyel endotelde FFA oksidasyonunun inhibisyonu, ROS
liretiminin artmasini ve bunun zararh etkilerini 6nlemeye yardimei olabilir. Bu bulgular,
diyabetik makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde énemli bir

birlestirici mekanizmanin roliinii desteklemektedir (Sekil 2.7- Sekil 2.9) [115].
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Sekil 2. 7. Mitokondriyal asir1 stiperoksit tiretimi, GAPDH'yi inhibe ederek dort ana
hiperglisemik hasar yolunu aktive eder [115].
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Sekil 2. 8. Insiilin direnci, FFA akisini ve oksidasyonunu artirarak makrovaskiiler
endotelyal hiicrelerde mitokondriyal ROS'un asir1 tiretimine neden olur [98].
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Sekil 2. 9 Hipergliseminin neden oldugu hiicresel hasarin birlesik mekanizmasinin
unsurlarini gésteren sematik bir 6zet[115]

2.6. Streptozotosin (STZ)

STZ, Streptomyces achromogenes tiiriinden izole edilen tek islevli bir nitrosoiire
tirevidir. Genis bir antibiyotik aktivitesine sahip olmasinin yani sira antineoplastik
Ozelliklere sahiptir ve genellikle pankreas phiicrelerine zarar vererek deney
hayvanlarinda DM olusturmak i¢in kullanilir. STZ, DNA'ya dogrudan metilasyon
yapabilen gii¢lii bir alkilleyici ajandir ve olduk¢a genotoksiktir. Bu genotoksik etkiler,
DNA ipliklerinin kirilmasina, alkali-kararsiz bdlgelerin olusmasina, plansiz DNA
sentezine, DNA eklentilerine, kromozomlarin degisimine, mikrontikleuslarin olusumuna
ve kardes kromatid degisimlerine yol agabilir. Ayrica, STZ'nin bakteri tahlillerinde ve
okaryotik hiicrelerde mutajenik etkilere sahip oldugu bilinmektedir [128].

STZ aymi1 zamanda kanserojen bir bilesiktir ve tek bir uygulama ile siganlarda bobrek,
karaciger ve pankreas tiimorlerinin gelisimine yol agabilir. Bir dizi kanit, STZ'nin

serbest radikallerin olusumuna neden oldugunu ve bu serbest radikallerin DNA ve

26



kromozom hasarina yol a¢tigini gostermektedir. STZ, antineoplastik (tlimor onleyici) bir

ajandir ve bu nedenle genotoksik etkileri tizerine yapilan arastirmalar 6nem tasir [128].

STZ, genotoksik ve kanserojen 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle, dikkatle kullanilmali ve

etkileri lizerinde arastirmalar yapilmalidir [128].

2.6.1 STZ’nin Sentezi

STZ, ii¢ farkli yontemle sentezlenir:

1-Tetra-O-asetil glikozamin hidrokloriir kullanarak,

2-D-glikozamin ve N-nitrozometil karbamil-azid kullanarak,

3-D-glikozaminden N-metiliire doniisiimii ile.

Molekiiler yapist Herr ve digerleri tarafindan tanimlanan bir 2-deoksi-D-glikoz
molekiiliine benzemekte olup C2'de bir N-metil-N-nitrosoiire grubu ile degistirilmistir.

Bu yap1 sekilde (sekil 2.10) gosterilmistir [129][130][131].

H O\ H

H

OH H

HO OH NO

~

H HHEﬂHEHa

Sekil 2. 10. Her ve arkadaglari tarafindan belirlenen STZ’ nin yap1s1[129].
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2.6.2. STZ’ye Bagh DNA Hasar ve Serbest Radikaller

Her ne kadar STZ tarafindan tretilen sitotoksisitenin DNA alkilasyonuna bagli oldugu
genel olarak kabul edilse de cesitli kanitlar serbest radikallerin STZ'nin neden oldugu
DNA hasar1 ve sitotoksisite mekanizmasinda 6nemli bir rol oynadigini gdstermektedir.
Her seyden 6nce, STZ'min pankreas B hiicrelerinin ksantin oksidaz sistemi tarafindan
O™ radikal olusumunu arttirdig1 ve H202 olusumunu uyardigi ve izole sigan pankreas
adaciklarinda DNA parcalanmasina neden oldugu bulunmustur. Bu son etkiler 0,1
mM'lik bir konsantrasyonda belirgin ve 1 mM STZ'de maksimum oldugu goriilmiistiir.
Ayrica Ohkuwa ve ark., diyabetik ratlarda STZ tarafindan OH™ radikallerinin
olustugunu gostermistir; Bedoya ve ark. rat pankreatik adacik hiicrelerinde STZ
(kiiltiirden 6nce 30 dakika siireyle 0,55 mM) tarafindan indiiklenen DNA hasarinin (¢ift
iplik kopmalar1), N-monometil-arginin (nitrik oksit sentazin indiiklenebilir formunu
inhibe eden) veya nikotinamid tarafindan Onlenebilecegini gostermistir (Bir serbest
radikal temizleyici). Son kanitlar NO’nun STZ’nin DNA hasar1 iiretiminde de rol
oynadiginm1  gostermektedir. Aslinda Kroncke ve arkadaslari, STZ'min hiicresel
metabolizasyonu sirasinda NO olusumunun rat pankreas adacik hiicresi DNA hasarina
katkida bulundugunu gostermistir. Bu NO olusumu NO sentaz (NOS) aktivitesine bagl
degildir ¢iinkii hepatositlerde STZ varliginda NO olusumu NOS inhibit6érii NG-metil-1-
arginin tarafindan bloke edilmez. Ayrica, STZ veya NO dondrii nitroprussid tarafindan
indiiklenen erken DNA ipligi kirilmalarin her ikisi de hiicre i¢i NO temizleyicinin
varliginda 6nemli 6l¢iide azaldig1 goriilmiistiir. Cok yakin zamanda Chen ve arkadaslari,
pankreas B hiicresinde metallothioneinin (uyarilabilir bir antioksidan protein) asiri
ekspresyonunun STZ kaynakli DNA hasarin1 ve diyabeti azalttigini1 bulmustur. Ayrica,
stiperoksit dismutaz (SOD), yapay SOD, bakir (I1) (3,5-diizopropilsalisilat) 2, hidroksil
radikal temizleyici dimetiliire ve E vitamini dahil olmak iizere gesitli serbest radikal
temizleyicilerin, hayvanlart STZ’nin diyabetojenik etkilerinden korudugu bulunmustur.
TUm bu verilere ragmen, STZ'nin neden oldugu DNA hasarinda serbest radikallerin rol
oynamayabilecegini one siiren birkag rapor bulunmaktadir. Gergekte ekzojen SOD veya
katalazin (CAT) STZ'in neden oldugu DNA kirilmalarini engellemedigi rapor
edilmistir. Ayrica, 1999'da Murata ve arkadaslari, reaktif oksijen tiirleri veya NO
temizleyicilerinin, bir insan hiicre hattinda STZ tarafindan DNA hasarinin
indiiklenmesini engellemedigini bulmuslardir. Ote yandan, hasar indiiksiyonunun,

sodyum asetat ve sodyum kloriir tarafindan inhibe edildigi goriilmiistiir; bu, metilasyon
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ajanlarinin, sodyum katyonu yoluyla DNA'nin reaktivitesini azaltabilecegi gorilmiistiir .
Yukaridaki anlagmazliklarin nedenleri agik degildir. Kullanilan farkli deneysel
yaklagimlardan kaynaklanabilirler. Bununla birlikte, serbest radikal temizleyicilerin
STZ'nin neden oldugu DNA hasar1 ve sitotoksisite lizerindeki etkisine iliskin bugiine
kadar yapilan ¢alismalarin ¢ogu, bu antibiyotigin genotoksik etkisine serbest
radikallerin aracilik ettigi fikrini acik¢a desteklemektedir. Ozetle, STZ'min genotoksik
etkileri hakkindaki bilgiler, bu bilesigin, DNA bazlar {izerindeki spesifik bolgelerin
alkilasyonu yoluyla DNA hasarmi indiikledigini ve STZ metabolizasyonu sirasinda
iiretilen serbest radikallerin, STZ'nin DNA hasar1 ve sitotoksisite mekanizmasinda
onemli bir rol oynadigini1 géstermektedir. STZ tarafindan tiretilen DNA lezyonlari, ¢ift
ve tek sarmalli kirilmalari, kovalent eklentileri ve alkaliye duyarli bolgeleri igerir.
STZ'min neden oldugu siddetli DNA hasar1, apoptoz veya nekroz nedeniyle hiicre
oliimiiyle sonuglanir. Ayrica STZ'nin alkile edici etkisinden kaynaklanan DNA iplik¢ik
kirilmalar1 kromozomal yeniden diizenlemelere yol agabilir.[128] ,[132], [133], [134],
[135], [136], [137], [138], [139], [140], [141], [142], [143], [144].

2.7. HT, Yapisi ve Ozellikleri

HT, in vitro antioksidan 0zelliklere sahip bir fenolik fitokimyasaldir. Zeytin
yapraklarinda ve yaginda bulunabilen dogal bir bilesiktir. HT nin ana besin kaynagi
sizma zeytinyagidir. Biyoyararlanimi, kimyasal 6zellikleri ve kolay formiilasyonunun
yan1 sira toksisitesi olmamasi nedeniyle HT, nutrasitik ve gida endiistrileri tarafindan
miitkemmel bir gida takviyesi olarak kabul edilir [145]. HT, zeytin yapraklarindan ve
yagindan ekstrakte edilebilir, serbest formda stabildir ve dokulara kolayca niifuz eder.
Kimyasal formiil C8H1003'tiir ve aromatik halkadaki meta-pozisyonundaki fazladan bir
hidroksil grubu haricinde tirosol ile aymidir. HT, zeytinlerin olgunlagmasi sirasinda
oleuropeinin hidrolizinden tiiretilir (Sekil 2.11) [146]. Lipidlerde ¢dzliniir , ancak suda
da az ¢Oziiniir. Basit bir fenol veya asetat veya sekoiridoid tlirevleri olarak mevcut

olabilir.
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Sekil 2. 11. Tirosol, hydroxtyrosol (HT) ve oleuropeinin kimyasal yapisinin sematik
gosterimi [146].

HT, antiinflamatuar, antiaterojenik ve antitrombotik yeteneklere sahiptir. Invitro
arastirmalari, HT'nin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve ayni1 zamanda endotel
disfonksiyonunu diizeltebildigi, lipid ve hemostatik profilleri gelistirebildigi, ayrica
antiinflamatuar ozelliklere sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle néroprotektif,
kardiyoprotektif ve hiicresel dongii diizenleyici proteinler ve gen ekspresyonu iizerinde
etki edebilir, bu da ona anti-kanser 6zellikler kazandirabilir [147][147][148][149][150].

Biyoyararlanim ¢aligmalari, alimdan sonra zeytinyagindan HT emiliminin doza baglh

oldugunu ve 6nemli biyolojik etkilere sahip oldugunu ortaya koymustur [150].

Mide kosullarinda hidrolizle konjuge edilen HT, tirozol ve formlarinin ince bagirsakta
doniislimiiniin ince bagirsakta meydana geldigini ve serbest HT ve tirozoliin serum
seviyelerinde artigla sonuclandigini tespit etmistir. Benzer sekilde oleuropein, kolon

mikroflorasi tarafindan hizla HT'ye indirgenir [151]

HT, fare modellerinde dahi yiiksek dozlarda kullanildiginda herhangi bir yan etkisi
olmayan olaganiistii bir giivenlik profiline sahiptir. Toksikolojik degerlendirme ve
invitro genotoksisite ¢alismalari, HT'nin uzun siireli tiiketim i¢in uygun bir bilesik

oldugunu, Gozlemlenmeyen Yan Etki Diizeyi (NOAEL) siniflandirmasma sahip,
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mutajenik olmayan ve genotoksik olmayan bir madde oldugunu belirlemistir. Tim bu
onemli biyolojik 6zelliklerinden dolayi, HT su anda en yogun arastirilan dogal fenol
bilesenlerinden biridir. HT'min giivenlik profili, onu besin takviyeleri ve gida

endiistrileri i¢in mitkemmel bir segenek haline getirmektedir [152][153][154][155].

Extraction of olive oil
: manufacturing waste o
I-J”
| >90% Bioavailabili
" C) HUQN y
. OH
Hydroxytyrosol: Nutraceutical molecule f

Sekil 2. 12. HT nin kullaniminin ve saglik agisindan faydalarinin grafiksel 6zeti [156].
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HT, gesitli hiicre tiplerinde olumlu etkilere sahip bir bilesiktir. Iskelet kaslar1 iizerinde
yapilan calismalar, HT'min glikoz alimimi artirict etkilere sahip oldugunu ve
mitokondriyal biyogenezin desteklenmesi ve oksidatif stresin azaltilmasi gibi kas
saghigini artirict mekanizmalara katkida bulunabilecegini gostermektedir. Adipositler
tizerindeki arastirmalar, HT'nin adipositlerin doniisiimiinii azalttigini, mitokondriyal
kapasiteyi artirdigin1 ve lipid birikimini azalttigin1 ortaya koymustur. Ayrica, HT'nin
hepatositler iizerindeki etkileri iizerine yapilan caligmalar, karacigerdeki oksidatif stresi
azalttigim1 ve lipid sentezini diizenledigini gostermektedir. Bu, karaciger sagliginin
korunmasina katki saglayabilir. Pankreas hiicreleriyle ilgili aragtirmalar, HT'nin insiilin
sekresyonunu arttirici etkilere sahip olabilecegini ve [ hiicre hasarin1 onlemede
potansiyel bir rol oynayabilecegini dne siirmektedir. Bu da, DM ile metabolik sendrom
tedavisinde HT'nin potansiyel bir fayda saglayabilecegini diislindiirmektedir. STZ ile
indiiklenmis Diyabetle ilgili yapilan bir ¢aligmada Pankreasta HT tedavisinin
antioksidan enzimler SOD, CAT, GSH ve GPX'in aktivitelerini arttirdigin1 ve zararl
ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGE) olusumunu azalttigini gostermistir. Yine bu
calismada pankreas hiicrelerinin daha diisiik seviyelerde TBARS ve laktat dehidrojenaz
(LDH) aktivitesi gosterdigi bulunmustur. Genel olarak HT, diyabetik ratlar tizerinde
hipoglisemik ve hipolipidemik etkiye sahipken, oksidatif hasara karsi koruma saglar

[157].
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Sekil 2. 13. HT nin hiicresel sinyal kaskadlar1 iizerindeki etkileri[158].

Sonu¢ olarak, HT'nin farkli hiicre tipleri ilizerindeki olumlu etkileri, diyabet veya
metabolik sendromun tedavisinde potansiyel bir strateji olarak daha fazla arastirmayi

hak etmektedir [159].

2.8. PI3K

PI3K'ler, dkaryotik hiicre zarinin bir bileseni olan fosfatidilinositolii fosforile eden bir
lipit kinaz ailesidir. PI3K'ler, sekans homolojisi ve lipit substrat tercihlerine gore
siniflandirilirlar, 6zellikle sinif 1, II ve III olarak bilinirler. Simif I PI3K, bu aile i¢cinde en
ayrintilt sekilde arastirilan smiftir. Stif I PI3K, bir heterodimerdir ve molekiiler
yapidaki farkliliklar nedeniyle sinif 1A ve sinif IB olarak iki alt gruba ayrilir. Bircok
faktor, PI3K aktivasyonunu baglatir, bunlar arasinda biiyiime faktorleri, sitokinler ve
hormonlar bulunur. Bu ligandlar, reseptor tirozin kinazlar1 (RTK) ve G-protein baglh

reseptorleri (GPCR) aktive eder ve boylece PI3K'nin aktivasyonunu baslatir. RTK'ler,
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smif I PI3K'leri plazma zarina ¢eker ve p85 ve pl10'un inaktivasyon fonksiyonunu
hafifletir, bu da PI3K'yi aktive eder. Ote yandan, GPCR'ler, Ga veya Gfy alt birimleri
araciligiyla PI3K'lerle dogrudan etkilesime girer. Ayrica, hem RTK'ler hem de GPCR'ler
Ras"1 etkinlestirerek daha sonra PI3K'y1 aktive eder [160], [161], [162], [163].

Aktive edilmis Smif I PI3K, hiicre i¢i membranlar iizerinde bulunan fosfatidilinositol
4,5-bifosfat (PIP2) substratin1 fosforile ederek hiicre i¢i membranlarda fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfat (PIP3) olusturur. Ardindan, bu PIP3, sinyal proteinlerini toplamak i¢in
AKT gibi hiicresel sinyal proteinlerini etkiler. Snif I PI3K'ler, PIP2'yi sentezlemek i¢in
PIP'1 substrat olarak kullanir. PI3K'nin ana negatif diizenleyicisi olan fosfataz ve tensin
homologu (PTEN), PIP2'yi olusturmak i¢in PIP3'i fosforile eder. Bu mekanizmalar,
PI3K'nin 6nemli iglevlerini diizenler ve hiicresel sinyallesmeyi etkiler [164], [165],
[166].

PI3K aktivitesi, ¢esitli onkogenler ve biiylime faktorii reseptorleri tarafindan uyarilir ve
yiiksek PI3K sinyali, kanserin ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilir. Pek ¢ok PI3K yolu
hedefli terapi, onkoloji denemelerinde test edilmistir ve bu, belirli kan kanserlerinin
tedavisi i¢in bir izoform segici inhibitoriin (idealisib) ve gelisimin farkli asamalarindaki

diger ¢esitli ajanlarin onayyla sonuglanmistir [167], [168].

2.9. Protein Kinaz B

Protein kinaz B (AKT) ii¢ alan igerir: pleckstrin homolojisi (PH), orta kinaz ve
diizenleyici karboksi terminal alani; PH alani, membran AKT translokasyonunu
diizenler. Serin/treonin kalintilarindaki farkliliklara gére AKT'ler ii¢ izoforma (AKTI,
AKT2 ve AKT3) ayrilir. AKT1 her yerde eksprese edilir, AKT2 esas olarak iskelet
kasinda ve yag dokusuyla karaciger gibi insiiline duyarli dokularda eksprese edilir ve
AKT3 testislerde ve beyinde eksprese edilir. AKT, iki 6nemli fosforilasyon siireci
yoluyla aktive edilir. Ik olarak, kinaz alanindaki treonin 308'in fosfoinositide bagimli
protein kinaz 1 (PDK1) tarafindan fosforilasyonu, aktivasyon siirecini baslatir, ardindan
mTOR kompleksi 2 (mTORC?2) araciligiyla karboksi terminali diizenleyici alanindaki
serin 473’te fosforilasyon PI3K'ya bagimli bir mekanizma tarafindan, AKT'yi tamamen
etkinlestiri. AKT2 (T309 ve S474) ve AKT3'te (T305 ve S472) karsilik gelen
kalintilarda benzer fosforilasyon olaylar1 gozlenir. AKT'nin maksimum aktivasyonu i¢in
her iki kalintinin fosforilasyonu gereklidir. Protein fosfataz 2A (PP2A) ile PH bolgesiyle
16sin acisindan zengin tekrar protein fosfatazlari (PHLPP1 ve PHLPP2), sirasiyla AKT
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T308 ve S473" defosforile ederek AKT'nin inaktivasyonuna yol agar. Son zamanlarda
PIP3 ve PIP2 igeren endomembranlarin da AKT aktivasyonuna dogrudan katkida
bulundugu gosterilmistir [163][169], [170], [171], [172], [173], [174], [175], [176],
[177], [178].

Her ne kadar ¢esitli calismalar AKT aktivasyonunda PI3K i¢in mutlak bir gereklilik
bildirse de AKT aktivasyonunun PI3K'dan bagimsiz bir mekanizma tarafindan aracilik
ettigi de One siiriilmiigtiir. Ancak arastirmacilar, iiretken PI3K sinyallemesinin
yoklugunda fonksiyonel AKT aktivasyonunun gerceklesip gergeklesmedigini kesin
olarak tespit edemediler ve bu nedenle bu konu daha fazla ¢alisma gerektirmektedir

[163], [179].
2.10. PI3K/AKT Yolag

Kanitlara gore, PI3K/AKT sinyal yolu, 6zellikleri nedeniyle normal metabolizma ig¢in
gereklidir ve bu yoldaki dengesizlik, obezite ve tip 2 diyabet gelisimine yol agmaktadir.
Vicudun c¢esitli dokularinda hasar goren PI3K/AKT yolu, insiilin direnci sonucu
obeziteye ve tip 2 diyabete yol agmakta, insiilin direnci ise PI3K/AKT yolunu
siddetlendirerek bir kisir dongii olusturmaktadir [180].

Insiilinin pankreas hiicrelerinde esas olarak PI3K/AKT sinyallemesi yoluyla énemli bir
rol oynadigi gosterilmistir. Pankreatik B hiicrelerinde insiilin sinyalini bozan IRS2
(insiilin reseptorii substrati 2) veya IR (insiilin reseptorii)'nin B hiicresine spesifik nakavt
edilmesi, pankreas insiilin igerigini, B hiicre kiitlesini ve glikozla uyarilan insiilin
sekresyonunu azaltir ve ardindan T2DM'ye benzer bir fenotipin gelismesini saglar.
PI3K/AKT yolunun aktivasyonu, pankreas 3 hiicrelerinden insiilin salgilanmasin tegvik
eder. Pankreas B hiicrelerinde AKT'nin asir1 ekspresyonu ve yapisal aktivasyonu,
FoxO1l, GSK3 ve mTORI1 gibi AKT'nin asag1 akisindaki sinyal ara maddelerinin
aracilik ettigi B hiicre kiitlesinde, proliferasyonunda ve hiicre boyutunda bir artisa neden
olur ve bu da AKT'nin rolii i¢in daha fazla kanit saglar. Buna karsilik, AKT aktivitesini
%80 oraninda azaltan B hiicrelerinde 6lii bir kinaz mutantinin asir1 ekspresyonu, insiilin
sekresyonunun eksikligiyle sonuclanir. Ek olarak PI3K/AKT yolu, pankreas [
hiicrelerinde bol miktarda eksprese edilen ve FFA kaynakli B hiicre apoptozunu
destekleyen FoxO1'1 inhibe ederek pankreas B hiicrelerinde lipotoksisiteyi dnler

(Sekil 2. 14) [181], [182], [183], [184], [185], [186], [187], [188], [189].
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Sekil 2. 14 PI3K/AKT yolu. PI3K, AKT'yi aktive eder ve AKT, apoptotik,
metabolizmayla hicre dongisinde ilerleme ve gesitli hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde rol oynayan asag1 yondeki substratlari fosforile eder[189].

PI3K/AKT sinyal yolu, hiicrelerin biiylimesini, 6zellesmesini ve enerji metabolizmasini
kontrol ederek, hiicrelerin Oliimiinii yOnetir. Bu yol, hiicrelerin yapilarini yeniden
diizenlemelerine, apoptoz ve kanser hiicrelerinin yasamini siirdiirmelerine olanak saglar.
Bu nedenle PI3K/AKT sinyal yolu obezite, diyabet ve kanser gibi cesitli hastaliklarla

iliskilidir [189].
36



2.11. GLUT-2

GLUT'ar1 kodlayan SLC2A genleri tarafindan olusturulan Kolaylastirilmis difiizyon
glikoz tastyicilar ailesi, 14 farkli izoform icermektedir. Bu izoformlar, ¢esitli amino asit
dizilerine, substrat oOzelliklerine, kinetik Ozelliklere ve farkli dokular ile hiicresel
lokalizasyonlara sahiptir. GLUT proteinleri ~500 amino asit kalintisindan olusur, tek bir

N-bagli oligosakkarite sahiptir ve 12 zar kapsayan alana sahiptir [190]

GLUT?2 ilk kez sigan ve insan karacigeri Slc2a2/SLC2A2 geninin cDNA klonlamasi ile
karakterize edilmigtir [191].

GLUT2, hepatositlerin ana glikoz tasiyicisidir [192]. Bunun yaninda, bagirsak, bobrek,
pankreas adacik B hiicrelerinde ve ayrica merkezi sinir sisteminde, ndronlarda,

astrositlerde ve tanisitlerde eksprese edilmistir [193].

GLUT2, glikoz tastyicilar1 arasinda diisiik bir goriiniir glikoz affinitesine sahip (Km ~
17 mM) benzersiz bir 6zelliktedir. Ayrica, galaktoz (Km ~ 92 mM), mannoz (Km ~ 125
mM) ve fruktoz (Km ~ 76 mM) gibi diisiik affiniteli diger sekerleri tasiyabilir. Yine,
glikozamin i¢in ¢ok yiiksek bir affinite gostermektedir (Km 0.8 mM) [194].

Kemirgen pankreas P hiicrelerinde GLUT2, baslica glikoz tasiyicisi iken, insan
adaciklarinda GLUT1 ve GLUT3 de bu durum ifade edilmektedir [195][196].

GLUT2'nin ekspresyonu, B hiicrelerindeki glikoz ve lipitler tarafindan diizenlenir ve
glukolipotoksisite (yliksek glikoz ve serbest yag asidi konsantrasyonlar1) ylizey

ekspresyonunu azaltir [197][198].

Hem fare hem de insan B hiicrelerinde, GLUT2'nin hiicre ylizeyi ekspresyonu, belirli bir
N-bagli glikan yapisina baglanan bir hiicre ylizeyi lektini olan galektin 9 ile etkilesimine

baglidir [199].

GLUT2 ana glikoz tastyicisidir ve genetik inaktivasyonu, glikoz alimini ve glikozla

uyarilan insiilin sekresyonunu (GSIS) baskiladigi ortaya konmustur [200].
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1.Deney Hayvanlarn

Calisma icin kullanilacak olan hayvanlar Diizce Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUDAM)’nden temin edilmistir. Arastirmada,
laboratuvarda 253 °C oda sicakliginda, %60 + 5 nem seviyesinde, 12 saat aydinlik ve
12 saat karanlik dongiisiinde, beslenme ve su tiikketimi serbest birakilan, 2-6 aylik ve
330 + 70 gram agirligindaki 28 adet erkek Wistar tirli sicanlar ile baglanmis, 1 adet

siganin 0lmesiyle ¢aligma 27 adet sigan ile tamamlanmustir.

Bu deneysel calisma Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 14.03.2023
tarih ve 2023/03/01 karar nolu onay1 alinarak gergeklestirilmistir.

3.2. Maddeler ve Dozlar:

Calismada, diyabet olusturmak i¢in kullanilan STZ, 55mg/kg 1.p. tek doz uygulanmustir.
Distile su igerisinde ¢ozdiiriilen HT 10 mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p.) olarak 30
gun uygulanmistir. Anestezik olarak 90 mg/kg ketamin ile 10 mg/kg ksilazin i.p. olarak

kullanilmagtir.

3.3. Cerrahi Prosediir
Hayvanlarin anesteziden sonra pankreatektomi i¢in karin bolgesi tiras edilmistir. Daha
sonra karin derisi yukaridan asagiya orta hat boyunca bistiiri ile kesilmistir. Daha sonra

abdomen ve torasik bileskesinde bulunan pankreas dikkatlice ¢ikarilmistir.

3.4. Diyabet Modeli, Deney Gruplari ve Maddelerin Verilis Yollar:

Siganlar, tablodaki sekilde 4 gruba ayrilmistir (Tablo 3.1). Ilk grup (Kontrol) STZ ve
HT ile muamele edilmeden (n=5) kontrol grubu olarak belirlenmistir. 2. Gruba (STZ
grubu) diyabet olusturmak i¢in STZ (Sigma-S0130) i.p. tek doz uygulanmistir (n=9,
STZ:55mg/kg). 3. Gruba (HT grubu) her giin (saat:10:00-12:00 arasi) i.p. 10mg/kg HT
(Cayman-70604) uygulanmistir (n=5). 4. gruba (STZ+HT grubu) tek doz i.p. 55mg/kg
STZ ve 30 giin boyunca her giin (saat:10:00-12:00 arasi) i.p. 10mg/kg HT uygulanmistir
(n=9).
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Tablo.3 1. Deney Gruplari, Maddeler ve Verilis Yollar:

Verilen Maddeler Verilen Miktar Verilis Sekli

No

Kontrol Grubu Salin 1 mlkg i.p. 5

Diyabet Kontrol Streplozotosin (lek doz) S5 mg/kg iLp. 9

I HT Kontrol Hidroksitirozol (30 giin) 10 mg/kg ip. 5
Hidroksitirozol (30 giin) 10 mg/kg

HT + STZ + ve : L

Streptozotosin (tek doz) 55mg/kg P

3.5.1zlenen YOI

Deney baglangicinda diyabet olusturmak i¢in, hayvan agirliklarina gore steril distile su
icinde hazirlanan STZ c¢ozeltisi siganlara tek doz i.p. 55 mg/kg verilmistir. Diyabet
olusturulurken, sicanlar 12 saat boyunca a¢ birakilmistir. Enjeksiyondan 6nce siganlarin
viicut agirligr 6l¢iilmiistiir. Kan glukoz degerleri deney baslangicinda kuyruk ucundan
alinan kan ile ACCU-CHEK® Performa Nano cihazi kullanilarak olgiilmustiir. STZ
enjeksiyonundan 2 glin sonra kan glikoz seviyelerine tekrar bakilarak, kan degeri >250
mg/dl olan siganlara diyabet teshisi konulmustur.

1 ay boyunca 08.00 ile 12.00 saatleri arasinda HT ve STZ+HT gruplarina Tablo 3.1°de
gosterilen sekilde 10 mg/kg dozunda i.p. HT [5 ml steril distile suda (dH20) toplam 1
gram HT ¢oziinerek stoklanmistir. Stok HT’den giinliik 45 mg (225 pul) ¢ozelti alinarak
ustune 8775 pl dH20 (9000 pl) eklenmistir)] uygulanmstir.

3.5.1. Rutin Parafin Takibi

Belirlenen giinde si¢anlar sakrifiye edildikten sonra alinan pankreas dokular1 % 10’luk

formaldehitte yaklasik 24 saat fikse edilmistir. Daha sonra trimlenen dokular kasetlere

yerlestirilmistir. Dokular takip prosediiriine uygun olarak %70, %80, %90 ve %96’ lik
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alkollerde uygun siirelerde dehidrate edildikten sonra asetonda 45 dakika bekletilmistir,
daha sonra ksilende once 10 ve daha sonra 20 dakika bekletilerek seffaflastirma islemi
gerceklestirilmistir. Dokular 75 °C etiivdeki sivi parafin igerisine alinarak 1 saat

bekletilmis ve daha sonra dokular bloklanmistir.

3.6.Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediirii

Rutin degerlendirme i¢in Hematoksilen-Eozin (H&E) boyasiyla kesitler boyanmustir.
Boyama 0Oncesi kesitler etiiv icerisinde 75°C*de 45 dakika bekletildi.

Lamlar ilk olarak ksilende 30 dakika boyunca bekletildi.

Bu siire bitiminde lamlar sirasiyla %96, %80 ve %70’lik etil alkollerden gecirildikten
sonra ¢esme suyunda yikandi.

Daha sonra Harris hematoksilende lamlar 2 dakika boyunca bekletilerek bu siirenin
sonunda ¢esme suyu olan kapta 10 defa daldirilarak yikandi.

Bu asamadan sonra asit alkole 1 defa daldirilip daha sonra tekrar ¢esme suyunda
yikandi.

Yikanan lamlar amonyakli suya 1 defa daldirilip tekrar ¢esme suyunda yikanda.

Yikanan lamlar daha sonra %70’lik alkole 10 defa daldirilarak alkolik eozin boyasina
alind1 ve burada 30 saniye bekletildi. Eozin boyasinda bekleyen lamlar daha sonra
¢esme suyunda yikandi.

Yikanan lamlar sirayla %70, %80 ve %96°lik etil alkollerde 10’ar kez daldirildiktan
sonra 75 derece sicakliktaki etiivde 2 dakika bekletilip kurumalar1 saglandi. Daha sonra
ksilende 10 dakika bekletildikten sonra lamlarin iizerleri entellan damlatilarak lamelle

kapatildu.

3.7. Immiinohistokimya Tekniginin Uygulanmasi
Pankreas dokusu Langerhans adaciklarinda immiinohistokimyasal teknik uygulanarak

PI3K, AKT, GLUT-2 ve Insiilinin ekspresyonlarinin hiicresel dagilimlarina bakild.

3.7.1. immiinohistokimya Protokolii

Calismamizda, HT’nin etkisini detayli degerlendirmek icin Insiilin (Anti-insulin-
Invitrogen #PA5-120784), PI3K (Anti-PIK3R1- St John's Laboratory STJ90925), pAKT
(Anti-43 pAKT1- St John's Laboratory STJ91024) ve GLUT-2 (SLC2A2) (Anti-
SLC2A2- St John's Laboratory STJ111885) antikorlar1 ile immiinohistokimyasal

inceleme yapilmistir.
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1. 56°C’lik etiivde 1 gece bekletilen kesitleri sabah deparafinize etmek icin ikiser kez
10’ar dakika ksilollere tutuldu. Daha sonra %100, %90, %80 ve %70’lik alkol
serilerinden 5’er dakika gegirilerek dokular dehidrate edildi.

2. Kesitler distile suda galkaland1 ve fosfatli tuz tamponunda (PBS; pH: 7.2-7.4) g kez
5’er dakika yikandi.

3. Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 0.01 M sitrat tamponuna
(pH:6.0) konularak mikrodalgada 2 kez 5’er dakika 700 Watt’ta kaynatildi daha sonra
20-30 dakika odada normal 1s1ya gelmesi beklendi..

4, Hidrofobik PAP PEN ile lamdaki dokularun etrafi ¢izildi, Daha sonra distile suda
yikandi ve ardindan PBS’de 5 dakikalik siire ile 3 kez yikandi.

PBS hazirlama: 16 gram Sodyum Kloriir (N9), 2,85 gram Di Sodyum Hidrojen Fosfat
(N49) ve 2 litre distile su i¢inde 0,8 gram Potasyum Dihidrofosfat pH’sinin 7,2-7,4

arasinda olmasina dikkat edilerek ¢6zildu.

5. Daha sonra kesitler Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilebilmesi i¢in %3’1Uk
hidrojen peroksit (63 ml Methanol + 7 ml Hidrojen Peroksit.) bulunan salede 15 dakika
bekletildi.

6. Daha sonra lamlar distile suda calkalanarak PBS’te 5 er dakikadan 3 kez yikanarak

bloklama serumu ile 7 dakika boyunca muamele edilerek bekletildi.

7. Bu sirada primer antikorlar ; Anti-phospo-AKT1 1:100, Anti-phospo-PIK3R1 1:100,
Anti-SLC2A2 1:100 ve Anti-insulin 1:100 oranlarinda PBS ile sulandirilarak hazirlandi.
Kesitlerdeki dokular1 kaplayacak sekilde damlatilan, PI3K, AKT, GLUT-2 ve Insiilin
primer antikorlar1 ile dokular +4°C’de bir gece inkiibe edildi. Kontrollere PBS
damlatildu.

8. Ertesi sabah dokular PBS ile beser dakika U¢ kez yikandi. Daha sonra sirasiyla, 30
dakika boyunca sekonder antikor ve HRP-konjuge streptavidin ile oda sicakliginda
nemine dikkat edilerek inkiibe edildi.Daha sonra PBS ile 5’er dakika olacak sekilde 3
kez yikandi.

9. Dokular mikroskop altinda boyanma yogunluguna gore 3 - 5 dakika arasinda Di
Amino Benzidin (DAB) kromojenine maruz birakildi ve musluk suyunda yikandi.

10. Dokularin 1 dk boyunca Mayer hematoksilen ile zit boyamasi yapilmis ve entellan

ile kapatilmistir.
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3.8. Isik Mikroskobik inceleme

Parafin bloklardan Leica RM2245 mikrotomla, Feather marka metal mikrotom
bicaklartyla 4 mikron ¢apinda kesitler alinmis ve genel histolojik degerlendirme igin
Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanmistir. Boyanan kesitler Olympus BXS50
mikroskobu ile degerlendirilmis ve bu degerlendirme sirasinda Zeiss Axiocam ICc 5

kamera kullanilarak fotograflar ¢ekilmistir.

Farkli deney gruplarinda PI3K, AKT, GLUT-2 ve Insiilin proteinlerinin
immiinohistokimyasal bulgular1 Olympus BX50 mikroskobu ile goriintiilenmis ve Zeiss
Axiocam ICc 5 kamera kullamlarak fotograflanan dokular, Image] programi ile

degerlendirilmistir.

3.9. Istatistiksel Analizler

Kan glikoz seviyesi Ol¢ltimlerinin ve agirlik degisimlerinin gruplar arasi farkliliklar1 two
way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons test) testi ile incelenmistir. Elde edilen
verilerin gruplar arasi karsilastirmalarinda One Way ANOVA (post hoc: Tukey test)
kullanilmasgtir.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi i¢in P <0.05 kabul edilmistir. Analizlerde ise GraphPad

Prism 9 programi kullanilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Deneklerin Kan Glikoz Ol¢iimleri
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Sekil :4.1 Gruplarin kan glikoz diizeyi degisimi. (P<0,001)

Tum gruplarin kan glikoz seviyesine diizenli olarak bakildi (0, 3, 7, 14, 21, 28 ve 30.
giinlerde). Kontrol ve HT gruplarinda, kan glikoz seviyelerinde deney sonuna kadar
belirgin bir fark gozlenmezken, STZ grubunda yuksek glikoz seviyeleri gozlendi ve
STZ grubunda kontrol ve HT grubuna gore anlamli bir fark goézlendi (P<0,001). STZ-
HT grubunda STZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik kan glikoz
diizeyi vardi (P<0,001). HT tedavisi ile kan glikoz diizeyinin anlamli bir sekilde diistiigii
gorilda (p<0,001) (Tablo 4.1).

43



Tablo 4.1 Deney Gruplarimin Kan Glikoz Degerleri

Gruplar Gin Ortalama | SD Min Maks P
Kontrol 105,7 7,9589 95 118

HT 102,3 7,6601 93 116

STZ 0 99,6 5,5216 94 113 =0,210
STZ+HT 99,6 7,7917 90 117

Kontrol 112,8 16,4641 91 142

HT 142 40,81122 98 211

STZ 3 430,1 55,36435 372 525 <0,001
STZ+HT 427,5 19,70477 405 460

Kontrol 116,4 16,51397 94 132

HT 103,3 25,07788 58 133

STZ 7 505,1 44,60306 | 450 549 <0,001
STZ+HT 518 45,24992 460 573

Kontrol 97 12,45436 90 124

HT 115,3 5,945119 108 124

STZ 14 428,6 34,67372 382 482 <0,001
STZ+HT 391,6 64,5208 300 493

Kontrol 121,8 34,66282 93 186

HT 105,8 5,432413 95 111

STZ 21 480,1 16,74283 457 503 <0,001
STZ+HT 381,3 85,23308 285 529

Kontrol 118,6 30,85162 94 174

HT 99,2 18,29268 82 134

STZ 28 567,3 27,89683 527 597 <0,001
STZ+HT 418,8 83,52086 270 512

Kontrol 109,6 8,707596 98 122

HT 102,8 3,489667 99 108

STZ 30 528,8 23,7056 499 565 <0,001
STZ+HT 432,4 23,59473 402 465
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4.2. Gruplarin Viicut Agirhgi Degisimleri
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Sekil :4.2 Gruplarin viicut agirligi degisimi.(Kontrol (p=0,974 ), HT (p=0,853), STZ
(p<0,001), STZ+HT (p=0,004) )

Gruplarin agirliklari yapilan 6lgimler sonucunda, Kontrol (p=0,974 ) ve HT (p=0,853)
gruplarinda anlamli bir degisiklik gostermezken, STZ (p<0,001) grubunda diisiisiin
anlamali oldugu goOrildi. STZ+HT grubunda ise agirliktaki diisiis STZ grubuna gore
daha azdi (p=0,004) (Sekil 4.2).

4.3. Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgulari

Pankreas ve Langerhans adaciklarinin genel morfolojisini incelemek amaciyla, %10’ luk
formaldehit soliisyonunda fiksasyonu gergeklestirilen doku kesitlerine H&E boyasi
uygulandi. Pankreatik asiner hiicreler koyu renklerle boyanirken, Langerhans adaciklari
acik renkli olarak belirginlesti. Langerhans adaciklarinin sinirlart tiim gruplarda diizenli
bir sekilde belirlendi. H&E boyama yontemiyle B hiicreleri 6zel olarak segilip,
gosterildi. STZ grubunda dejeneratif ve nekrotik degisiklikler gozlendi. Langerhans
adaciklarinda hiicre kaybiyla birlikte hiicrelerin biiziistiigii ve bozuldugu tespit edildi.
Dejeneratif ve nekrotik hiicrelerde hidropik dejenerasyon ve degraniilasyon olusurken,
piknotik niikleuslu hiicrelerde sitoplazmik vakoulasyon ve koyu eozinofilik stoplazma
gozlendi. STZ+HT grubunda ise STZ grubuna kiyasla dejenerasyon ve nekrotik
degisiklikler daha azd1. (Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7).
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4.3 Tiim gruplarin pankreas dokusunun H&E boyamas1 (400x-

Sekil
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Sekil :4.4 Kontrol Grubu H&E boyama, normal langerhans adacigi (400x) (Kirmizi ok:

13 hiicresi)



Sekil :4.5 HT Grubu H&E boyama, normal langerhans adacig1 (400x) (Kirmizi ok: 3

hiicresi)

48



Sekil :4.6 STZ Grubu H&E boyama (400x) (Kirmizi oklar: Langerhans adaciklarinda
hiicre kayb1 ve vakuoler sitoplazmali hiicreler. Siyah ok: dejeneratif hiicreler(piknotik
cekirdek) )
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Sekil :4.7 STZ+HT Grubu H&E boyama(400x) (Kirmiz1 ok: vakuoler sitoplazmali
hiicreler Siyah ok: dejeneratif hiicreler(piknotik ¢ekirdek) )
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4.4, Iimmiinohistokimyasal Degerlendirme

Tum gruplarin pankreaslarinda; Anti-insiilin, Anti-PI3K, Anti-pAKT ve Anti-GLUT-2
antikorlar1 ile immiinohistokimyasal boyama yapildi. Kontrol ve HT gruplar1 arasinda
anlamlhi farklilik go6zlenmedi. STZ ve STZ+HT gruplarinda tum antikorlarda
ekspresyonda azalma tespit edildi. Kontrol ve HT gruplari, STZ ve STZ+HT gruplariyla
kiyaslandiginda Langerhans adaciklarindaki B hiicrelerinde ekspresyonun belirgin
derecede yogun oldugu goruldi. STZ grubu ile kiyaslandigi zaman STZ+HT grubunda
ekspresyonun artmis oldugu gézlendi.(Sekil 4.8, Sekil 4.13, Sekil 4.18, Sekil 4.23).
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4.3.1. Insiilin Immiinohistokimyasal Boyama

Insiilin

Negatif

— T+ N—=HW»

Sekil :4.8 Anti-insiilin Antikoru ile pozitif ve negatif boyama (400x)
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Tiim gruplardaki deneklerin  pankreas dokusu Anti-Insiilin  antikoru ile
immiinohistokimyasal boyama sonras1 incelenerek analiz edildi. Anti-insiilin Antikoru
ile yapilan incelemede; insiilin sekresyonunun gerceklestigi Langerhans adacigi 83
hiicrelerinde ekspresyon tespit edildi. Kontrol ve HT gruplarinda B hiicrelerinde yogun
ekspresyon mevcut iken STZ ve STZ+HT gruplarinda STZ’ de daha fazla olmak Uzere
ekspresyonda azalma gozlendi. Diyabetik gruplara Hidroksitirozol uygulanmasi ile
ekspresyonundaki degisim Sekil 4.8’de gosterilmistir. Kontrol ve HT gruplari arasinda
ekspresyon agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p=0.189).
STZ grubu; HT ve Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda ekspresyonda istatistiksel
olarak anlamli azalma oldugu goriildi (p<0.001). STZ grubu STZ+HT grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak ekspresyonda anlamli bir azalma goriildi
(p=0,014), STZ+HT grubu ile Kontrol ve HT gruplant karsilastinldiginda STZ+HT
grubunda ekspresyonda istatistiksel agidan anlamli bir azalma goruldu (p<0.001) (Sekil
4.28).
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Sekil :4.9 Anti-insiilin Antikoru ile Kontrol grubunun immiinohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmizi1 ok: B hiicresi))
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Sekil :4.10 Anti-Insiilin Antikoru ile HT grubunun immiinohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmiz1 ok: B hiicresi)
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Sekil :4.11 Anti-Insiilin Antikoru ile STZ grubunun immiinohistokimyasal boyamas1
(400x) (Kirmizi ok: B hiicresi)
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Sekil :4.12 Anti-Insiilin Antikoru ile STZ+HT grubunun immiinohistokimyasal
boyanmasi
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4.3.2. PI3K Immiinohistokimyasal Boyama

nE=N + I~

4.13 Gruplarin anti-PI3K Antikoru ile pozitif ve kontrol negatif boyanmasi

Sekil

(400x)
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Tiim  gruplardaki  deneklerin  pankreas dokusu Anti-PI3K  antikoru ile
immiinohistokimyasal boyama sonrasi incelenerek analiz edildi. Anti-PI3K Antikoru ile
yapilan incelemede; PI3K sekresyonunun Langerhans adacigi B hiicrelerinde oldugu
goriilmektedir. Kontrol ve HT gruplarinda B hiicrelerinde yogun ekspresyon mevcut
iken STZ VE STZ+HT gruplarinda STZ’de daha fazla olmak iizere ekspresyonda
azalma gozlendi. Diyabetik gruplara Hidroksitirozol uygulanmasi ile ekspresyonundaki
degisim Sekil 4.13’te gosterilmistir. Kontrol ve HT gruplar arasinda ekspresyon
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p=0.180). STZ grubu;
HT ve Kontrol gruplarn ile karsilastirildiginda ekspresyonda istatistiksel olarak anlaml
azalma oldugu goriildii (p<0.001). STZ grubu STZ+HT grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak ekspresyonda anlamli bir azalma goriildi (p= 0,016), STZ+HT grubu
ile Kontrol ve HT gruplart karsilastirildiginda STZ+HT grubunda ekspresyonda
istatistiksel agidan anlamli bir azalma goruldi (p<0.001) (Sekil 4.29).
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Sekil :4.14 Anti-PI3K Antikoru ile pozitif, Kontrol grubunun immiinohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: B3 hiicresi)
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Sekil :4.15 Anti-PI3K Antikoru ile pozitif, HT grubunun immiinohistokimyasal
boyanmasi (400x)(Kirmizi ok: B3 hiicresi)
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Sekil :4.16 Anti-PI3K Antikoru ile pozitif ,STZ grubunun immiinohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: B hiicresi)
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Sekil :4.17 Anti-PI3K Antikoru ile pozitif, STZ+HT grubunun immiinohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: B3 hiicresi)
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4.3.3. pAKT Immiinohistokimyasal Boyama

pAkt Negatif

—0 =+ 3 0 RN

— T+ NH®W

Sekil :4.18 Anti-pAKT Antikoru ile gruplarin pozitif ve kontrol negatif boyanmasi
(400x)
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Tim gruplardaki deneklerin  pankreas dokusu Anti-pAKT antikoru ile
immiinohistokimyasal boyama sonrasi incelenerek analiz edildi. Anti-pAKT Antikoru
ile yapilan incelemede; pAKT sekresyonunun Langerhans adacigi 88 hiicrelerinde oldugu
goriilmektedir. Kontrol ve HT gruplarinda B hiicrelerinde yogun ekspresyon mevcut
iken STZ VE STZ+HT gruplarinda STZ’de daha fazla olmak iizere ekspresyonda
azalma gozlendi. Diyabetik gruplara Hidroksitirozol uygulanmasi ile ekspresyonundaki
degisim Sekil 4.18’de gosterilmistir. Kontrol ve HT gruplar1 arasinda ekspresyon
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p=0,9044). STZ grubu;
HT ve Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda ekspresyonda istatistiksel olarak anlaml
azalma oldugu goriildii (p<0.001). STZ grubu STZ+HT grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak ekspresyonda anlamli bir azalma goriildii (p<0,001), STZ+HT grubu
ile Kontrol ve HT gruplart karsilastirildiginda STZ+HT grubunda ekspresyonda
istatistiksel olarak anlamli azalma bulundu (p<0.001) (Sekil 4.30).
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Sekil :4.19 Anti-pAKT Antikoru ile pozitif Kontrol grubunun immiinohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: B hiicresi)
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20 um

Sekil :4.20 Anti-pAKT Antikoru ile pozitif HT grubunun immiinohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: B hiicresi)
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Sekil :4.21 Anti-pAKT Antikoru ile pozitif STZ grubunun immiinohistokimyasal
boyanmasi (400x) (Kirmizi ok: B hiicresi)
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Sekil :4.22 Anti-pAKTAntikoru ile pozitif STZ+HT grubunun immiinohistokimyasal
boyanmasi (400x) (Kirmiz1 ok: B hiicresi)
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4.3.4. GLUT-2 immiinohistokimyasal Boyama

Glut 2

CORHZOR

Sekil :4.23 Gruplarin anti-GLUT-2 Antikoru ile pozitif ve kontrol negatif boyamasi
(400x)
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Tiim gruplardaki deneklerin  pankreas dokusu Anti-GLUT-2 antikoru ile
immiinohistokimyasal boyama sonrasi incelenerek analiz edildi. Anti-GLUT-2 Antikoru
ile yapilan incelemede; GLUT-2 sekresyonunun Langerhans adacigr B hiicrelerinde
oldugu goriilmektedir. Kontrol ve HT gruplarinda B hiicrelerinde yogun ekspresyon
mevcut iken STZ VE STZ+HT gruplarinda STZ’ de daha fazla olmak (izere
ekspresyonda azalma goézlendi. Diyabetik gruplara Hidroksitirozol uygulanmasi ile
ekspresyonundaki degisim Sekil 4.23’te gosterilmistir. Kontrol ve HT gruplar arasinda
ekspresyon agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p= 0,603).
STZ grubu; HT ve Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda ekspresyonda istatistiksel
olarak anlamli azalma oldugu goriildii (p<0.001). STZ grubu STZ+HT grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak ekspresyonda anlamli bir azalma goriildii (p=
0,036), STZ+HT grubu ile Kontrol ve HT gruplan karsilastirildiginda STZ+HT
grubunda ekspresyonda istatistiksel olarak anlamli azalma bulundu (p<0.001) (Sekil
4.31).
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Sekil :4.24 Anti-GLUT-2 Antikoru ile pozitif Kontrol grubunun immiinohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: B hiicresi)
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Sekil :4.25 Anti-GLUT-2 Antikoru ile pozitif HT grubunun immiinohistokimyasal
boyanmasi (400x) (Kirmiz1 ok: B hiicresi)
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Sekil :4.26 Anti-GLUT-2 Antikoru ile pozitif STZ grubunun immiinohistokimyasal
boyanmasi (400x) (Kirmiz1 ok: B hiicresi)
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Sekil :4.27 Anti-GLUT-2 Antikoru ile pozitif STZ+HT grubunun immiinohistokimyasal
boyanmasi (400x) (Kirmiz1 ok: B hiicresi)
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4.4, Immiinohistokimyasal Analiz

4.4.1. Anti-Insulin Antikoru ile Immiinohistokimyasal Analiz

< 15— Insiulin
>
)
=]
=
>
»O)
@]
>_
£ 10
c
©
>
o
m
©
(2]
@©
>
E 5=
< a,b,c
%
=
2 a,b
]
£
£ 0
KONTROL  HT STZ STZ+HT

a: Kontrole gore anlamliligi gosterir
b: HT'ye gbre anlamlihd gosterir
c: STZ'ye gore anlamhhigi gosterir

Sekil :4.28 Pankreastaki Langerhans adacigmin anti-insiilin  antikoru ile
immiinohistokimyasal boyanma yogunlugu. (P<0,05)

Grafikte kontrol ile HT gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gortilmezken,
STZ ile Kontrol ve STZ ile HT gruplar1 arasinda anlamli fark goriildii. Yine grafikte
STZ+HT ile Kontrol, STZ+HT ile HT ve STZ+HT ile STZ gruplar arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir fark goruldi (P<0,05) (Sekil 4.28).
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4.4.2. Anti-P13K Antikoru ile Immiinohistokimyasal Analiz

PI13K
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a: Kontrole gore anlamliligi gosterir
b: HT'ye gore anlamlihdi gosterir
c: STZ'ye gbre anlamhlig gosterir

Sekil :4.29 Pankreastaki Langerhans adaciginin anti-PI3K antikoru ile
immiinohistokimyasal boyanma yogunlugu. (P<0,05)

Grafikte Kontrol ile HT gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
goziikmezken, STZ ile Kontrol ve STZ ile HT gruplar arasinda anlamh fark goriildii.
Yine grafikte STZ+HT ile Kontrol, STZ+HT ile HT ve STZ+HT ile STZ gruplar
arasinda istatiksel olarak anlaml fark goriildii (P<0,05) (Sekil 4.29).
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4.4.3. Anti-pAKT Antikoru ile Immiinohistokimyasal Analiz
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a: Kontrole gore anlamlihgi gosterir
b: HT'ye gore anlamhhg: gosterir
c: STZ'ye gore anlamhligi gosterir

Sekil :4.30 Pankreastaki Langerhans adaciginin anti-pAKT antikoru ile
immiinohistokimyasal boyanma yogunlugu. (P<0,05)

Grafikte Kontrol ile HT gruplart arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gérilmezken,
STZ ile Kontrol ve STZ ile HT gruplari arasinda anlamli fark goriildii. Yine grafikte
STZ+HT ile Kontrol, STZ+HT ile HT ve STZ+HT ile STZ gruplar1 arasinda istatiksel
olarak anlamli fark goriildii (P<0,05) (Sekil 4.30).
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4.4.4. Anti-GLUT-2 Antikoru ile Immiinohistokimyasal Analiz
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a: Kontrole gore anlamlihgi gosterir
b: HT'ye gore anlamliligi gosterir
c: STZ'ye gore anlamlihg gosterir

Sekil : 4.31 Pankreastaki Langerhans adaciginin anti-GLUT-2 antikoru ile
immiinohistokimyasal boyanma yogunlugu. (P<0,05)

Grafikte Kontrol ile HT gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gériilmezken,
STZ ile Kontrol ve STZ ile HT gruplari arasinda anlamli fark goriildii. Yine grafikte
STZ+HT ile Kontrol, STZ+HT ile HT ve STZ+HT ile STZ gruplar1 arasinda istatistiksel
acidan anlaml bir fark gortldi (P<0,05) (Sekil 4.31).
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5. TARTISMA

Temel olarak 4 tip altinda simniflandirilan DM, kan glikoz seviyesinde artis olan, yani
hiperglisemi ile karakterize edilen bir grup metabolik hastalig1i ifade eder. Ciddi
hiperglisemi, politiri, polidipsi, yorgunluk, performans diisiikliigii, aciklanamayan kilo
kayb1, gorme bozukluklari ve enfeksiyonlara yatkinlik gibi klasik belirtilere neden
olabilir. Ayrica, ketoasidoz veya ketoasidoz olmayan hiperosmolar sendrom gibi
durumlarla, komaya kadar varan ciddi sonuglar dogurabilir. Kronik hiperglisemi, insulin
salimmmi veya etkisinin bozulmasina yol agar ve uzun vadeli hasarlarla ve cesitli
dokularin ve organlarin fonksiyon bozukluklariyla (gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve

damarlar) baglantilidir [201].

HT, zeytinyaginda en yiiksek konsantrasyonda bulunan fenoldiir ve ayni zamanda
viicuttaki oleuropein metabolizmasinin bir triiniidiir [202]_[203]. Son yirmi yilda, HT
tizerinde yapilan ¢aligmalardan elde edilen kanitlar HT nin antioksidan 6zelliklere sahip
oldugunu, glikoz ve lipid homeostazin1 etkiledigini ve diyabete karsi koruma

saglayabilecegini gostermektedir [158], [204], [205], [206], [207][208].

PI3K/AKT sinyali, blylime ve glikoz homeostazi, lipid metabolizmasi, protein sentezi
ve hiicre proliferasyonu ve hayatta kalmasi gibi siirecler sirasinda biliyiime faktori
sinyallerine aracilik ederek hiicre fizyolojisinde merkezi gorevler alir [209]. Vucudun
cesitli dokularinda hasar goren PI3K/AKT yolu, insiilin direnci sonucu obezite ve tip 2
diyabete yol agar ve buna karsilik insiilin direnci, PI3K/AKT yolunu siddetlendirerek
bir kisir dongii olusturur [210].

Pankreas, temel olarak dort tip hiicreden olusur; bunlardan pankreatik 8 hiicreleri, kan
glikoz konsantrasyonuna yanit olarak insulin {reterek ve salgilayarak glikoz
homeostazini siirdiirmede hayati rol oynar. Insiilin, PI3K/AKT yolag: aracilifiyla B

hiicre fonksiyonunu ve insiilin salinimini diizenler [211][210].

Glikoz tagima proteinlerinin (GLUT) kesfi, glikoz un tasinmasinin memeli hiicrelerinde,
bu proteinlere glikozun baglanmasiyla diizenlendigini gosterir, bu sayede glikoz,
kolaylastirilmis difiizyon ile hiicrelere giris c¢ikis yapar. Su ana kadar altidan fazla
GLUT tanimlanmistir. GLUT-2 6zellikle karaciger, bobrek, ince bagirsaklar ve pankreas
beta hiicrelerinde bulunur [211], [212], [213], [214]. Pankreas B hiicrelerinde GLUT-2,
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insiilin sekresyonunun artmasina neden olan glikoz seviyelerindeki kiiciik degisiklikleri

algilayan bir glikoz sensorii gorevi goriir [215].

Khaled Hamden ve ekibinin (2009) yaptigi ¢alismada, saflagtiritlmis HT nin alloksan
kaynakli diyabetik ratlarda oksidatif stres ve hiperglisemi {iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir. 180-200 g agirhigindaki erkek wistar siganlar1 kullanilarak yapilan
calismada; siganlara normal salin i¢inde alloksan monohidrat ile i.p. tek dozla [ (NaCl%
150.0 tamponunda (pH 9) (7 mg / kg viicut agirligi)] hiperglisemi gelistirilmistir.
Siganlar, kontrol, HT ve diger tedavi gruplar1 olmak iizere 5 farkli gruba ayrilmustir.
Saflastirilmig hidroksitirozol i.p. 20 mg/kg viicut agirligi dozunda uygulanmistir. 2 aylik
tedaviden sonra yapilan kan glikoz olgtimlerinde kontrol ve HT gruplarinda belirgin bir
fark gortlmezken, alloksan verilen ratlarda yiksek glikoz seviyeleri tespit edilmistir.
HT tedavisi, kan glikoz seviyelerinde anlamli bir diisiise neden olmustur. HT tedavisi
alan ratlarda hepatik toksisite gostergeleri olan TBARS, bilirubin ve yag kistlerinde
azalma gozlemlenmistir. Karaciger ve bobrekte hepatik glikojen, dolasimdaki yiiksek
yogunluklu lipoprotein ve antioksidan enzimlerin (SOD, CAT ve GPX) HT tedavisiyle
arttigr goriilmiistiir. Ozellikle sigan pankreas dokusunun HT ile tedavisinin, insiilin
sekresyonunda hiperglisemiye baglh diislisi azalttigi goriilmUstir. Bu, HT'nin
hiperglisemik durumlarda pankreasta insiilin sekresyonunu artirabilecegini gdsterir

[216].

Jemai ve ark. (2009) tarafindan, Oleuropein ve HT nin antidiyabetik ve antioksidatif
etkilerini test etmek amaciyla tasarlanan ¢alismada, Wistar irki sicanlarinda diyabet,
alloksanin intraperitoneal enjeksiyonlari ile indiiklenmistir. Serum glikoz, kolesterol,
hepatik glikojen, TBARS, hepatik ve serum antioksidan sistem bilesenleri detayli olarak
incelenmistir. Diyabetik si¢anlarda hiperglisemi, hiperkolesterolemi, artmis lipid
peroksidasyonu ve azalmis antioksidan enzim aktiviteleri gozlemlenmistir. Her iki
bilesigin (oleuropein ve HT) 8 ve 16 mg/kg viicut agirligina denk gelen dozlarimin 4
hafta boyunca uygulanmasi, serum glikoz ve kolesterol diizeylerinde énemli dlgiide

azalma saglamis ve antioksidan bozulmalari diizeltmistir [217].

Khaled Hamden ve ekibinin (2009) yaptigi ¢alisma ile Jemai ve arkadaslari (2009)
tarafindan alloksanla olusturduklar1 diyabet modelinde ulastiklar1 sonuglar,[216], [217]
calismamiza benzer olsa da HT ile antidiyabetik etkilere HT nin daha yiiksek dozlarinda

ulagtiklar1 goriilmiistiir. Bunun muhtemel sebebi alloksan ile indiiklenen diyabetin
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olusturdugu hasarin STZ indiiklii diyabetten daha yikici olmasi olabilir, STZ ve alloksan
indiiklii diyabet arasindaki farkliliga baska c¢alismalarla bakmak gerekebilir. Bunun
yaninda calismamizda farkli olarak diyabette HT’nin etkisine PI3K/AKT yolagi
tizerinden bakilmigtir. Yine ¢alismamizda farkli olarak insilin  ve Glut-2

ekspresyonlarinin degisimine bakilmigtir .

Hamden ve ark. (2010) tarafindan yapilan baska bir calismada, HT’ nin bagirsak
disakkaridazlar1 ve lipaz aktiviteleri tizerindeki etkisi ile diyabetik ratlarda pankreas
toksisitesi tlizerindeki inhibitdr etkisi incelenmistir. Erkek Wistar siganlarina i.p STZ
(150 mg/kg) ve nikotinamid (1000 mg/kg) enjeksiyonlar1 uygulanarak diyabet
olusturulmustur. Diyabet gelisen siganlar, 20 mg/kg HT ile 2 ay boyunca tedavi
edilmistir. HT tedavisi, kan sekeri, LDL-kolesterol ve plazma trigliseritlerini diigiirdiigii,
HDL-kolesterol diizeyini ise artirdigi goriilmistiir. HT ile yapilan tedavi antioksidan
enzim aktivitelerini artirmis, zararli AGE olusumunu azaltmistir. Pankreas hiicreleri,
diisiik seviyelerde TBARS ve LDH aktivitesi gostermistir. Bu bulgular, HT'nin anti-
diyabetik ve hipokolesterolemik ilaglarin gelistirilmesinde potansiyel terapdtik ajan

olarak kullanilabilecegi fikrini desteklemektedir [157].

Ristagno ve ark. (2012), erkek sprague-dawley si¢anlarinda 6 hafta boyunca 10 ve 100
mg/kg'lik dozlarda intragastrik gavaj ile glinlik HT uygulamadan 6nce intraperitoneal
STZ (60 mg / kg) enjeksiyonu ile diyabeti indiiklemislerdir. Yapilan arastirmada, HT'nin
plazma TBARS diizeylerindeki hiperglisemiye bagli artiglar1 inhibe ettigi ve aym
zamanda sinir iletim hizi, termal nosisepsiyon ve Na/K-ATPaz aktivitesindeki
bozulmalar1 6nledigi belirlenmistir. Bu ¢aligmada, HT'nin diyabetin neden oldugu

periferik néropatiyi azaltabilecegi sonucuna varilmistir [218].

Lopez-Villodres ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, diyabet 50 mg / kg enjekte
edilen STZ ile indiiklenmeden once erkek Wistar siganlarina 7 giin boyunca giinliik 0.5,
1, 2.5, 5 ve 10 mg / kg dozlarinda oral HT verilmistir. Diyabet indiiksiyonundan sonra
iki ay HT tedavisine devam edilmistir. HT ile tedavi, tedavi edilmeyen diyabetik gruba
kiyasla kan glikozunu disiirdiigii, oksidatif ve nitrozatif stresleri, inflamatuar
belirtegleri, trombosit agregasyonunu ve aort duvarindaki hasar1 azalttigi goriilmiistiir.
Boylece calismada HT'nin diyabetin neden oldugu vaskiilopati veya kan damari

iltihabin1 azaltabilecegi sonucuna varilmistir [219].
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Reyes ve ark. (2017), 5 grup sigan iizerinde deneysel DM’de HT’nin néroprotektif
etkisini arastirdiklar1 caligmada intravendz STZ (50 mg / kg) ile diyabeti indiiklemeden
once 7 giin boyunca 1, 5 ve 10 mg / kg'hk dozlarda gavaj yoluyla erkek Wistar
sicanlarina HT wuygulamistir. Diyabet indiiksiyonunu takiben 2 ay boyunca HT
tedavilerine devam edilmistir. Bu deneylerde 10 mg/kg‘lik dozun en iyi etkiyi gosterdigi
ortaya konmustur. Lipid peroksidasyonu, nitrozatif stres, hiicre 6liimii ve beyin iltihab1
belirteglerinde azalma (IL-1B ve prostaglandin E**2) HT'nin hipergliseminin siddetini
azaltarak diyabete karsi noroprotektif etki ortaya koyabilecegini gostermistir [220].

José Antonio Gonzalez-Correa ve ark. (2018) tarafindan yapilan deneysel diyabetik
retinopatide HT’nin néroprotektif etkisi: Kardiyovaskiiler biyobelirteclerle iliskisi
baslikli ¢aligmalarinda, Kontrol, STZ, HT (1 mg / kg / giin)+ Diyabetik Rat (DR), HT (5
mg / kg / gun)+DR olmak Uzere hayvanlar1 dort grup altinda incelemislerdir. HT ile
tedavi, diyabete neden olmadan 7 giin 6nce baslanmis ve 2 ay boyunca sirddrilmastiir.
Yapilan ¢alismayla 6zellikle 5 mg/kg/giin HT dozunun retinal ganglion hiicre sayisini
anlamli olarak etkiledigini gdstermistir. Sonug olarak, HT'nin kan glikozunu diisiirerek
diyabetik retinopati iizerinde noroprotektif etkisi oldugu ve bu etkinin bazi
kardiyovaskiiler ~biyobelirteclerdeki degisikliklerle anlamli olarak iliskilendigi
bulunmustur [221].

Weirong Wang ve arkadaglari (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, STZ ile indiiklenmis
diyabet modelinde, 4 hafta boyunca intragastrik gavaj ile HT (77 mg/kg/gilin)
uygulanmasi, plazma glikoz diizeylerini ve oksidatif stres belirteclerini NO,
malondialdehiti azaltirken, torasik aort ve insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde
serum SOD ve SIRT1 ekspresyon diizeylerini artirdigi bulunmustur. Bu ¢alisma, HT'nin
oksidatif stresi azaltma ve hiperglisemi ve hiperlipidemiyi hafifletme kapasitesine sahip

oldugunu gostermistir [222].

DM nin, hiperglisemiyle oksidatif stresi tetikledigine ve insiilin fonksiyon bozukluguna
katkida bulunduguna inanilan insiilin direnci ile karakterize metabolik bir hastalik
oldugu disiiniilmektedir [223]. Diyabete bagli oksidatif stres kaynakli birgok
komplikasyonun tedavisinde, HT gibi antioksidatif etki gosterdigi kanitlanmig
maddelerin tedaviye destek olabilecegi yapilan bir¢ok calismayla ortaya konmustur. Bu

caligmalarin ¢ogu HT’nin diyabet Ozelinde antidiyabetik, antioksidatif ve
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hiperglisemiye kars1 etkinlik gostererek birgok diyabetik komplikasyon {izerinde olumlu
etkiler ortaya koyabilecegi bulunmustur [157], [218], [219], [220], [221], [222].

Her ne kadar calismamiz 6zel bir DM komplikasyonuna odaklanmis olmasa da;
Pankreas B hiicrelerinde HT’nin koruyucu etkisini ortaya koyarak, bu g¢aligmalara
paralel sekilde DM komplikasyonlarina karst HT’nin koruyuculuguna katkida
bulunmaya c¢alistik. Bunun yaninda farkli olarak HT’nin antidiyabetik etkisini
PI3K/pAKT yolagi {izerinden Glut-2 ve insililin ekspresyonunu artirarak ortaya
koydugunu bulduk. Bu zamana kadarki literatiir de HT’nin PI3K/pAKT yolagi
tizerinden DM iizerindeki etkisini ortaya koyan ¢aligmalara rastlanmamaistir. Bu yoniiyle
calismamiz HT nin antidiyabetik etkinliginin hangi yolak iizerinden oldugu hakkinda
fikir verici olarak kabul edilebilir.

Ningning Wang ve arkadaglar1 (2018) tarafindan yiiriitillen ¢alismada, diyete bagl
obezite farelerinde HT (10 hafta boyunca 20 mg / kg / gilin) uygulanmasi, aglik glikozu
ve insiilin direncinin (IR) diismesine ve yag ile iskelet kast dokusunda GLUT4
ekspresyonunun artmasma neden olmustur. Yag dokusunda insiilin sinyalinin
modulasyonu, IRS-1'in serin fosforilasyonunun azalmasi ve HT ile artan Akt
fosforilasyonu ile gosterilmistir. Bununla birlikte, HT'nin karacigerde hepatik steatozu,
lipid birikimini ve SREBP-1 mRNA ekspresyonunu inhibe ettigi bulunmustur; ayrica
yag dokusunda endoplazmik retikulum stresi gostergelerini azalttigi goriilmiistiir. In
vitro ¢aligmalar, HT takviyesinin ER stresini azalttigin1 ve bu sayede asagi akig JNK /
IRS yolunu kurtardigint dogrulamistir. Bu bulgular, HT'nin kronik inflamasyonu ve
IR'yi iyilestirdigini, ER stresinin yararli modiilasyonu ile obezitede hepatik steatozu

azalttiginmi diisiindiirmektedir [224].

Ningning Wang ve arkadaglarinin (2018) ortaya koydugu c¢alismada[224] Glut-4 {in yag
ve iskelet kasi Tlizerindeki artan ekspresyonunun arastirilmis olmasi HT’nin
antidiyabetik etkinligini arastirdigimiz literatiirde GLUT kullanilmis oldugunu
gordiigiimiiz tek calismaydi. Farkli olarak ¢alismamizda GLUT-2’nin pankreas dokusu
Langerhans adaciklar1 B hiicreleri iizerindeki etkisini arastirdik ve GLUT’larin HT
diyabet iliskisi icinde kullanilmasina katkida bulunmaya calistik, GLUT’ larin HT
diyabet iliskisi i¢inde daha sik kullanilmasinin HT’nin antidiyabetik etkisinin
anlasilmasi i¢in faydali olacag: diisiincesindeyiz. Yine bu calismada insiilin sinyalinin
modiilasyonu artan Akt fosforilasyonuyla yag dokusunda gosterilmistir, ¢alismamizda

ise farkli olarak hem pankreas Langerhans adaciklarini hem de Akt’nin yaninda PI3K’y1
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da kullanarak insiilinin ve GLUT-2"nin ekspresyonu iizerinden bunu anlamaya caligtik.
Bu yoniiyle calismamiz insiilinin ana tretim yeri pankreas [ hiicreleri iizerine
spesifiklesti. PI3K/Akt sinyal yolunu kullanarak HT’nin pankreas tizerindeki
antidiyabetik ve koruyucu etkisini histolojik ve immiinohistokimyasal olarak mimkin

oldugunca fazla kanitla ortaya koymaya calistik.

Nicola Marrano ve arkadaglar1 (2021) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, EVOO

polifenollerinin B hiicre fonksiyonu ve sagkalim iizerindeki etkileri arastiritlmistir. [225]

Bu calismada, cesitli fenolik bilesiklerin (PC), 6zellikle HT, tirosol, apigenin, vanilik
asit, vanilin, oleuropein, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapik asitlerin B hicre
fonksiyonu ve sagkalim tizerindeki etkileri incelenmistir. INS-1E hiicreleri, ana EVOO
PC'lerine 10 uM konsantrasyonunda 24 saat maruz birakilmistir. Bu kosullarda,
sagkalim, insiilin biyosentezi, glikoz ile uyarilan insiilin sekresyonu (GSIS) ve hiicre i¢i
sinyal aktivasyonu (protein kinaz B (AKT) ve cAMP yanit eleman1 baglayici protein
(CREB) degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara goére, HT, tirosol ve apigenin, 3 hiicre
proliferasyonunu ve insiilin biyosentezini artirmistir. Calisma ayrica, HT, tirosol ve
apigenin kombinasyonunun insan pankreas adaciklarinda glikoz ile uyarilan insiilin
sekresyonunu (GSIS) destekledigini gostermistir. Bu sonuglar, HT, tirosol ve apigenin'in
B hiicre sagligin1 destekleyebilecegini, bu da EVOO'nun veya bu bilesiklerle
zenginlestirilmis takviyelerin T2DM hastalarinda insiilin sekresyonunu artirabilecegini

ve glisemik kontrolii destekleyebilecegini diisiindiirmektedir [225].

Nicola Marrano ve arkadaglarinin (2021) yaptigi bu caligma pankreas f hiicrelerinde
AKT ile hiicre i¢i sinyal aktivasyonunun [ hiicre fonksiyonu ve sagkalim iizerindeki
etkileri PI3K ile ¢calismamizda benzer sekilde incelenmistir.[225]. Bizim ¢alismamizda
farkli olarak PI3K, AKT ile degerlendirilmistir. Yine ¢alismamizdan farkli olarak bu
calismada pankreas adaciklarinda glikoz ile uyarilan insiilin sekresyonunu (GSIS)
sadece HT ile degil EVOO’nun birgok bileseniyle destekledigini ortaya koymuslardir.
Oysa biz ¢alismamizda bunu sadece HT ile ortaya koyarak, beta hiicre fonksiyonu ve
sagkalim tizerindeki etkinin temelde HT ile olabilecegini diisiindiik. Yine de daha fazla
calismayla EVOO bilesenleri arasindaki etkinin karsilastirildigi ¢alismalarla bu

diisiincemizin desteklenmesi gerekir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda STZ ile indiikklenmis DM’de HT’nin hiperglisemiyi diisiiriicii etkisinin
pankreasin Langerhans adaciklarinda PI3K/AKT yolagi f{izerinden yaptig1 ortaya
konmustur. STZ ile indiiklenmis DM’de HT uygulanmasi ile pankreas [} hiicrelerinde
GLUT-2 ve insiilin proteininin ekspresyonunda artis immiinohistokimyasal olarak
ortaya konmustur. Yaptigimiz ¢alismada tip 1 DM’de HT’nin GLUT-2 ve insiilin
sekresyonunu pankreas Langerhans adaciklarinda PI3K/AKT yolagiyla artirdigim
bulduk. Tip 1 DM ve buna bagli komplikasyonlarin, HT nin antihiperglisemik
etkisinden yararlanarak mevcut tedavilere ek olarak kullanilabilecegi; bu sayede diyabet
komplikasyonlarina bagli gelisebilecek morbidite ve mortaliteye karsi koruyucu
olabilecegi Ongorulmektedir. Mevcut sonuglarin yapilacak invitro ve invivo deneysel

caligsmalar ile desteklenmesi Onerilmektedir.
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