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SEMBOLLER / KISALTMALAR LiSTESI

pg: mikrogram

pum : mikrometre

ADA: Amerikan diyabet cemiyeti
ADP : Adenozin difosfat

AEC : 3-Amino-9 etil karbazole
AMCA: Amino-metil-kumarin asetik asit
ATP: Adenozin trifosfat

DM: Diabetes Mellitus

EC: Enterokromafin hiicresi

FITC : Fluoresin izotiyosiyanat
GDM: Gestasyonel diabetes Mellitus
GH : Biiyiime hormonu

GIn14: Glutamin 14

GLUT-2: Glukoz tastyicisi 2

GPCR: G-protein bagli reseptor

IP 5: inositol 1,4,5-trisfosfat

i.p. : Intraperitonal

kDa : Kilo dalton

kg : kilogram

ng: nanogram

OGTT: Oral glukoz tolerans testi
PP: Pankreatik polipeptid

RT-PCR :Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
s.c.: subkutandz

Ser :Serin

STZ : Streptozotosin

T1DM: Tip 1 Diabetes Mellitus
T2DM: Tip 2 Diabetes Mellitus
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OZET

TURK N. Ekzojen ghrelin verilen yeni dogan STZ-diyabetik sican pankreasinda
obestatin ve insiilin peptidlerinin incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, T1ibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul 2009

Tip 2 diyabet insiiline kars1 periferal direncin gelismesi ile birlikte goriilen
kompleks bir metabolik hastaliktir. Preproghrelinin posttranslasyonel islenmesinden
tiirevlenen 23 amino asit iceren obestatin ilk kez 2005 yilinda kesfedildi. Ekzojen
ghrelin verilen diyabetik siganlarda obestatin peptid degisiklikleri gosterilmemistir. Bu
calismada yeni dogan diyabetik sicanlara ekzojen ghrelin verilmesinin insiilin ve
obestatin peptidlerine, kan glukozuna ve viicut agirliklarina etkilerinin incelenmesi
amaclandi. Wistar tipi albino yeni dogan sicanlar 4 gruba ayrildi. Grup I: Kontrol (K)
(n=13): Yeni dogan sican grubuna fizyolojik su intraperitonal (i.p) olarak verildi. Grup
II: Ghrelin (GHR) kontrol (n=13): Siganlara {igiincii giinden itibaren 100 pg/kg/giin
ghrelin uygulandi. Grup III: Streptozotosin (STZ) verilen grup (n=9): Dogumu izleyen
ikinci giinde 100 mg/kg STZ tek doz i.p. olarak verildi. Grup IV: STZ+GHR (n=7):
Diyabetik sicanlara 100 pg/kg/giin ghrelin dort hafta siire ile verildi. Dordiincii haftanin
sonunda pankreas doku 6rnekleri alinarak parafine gomiildiiler. Rutin inceleme i¢in
kesitler Hematoksilen & Eozin ile boyandi. Obestatin ve insiilin peptidleri
immiinohistokimya yontemi ile gosterildi. Dort hafta boyunca yeni dogan siganlarda
STZ -diyabetik ve STZ+GHR gruplarinin viicut agirliklari istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunmadi. STZ ve STZ+GHR gruplarina ait 1., 2.
ve 4. hafta kan glukoz degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark
saptandi. STZ-diyabetik ile STZ+GHR gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
anlaml bir fark saptanmamasina ragmen STZ+GHR verilen grubun insiilin ve obestatin
immiin pozitif hiicre sayilarinda artig gézlendi. Bulgularimiz, yeni dogan sigcanlara

ghrelin verilmesinin STZ diyabet etkilerini azaltabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ghrelin, yeni dogan-STZ diyabetik, obestatin, insiilin, pankreas

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-1867
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ABSTRACT

TURK N. Investigation of obestatin and insulin peptides by exogenous ghrelin
administrated in newborn STZ-diabetic rat pancreas. Istanbul University, Institute of

Health Science, Medical Biology Department. Master thesis. Istanbul. 2009.

Type 2 diabetes is a complex and metabolic disease that characterizes with
development of peripheral resistance against insulin. Obestatin is a 23 amino acid
peptide that derived posttranslational processing of proghrelin which discovered in
2005. The aims of the study are to evaluate the effect of ghrelin treatment on body
weight, blood glucose levels, obestatin and insulin peptides in pancreas of neonatal
streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats. In this study, Wistar type albino newborn
rats divided into 4 groups. Group I (n=13): The saline administrated intraperitonally
(i.p.). Group II (n=13): Newborn control rats were treated 100 pg/kg/day ghrelin for
four weeks from the day three. Group III (n=9): Second day after the birth 100 mg/kg
STZ was injected a single dose to the newborn rats to induce neonatal STZ diabetes (n2-
STZ). Group IV (n=7): The n2-STZ animals were treated with ghrelin given for four
weeks. End of the fourth week, pancreas samples were taken from animals and
embedded in paraffin wax. The blood glucose levels and body weights were measured.
Pancreas sections examined for histological changes and by immunohistochemistry for
expression of obestatin and insulin. During the experimental period, the administration
of ghrelin had no statistically significant effect on body weights in STZ-induced
diabetic rats compared to ghrelin treated diabetic rats. There was a significant difference
in blood glucose levels in STZ-induced diabetic rats compared to ghrelin treated
diabetic rats at 1.,2. and 4. week. Insulin and obestatin immune positive cell numbers
per islet showed an increase in ghrelin treated diabetic rats compared to the STZ-
induced diabetic rats but this increase was not statistically significant. These results

suggest that administration of ghrelin to neonatal rats may prevent effects of diabetes.

Key Words: Ghrelin, new born STZ-diabetic, obestatin, insulin, pancreas

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: T-1867



1. GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM), hiperglisemi, dislipidemi, glikoziiri ve bunlara eslik eden
birgok klinik ve biyokimyasal bulgu ile seyreden sistemik ve erken oliim riski yiiksek
kronik bir metabolizma hastaligidir. DM kan glukoz konsantrasyonlarinda artis ile
karakterize olan multifaktoriyel bir hastaliktir. Diabetes mellitus, glukoz
diizensizliklerine yol agan degisik derecelerdeki insiilin iiretimi ve periferel
kullanimindaki eksiklikle tammlanir. Insiilin {iretimindeki eksiklik hiperglisemik

etkilere neden olur (13, 59, 122).

Tip 2 diyabet, kompleks ve heterojen bir hastalik olarak diinyada 100 milyondan
fazla insani etkileyerek ciddi sosyo-ekonomik sonuglara neden olmaktadir (106). Tip 2
diyabet, insiilin iretimi eksikliginden ziyade {iretilen insiilinin  salgilanma

fonksiyonlarinin artarak kotlilesmesi ve insiiline karsi periferel direncin gelismesi ile

karakterizedir (28).

Streptozotosin (STZ) pankreastaki beta hiicreleri lizerine toksik etki yaratarak
diyabete neden olan bir antibiyotiktir (11). STZ ile olusturulan diyabet modelleri
hastalik tiplerinin arastirilmasinda siklikla kullanilmaktadir (33, 79, 81, 89, 91, 119,
120, 124). Yeni dogan hayvanlara STZ uygulanan modellerde, hiperglisemi gelisir,
bozulmus glukoz toleransi ile birlikte tip 2 diyabet goriilmektedir (2, 68, 79, 106, 111,
125).

Ghrelin 28 amino asitlik, biiyiime hormonu salgilatict (secretagogue) reseptoriiniin
endojen ligandidir. Ghrelin 117 amino asit uzunlugunda preproghrelin olarak
sentezlenir. Preproghrelin 23 amino asitlik sinyal peptid ve 94 amino asitlik
proghrelinden olusur. Proghrelin ise 28 amino asit uzunlugunda olgun ghrelini ve 66
amino asitlik kuyruk kismimi igerir (70). Ghrelin peptidi pankreas, mide, barsak,
karaciger, akciger, bobrek, ovaryum, hipofiz, plasenta, prostat, deri, testis ve kolonda
incelenmistir (38, 46, 49, 72, 75, 78, 118). Hayashida ve ark. neonatal si¢an gelisiminde
ghrelinin 6nemli bir rol oynadigini gostermislerdir (49). Tip 2 diyabetli hastalarda
dolagimdaki ghrelin seviyesinin azaldigi bildirilmistir (66, 92). Acil ghrelinin yiiksek

konsantrasyonunun doza bagli olarak insiilin salinmmin1  uyardigi, disiik



konsantrasyonunun ise baskiladig: bildirilmistir (94). Farkli siirelerde erigkin si¢anlara
ghrelin verilmesinin insiilin seviyeleri lizerine farkl etkileri gosterilmistir (75, 94).
Preproghrelinin posttranslasyonel islenmesinden tiirevlenen 23 amino asitlik
obestatin 2005 yilinda Zhang ve arkadaslar1 tarafindan sican midesinden izole
edilmistir. Obestatin peptidinin gastrointestinal fonksiyonlar, enerji dengesi ve viicut
agirhigi iizerine etkilerinin ghrelinin tersi oldugu bildirilmistir (95, 128). Dun ve ark.
2006 yilinda ilk kez obestatin immiinreaktivitesini sican mide ve testisinde
saptamiglardir (30). Insan pankreas kiiltiir hiicrelerinde de obestatin immiinreaktivitesi
bildirilmistir (43). Immiinfluoresan isaretlemeyle obestatin sinyalleri eriskin sigan
pankreas1 ve gastrointestinal kanalinda gosterilmistir (129). Tip 2 diyabetli hastalarda
plazma obestatin seviyelerinin azaldig1 gosterilmistir (95), buna karsilik obestatin

peptidinin lokalizasyonu ve immiinreaktivitesi diyabet tiplerinde ¢alisiimamustir.

Postnatal pankreas obestatin ve ghrelin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif bir iligki
bildirilmistir (18). Siganlara in vivo ve in vitro sartlarda glukozla birlikte obestatin
verilmesinin insiilin salgilanmasint baskiladig1 rapor edilmistir (97). Yeni dogan STZ-
diyabetik sicanlara bir hafta siire ile yiiksek doz ghrelin verilmesinin insiilin
ekspresyonunu arttirdigi ileri siiriilmektedir (58). Tip 2 diyabetli hastalarda aktif ghrelin

plazma seviyelerinin azaldig: bildirilmistir (34).

Diyabet etkilerinin iyilestirilmesinde ekzojen ghrelin verilmesi yeni bir tedavi
modeli olabilir. Fakat ghrelin tedavisinin etkileri heniiz tam olarak agiklanamamuistir.
Yapilan literatiir taramalarinda ekzojen ghrelin verilen yeni dogan streptozotosin
diyabetik sican pankreasinda obestatin peptid ekspresyonunu inceleyen herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle ¢alismada dort hafta siire ile ekzojen ghrelin
verilen normal ve diyabetik pankreaslarda obestatin ve insiilin peptidlerini incelemeyi

amagcladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 PANKREAS

Pankreas (yunanca all flesh) sindirim enzimleri ve hormon salgilayan 6nemli
ekzokrin ve endokrin fonksiyonlar1 olan karma bir bezdir. Pankreas, baslica ekzokrin,
endokrin ve kanal hiicrelerinden olusmaktadir (4,55). Insan pankreas: salkim seklinde,
ortalama olarak 13-25 cm uzunlugunda ve 60-170 g agirliginda ¢ok loblu bir bezdir
(64). Pankreas bas, govde ve kuyruk olmak {izere ii¢ boliime ayrilir. Bag (proksimal)
kismi duedonum kivrimi boyunca uzanir, kuyruk (distal) kismi ise dalakla temastadir.
Aort, inferior vena cava, superior mezenterik ven ve arter gibi birgok biiyiik kan
damarina bitisik pozisyonda konumlanmis, portal ve dalak venleri ile direkt temastadir.
Adaciklar genellikle fibroblast ve kollajen liflerden olusan bir kapsil ile

cevrelenmiglerdir (64).
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2.1.1Embriyonik Gelisim

Embriyonik fare pankreasinda ilk olarak glukagon hiicresi dollenmeden sonraki 9.5
giinde, onu takiben insiilin salgilayan B hiicresi 10.5 giinde, son olarakta somatostatin ve
pankreatik polipeptit eksprese eden hiicreler 15.5 gilinde farklilasmaktadir (64).
Pankreas organogenezinde bir¢ok transkripsiyon faktorii gorev almaktadir (Sekil 2-2).
Erken kemirici embriyosunda pancreas On barsak duvarinda dorsal ve ventral
endodermal evaginasyonlardan kdken alir (29, 47, 99). Daha sonra olusan dorsal ve
ventral tomurcuklar biiyiiyerek ¢ok loblu yapiya farklilagsmaktadir (61, 99). Barsak
rotasyonu esnasinda dorsal ve ventral tomurcuklar kaynagmaktadirlar. Ventral tomurcuk
duedonum etrafinda rotasyon yapip barsak tiibiiniin dorsal boliimiinde dorsal tomurcuga
baglanmaktadir. Dorsal tomurcuk pankreasin en genis pargasini yani pankreas basinin
bir pargasini, tiim govdesini ve kuyrugunu olustururken; ventral tomurcuk ise pankreas
basinin posterior parcasini olusturmaktadir. Ekzokrin, endokrin ve kanal hiicreleri
endodermal epitelden kdken almaktadirlar (51, 53, 64). Dogumda B hiicreleri adacigin

ancak %50sini kaplarken, postnatal ¢cogalma sonucu hiicre sayis1 artmaktadir (64).
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Sekil 2-2: Pankreas organogenezi (53).

2.1.2.Dogum sonrasi (Postnatal) Adacik Gelisimi

Adacik kiitlesi fetusten eriskinlige dogru oldukca artmaktadir. Yeni dogan
insanlarda adaciklar pankreasin % 20sini olustururken, ¢ocuklarda (1,5 - 11 yas) % 7.5
ini,erigkinlerde ise % lini olusturmaktadir. Benzer veriler sigan ve sigirlar iginde
verilmigtir. B hiicre kiitlesi erigkin si¢an ve farelerde viicut agirligi ile dogrusal bir iliski
gostermektedir. Yeni adacik hiicreleri, neogenez ya da kanal epitel hiicrelerinin adacik

endokrin hiicrelerine farklilagsmasi veya c¢ogalmasi ile meydana gelmektedir (5, 64).



Bir¢ok yeni adacik dogumdan sonraki ilk birka¢ gilinde olusur ve emzirme donemi
bitiminde tekrar neogenez goriilmektedir. B hiicre ¢ogalmasi ge¢ gebelik ve yeni dogan
(neonatal) evrelerinde oldukga yiiksektir. Siitten kesme doneminde ufak degisiklikler
olsa da ¢ogalma 30-40 giine kadar goriiliir. Sicanlarda P hiicre sayist 15 aya kadar artis
gostermektedir. Sonrasinda ise hacimce artis yani hipertrofi goriilmektedir. Dogumdan
sonraki 2. haftada B hiicre kiitlesi, B hiicrelerinde yiiksek oranda ¢ogalma goriilmesine
ragmen ayni zamanda yiiksek seviyede apoptoz olmasindan dolay1r artis gostermez.
Sicanlarda yeni dogan evrede endokrin pankreas olusumu devam etmektedir.

B hiicrelerinin biiylimesinde bir¢ok uyarici olmasina ragmen, bilinen 3 ana faktor:
glukoz, biiyiime hormonu ve prolaktindir. B hiicre kiitlesi degisen ihtiyaglara gore
artiglar ve azalislarla dinamiktir. Hamilelik, obezite ve insiilin direnci durumlarinda
cogalma, neogenez, apoptoz ve hiicre boyutu (hipertrofi veya atrofi) kiitledeki bu

degisimlere katkida bulunur (64).

2.1.3.Ekzokrin Pankreas

Pankreasin ekzokrin fonksiyonlar1 sindirim enzimleri ve diger bilesenleri
duedonuma salan asiner hiicreleri tarafindan gergeklestirilir. Asiner hiicreler apikal
kutbunda yerlesmis amilaz, proteaz ve lipaz gibi bir¢ok sindirim enzimi i¢eren zimojen
graniilleri bulunan ve liimenlerin etrafinda yerlesen piramid sekilli hiicrelerdir. Bu
liimenler bliyiik kanallarla birleserek Wirsung kanalina agilir (10, 64). Wirsung kanali
kuyruk ve ana govde boyunca ilerler ve kanal dallar1 boyunca salgilar1 toplar.
Pankreasin bas kismina ulastiginda asagi dogru doner ve safra kanali ile birleserek

Vater ampullasindan duedonuma bosalir (10, 24, 64).



2.1.4.Endokrin Pankreas

Pankreasin endokrin fonksiyonu Langerhans adacik hiicreleri tarafindan
gerceklestirilir. Bu yapilar Alman doktor Paul Langerhans tarafindan 1869 yilinda

tanimlanmigtir (71).

2.1.4.1.Langerhans adaciklar

Langerhans adaciklar1 pankreasin multihormonal endokrin mikroorganlaridir.
Ekzokrin pankreas dokusu igine gomiilmiis yuvarlak hiicre topluluklar1 seklinde
goriiliirler. Metabolik diizenlemeden sorumlu olan pankreas boliimii, endokrin salgi
yapan ve insan pankreasinda sayilar1 1-2 milyon kadar olan Langerhans adaciklaridir
(86). Adacik sayisi eriskin farelerde yaklasik olarak 100-200 arasinda bazi baliklarda ise
tektir. Toplam pankreas agirliginin %1-2 kadarmi olusturan bu adaciklar, erigkin
insanlarda 1-1.5 g arasinda bir agirlikta, 100-200 um c¢apinda ve birkag¢ yiiz hiicre
icerir. Adacik igerigi birkac hiicreden 10,000 hiicreye kadar degisen boyutlarda ve 40
um den 400 um ye kadar degisen caplarda olabilir. Ortalama bir sigan adacigt 150 um
capinda ve 45 ng insiilin igermektedir (64). Buna karsin ekzokrin pankreas hiicreleri
arasma serpistirilmis kiiciik endokrin hiicre adaciklar1 da bulunur. Insan ve sican
pankreasinda kuyruk bdlgesinde biraz daha fazla olmak {izere bir milyondan fazla
adacik bulunabilir. Her adacik ag¢ik boyanan poligonal ya da yuvarlak hiicrelerin
olusturdugu kordonlar ile bu kordonlar1 birbirinden ayiran pencereli kapiller agdan
olusur. (4, 55, 64, 67). Langerhans adaciklarinda boyanma ozellikleri graniillerin
ultrastriiktiirel morfolojisi ve hormon igerikleri ile birbirinden ayrilan 4 esas hiicre
tipleri bulunur. Bunlara ek olarak diger baz1 hiicre tipleri de saptanmistir.
Daort ana hiicre tipi:
Beta (B) hiicresi (% 68); hormonu insiilindir. Cesitli dokular1 etkileyerek besin
fazlaliginda enerji depolanmasina yol acar. Kan glukoz diizeyini azaltir.  hiicreleri 250-
300 nm ¢apinda graniiller iceren poligonal hiicrelerdir. Her bir fare B hiicresinin
yaklasik 100.000 graniil igerdigi tahmin edilmektedir. Insiilin graniilleri elektron yogun
bir merkez igeren olgun ve elektron yogun bir merkez igermeyen olgunlasmamis olmak
lizere iki tiptir.
Alfa (a) hiicresi (% 20); hormonu glukagondur. Cesitli dokular etkileyerek glikojen ve

yagda depolanan enerjiyi glikojenoliz ve lipoliz yolu ile agiga ¢ikarir. Kan glukoz



diizeyini arttirir. Alfa hiicreleri genellikle B hiicrelerinden daha kiigiik, ve 200-250 nm
capl graniillere sahip hiicrelerdir.

Delta (9) hiicresi (% 10); hormonu somatostatindir. Lokal parakrin etkisiyle insulin ve
glukagon hormonlarinin salgilanmasini durdurur. Sigma hiicreleri genellikle a ve
hiicrelerinden daha kiiglik ve siklikla dendritik sekilli, 200-250 nm c¢apli graniillere
sahip hiicrelerdir.

Pankreatik Polipeptid (PP) hiicresi (% 2); hormonu pankreatik polipeptiddir. Bircok
gastrointestinal etkileri olan bir polipeptiddir. Gastrik ve intestinal enzimlerin salinimin
uyarirken intestinal hareketliligi durdurur. PP hiicreleri en degisken tip endokrin
hiicreleridir. Insan PP hiicre graniilleri 120-160 nm ¢apinda, ¢ok elektron yogun ve uzun
sekilli iken, kopek ve kedilerde yaklasik 300 nm c¢apinda kiireseldir (64).

Diger hiicre tipleri:

D, hiicresi; hormonu vasoaktif intestinal polipeptiddir. Glikojenolizi ve hiperglisemiyi
uyarir.

Enterokromafin hiicresi (EC); hormonu seratonindir ( 4, 55, 100, 114).

Ghrelin hiicresi (G); Insan pankreasinda ghrelin iireten hiicreler klasik pankreas
hormonlarindan higbirisini iliretmemekte ve yeni adacik hiicre tipi olarak ileri

stiriilmektedir (123, 124).

{ .“} Glukapon

. Somatostatin

=% Insulin

Sekil 2-3: Langerhans adacik diizeni (85).

Pankreas adaciklarinda diger adacik hormonlarinin salinimini etkileyen hormonlarin

bulunmasi adacigin gida-madde homeostazinin diizenlenmesinde salgilatict bir birim



olarak gorev yaptigini gosterir. Somatostatin; insiilin, glukagon ve PP salgilanmasini
inhibe eder; insiilin glukagon salgilanmasini inhibe eder; ve glukagon insiilin ve
somatostatin salgilanmasini uyarir. Birgok memelide glukagon ve somatostatin ile PP
salgilayan hiicreler genelde adaciklarin periferinde, insiilin salgilayan B hiicreleri ise
merkeze yerlesmislerdir (67). Ozgiin bir dagilim modeli gdsteren hiicreler arasindaki
yakin iletisim, adaciklarin bir biitiin olarak fonksiyon gdstermelerine neden olmaktadir

(86).

2.2 DIiYABET

Diabetes (Yunancada) ilk olarak MO 250 de viicuttan sivi kaybmi vurgulamak
amactyla kullanilmistir. Mellitus (Latince) diyabetiklerin iirelerini bala ve sekere
daldirilmis olarak tanimlamak i¢in Thomas Willis tarafindan, Diabetes mellitus terimi
ise ilk olarak 1674 te Willis tarafindan kullanilmistir (8, 67, 74 ). 1889 yilinda Mering
ve Minkowski pankreasi c¢ikarilan kopeklerde diyabet gelistigini gostermislerdir.
Pankreas bezi ve diyabet arasinda bag oldugu gdsterilmistir. (67, 74). Diabetes mellitus
(DM), karbonhidrat , yag ve protein metabolizmasindaki anormalliklerin ve cesitli
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin eslik ettigi, kan glukoz
konsantrasyonlarinda artis ile karakterizedir. Biitlin diyabetik durumlar yetersiz insiilin

desteginden veya bunun etkisine yetersiz doku yanitindan kaynaklanmaktadir (25, 55).

DM, hayvan tiirlerinde de goriilmekle beraber insanlarda siktir. ABD’de toplumun
%35-7 sinde DM oldugu hesaplanmistir. Bazen asidoz ve komaya yol agarak uzun siiren
diyabette mikrovaskiiler (diabetik retinopati, diabetik nefropati), makrovaskiiler (inme
ve miyokard infarktiis insidanslarinda artisa yol acan hizlanmis ateroskleroz ) ve
noropatik anormallikler (diabetik noropati; otonom sinir sistemi ile periferik sinirleri
tutar ve ekstremitelerdeki noropati ile birlikte aterosklerotik dolasim yetmezligi sonucu
ozellikle ayaklarda gangren) ek komplikasyonlar olarak gelisir (67).

Tip 1 diyabette pankreas adaciklarindaki insiilin iireten B hiicrelerinin otoimmiin
yikilimu ile insiilin eksikligi goriiliir. Tip 2 diyabet ise hatali insiilin reseptorii veya daha

stk olarak post reseptdr yolaklarindaki genetik ve/veya edinsel defektlerin fizyolojik
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yanit1 azalttigi zaman ortaya ¢ikar. Tip 2 diyabet insiilin eksikligi ile kombine sekilde

periferik insiilin direncinden kaynaklanan kompleks bir bozukluktur (55, 86, 100).

Diabetes mellitus: 1997 Amerikan Diyabet Cemiyeti/American Diabetes Association =
ADA tani kriterleri:

1.Diyabet semptomlarina ( poliiiri, polidipsi, kilo kaybi) ilave olarak rastgele bakilan
plasma glukoz konsantrasyonlarinin > 200 mg/dl (11.1 mmol/L) olmasi.

2. Aglik kan sekeri* > 126 mg/dL ( 7.0 mmol/L). *A¢lik demek en az 8 saattir kalori
alim1 olmamasidar.

3.0ral glukoz tolerans testi=OGTT de 2.saat plazma glukoz=PG > 200 mg/dl (11.1
mmol/L)

Emilim sonrast memelilerde kan glukoz konsantrasyonu 4.5-5.5 mmol/L arasinda
degismektedir. Karbonhidratli bir yemegin sindiriminden sonra 6.5-7.2 mmol/L ye
yiikselebilir ve aclik durumunda ise 3.3-3.9 mmol/L ye kadar diisebilir (25, 55, 82, 85,
86, 122).

2.2.1.Diabetes mellitus’un etyolojik siniflandirilmasi

1-Tip 1 diyabet (=T1DM)

2-Tip 2 diyabet (=T2DM)

3-P hiicre fonksiyonunun genetik defektleri:

( MODY=Maturity Onset of the Young, MODY1, MODY2, MODY3, MODY4,
MODYS5, MODY6) Genglerin ge¢ baslangigl diyabeti klinik olarak heterojen bir grup
hiperglisemik bozukluktur. Hastaligin baslangici tipik olarak 25 yasindan Oncedir,
siklikla ¢ocukluk ¢aginda ya da adolesen donemdedir. Giliniimiize kadar, MODY 1 den
MODY6 ya kadar alt1 farkli genetik mutasyon tarif edilmis ve numaralandirilmistir.
Mutant genler anormal glukoz olusumuna veya insiilin sekresyon bozukluguna veya her
ikisine birden neden olabilir.

4- Insiilin etkisinin genetik defektleri

Insiilin molekiilii veya onun reseptdriiniin anormallikleri diyabete yol agabilir.
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5- Ekzokrin pankreas hastaliklari

Adacik disindaki pankreas boliimiiniin hastaliklar1 da siklikla glukoz toleransi
bozukluklar ile birlikte goriilmektedir. Hiperglisemi sik olarak pankreas kanseri olan
hastalarda goriilmektedir.

6- Endokrinopatiler

Diger hormonal bozuklular (akromegali, Cushing sendromu, hiperiroidism) siklikla
glukoz intolerans1 ve bazen de diyabet ile birliktedir.

7- Ilag veya Kimyasal iliskili Diyabet

Birgok ilag diyabet gelisimine katkida bulunur. Cogu durumda ilacin kullanimi glukoz
intoleransina kargi altta yatan egilimi aciga ¢ikarir. Bu ilaglar siklikla kilo alinimina
sebep olabilir ayrica direkt olarak insiilin duyarliligini da degistirebilir. Diger
diyabetojenik ilaglar veya kimyasal ajanlar insiilin sekresyonunu azaltirlar veya 3 hiicre
yikimina yol agarlar. (Nikotinik asit, glukokortikoidler,tiroid hormonu, a-interferon)

8- Infeksiyonlar

Baz1 viral ajanlar, rubella, kabakulak ve adenoviriis dahil olmak iizere, TIDM da
immiin yanit1 etkileyen ‘gevresel’ faktor olarak dahil edilmislerdir.

9- Diyabete eslik eden diger genetik sendromlar

Diyabet veya bozulmus glukoz toleransi artan siklikla bircok sayida konjenital
bozuklukla (Down sendromu, Huntington hastaligi, Klinifelter sendromu, Miyotonik
distrofi, Prader-Willi sendromu, Turner sendromu) birlikte goriilmektedir. Cogu vakada
diyabet insiilin gerektirmez.

10- Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gebelik sirasinda tani1 konulan diyabete gestasyonel diyabet denir (GDM) (25, 64, 85,
122).

2.2.2.Tip 1 Diabetes Mellitus

DM olgularinin yaklasik %10 kadar1 bu smifta yer almaktadir. Tip 1 diabetes
mellitus (T1DM) B hiicre yikimindan kaynaklanan ciddi insiilin eksikligi ile
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karakterizedir. Dolasan insiilin konsantrasyonlari ihmal edilecek kadar azdir veya
tamamen yoktur. TIDM lu hastalarda sadece hiperglisemi ile degil, ketoz egilimi de
goriilmektedir. Bu sebeple bu bireyler yasamak i¢in insiiline bagimhdirlar (86). TIDM
de otoimmiin B hiicre yikimi goriilmektedir. Adacik inflamasyonu (instilitis) diyabet
gelismeden Once bu bireylerin pankreas dokularinda goriiliir.

T1DM Kklinik baslangici birkag giin veya hafta icinde gelisen belirgin hiperglisemi
ile goriiliir, siklikla kilo kaybi, halsizlik, poliiiri, polidipsi, géorme bulanikligi ile
karakterizedir. Ketoasidoz varlig1 agir insiilin eksikligini isaret eder hiperglisemiye yol

acar. TIDM siklikla 30-40 yasindan 6nce taninir (25).

2.2.2.1.Genetik Faktorler

Cogu otoimmiin hastalikta oldugu gibi TIDM de major doku uygunluk
kompleksindeki (MHC) genlerle iliskilidir (96). Kalitsal olan T1DM yatkinhk
mekanizmas1 olduk¢a karmasiktir. Multigenik bir 6zellik tasimakta ve ana lokus
6.kromozomdaki major histokompatibilite kompleksinde (MHC) yer almakta ve
9.kromozomda en az 11 lokus daha olaya katilmaktadir (86). TIDM da baz1t HLA larin
prevalansi artmistir ( DR3, DQ2 veya DR4, DQ8) veya bazilarininki azalmistir ( DR2,
DQ6) (25). TIDM da kalitimsal bir yatkinlik s6z konusudur. Tek yumurta ikizlerinden
birinde hastalifin gelismesi durumunda ikizin digerinde de ligte bir olasilikla hastalik

gelisir. Diger bir deyisle konkordansi yaklasik %33 tiir. (67).

2.2.2.2.Cevresel Faktorler

Mendel kalitimimi izlemeyen ve poligenik bir hastalik olan TIDM baslamasinda
cevresel faktorler rol oynamaktadir (25, 86). Viriisler; viral infeksiyonlar bireylerde
otoimmuniteyi baglatirlar. Adacik otoantikorlar1 enteroviral, rotaviriis, kabakulak,
rubella kizamik ve sugicegi infeksiyonlarindan sonra tespit edilmistir (25, 55). Ilaclar;
alloxan, streptozotosin, pentamidin ve vacor gibi kimyasallar B hiicre toksisitesine ve
hasarina sebep olmaktadir (25, 86).

Diyetsel faktorler; epidemiyolojik ve deneysel kanitlar erken yasamda diyetle inek
stitii proteini alinmamasinin genetik olarak TIDM’a yatkin ¢ocuk ve hayvanlarda

koruyucu oldugunu ileri siirmektedir. Cografi Farklilik; Iskandinavya ve Sardunya da
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biitiin diinyadaki en yiiksek insidans ve Asyali popiilasyonda ise en diisiik deger
saptanmaktadir.Soy ve Irk; Irk farkliliklar1 cografi farkliliklar kadar 6nem tasimamakla
beraber dikkat ¢ekicidir. Amerikada Ispanyol olmayan beyazlarda TIDM gelisme
insidans1 Afrikali-Amerikalilar veya Ispanyollarin birbuguk katidir. Yas ve Cinsiyet;
T1DM 2, 4-6 ve 10-14 yaslarinda pik yapar. Genelde erkeklerde ve kadinlarda T1DM
riski benzerdir (25).

2.2.3.Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diyabet, kompleks ve heterojen bir hastalik olarak diinyada 100 milyondan

fazla insan etkileyerek ciddi sosyo-ekonomik sonuglara neden olmaktadir (106).
Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) onceleri insiilin bagimli olmayan diyabet olarak
bilinmekteydi, diabetes mellitusun biitiin diinyada en sik goriilen formudur. 2000
yilinda bu hastalig1 tasiyan 150 milyon kisi oldugu belirlenmisti, bu saymnin 2025
yilinda iki katina ¢ikmasi tahmin edilmektedir (25, 64).

Tiim diinyada diyabet vakalarinin % 90 indan fazlasindan sorumludur. TIDM tan
farkli olarak aile hikayesi siktir, ama bu hastaligin kalitimi biraz komplekstir ve
poligenik oldugundan siiphelenilmektedir (25). T2DM da otoimmiin  hiicre yikimi
goriilmez. Diyabetin bu formunda diyabet siiresi arttik¢a artan B hiicre kaybi1 goriiliir.
T2DM hastalarinin ¢gogu obezdir ve obezite insiilin direncini agirlastirir (64). Hastalik
ilerledikge, pankreas adacik hiicre fonksiyonu duraksamaya baslar ve periferik
ihtiyaclar karsilayamaz hale gelir. Sonug olarak insiilin seviyeleri ihtiyaclara yetisemez
ve hiperglisemi meydana gelir. Plasma glukoz konsantrasyonlar1 T2DM da tipik olarak
250-350 mg/ dl araligindadir (25). T2DM olan hastalarda santral obezite, hipertansiyon,
dislipidemi (yiiksek trigliserid, diisik HDL-kolestrol, ve artmis LDL-kolestrol)
endotelyal disfonksiyon ve prematiire kardiyovaskiiler morbidite i¢in artmuis risk yer
alir (96). Bu bulgularin toplamina siklikla ‘metabolik sendrom’ denir. Insiilin direnci bu

kompleksin kokenindeki sebep olarak kabul edilmektedir (25).

2.2.3.1.Risk Faktorleri

Ailesel birikim: T2DM olmanin riski eger bir ebeveyn veya akrabada hastalik varsa

2 ila 6 kat artar (25). Yas ve cinsiyet: T2DM prevelans ve insidansi cinsiyetler arasinda
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bir popiilasyondan digerine gore degiskendir. T2DM prevelansi yagla artar. Gestasyonel
diyabet hikayesi olan kadinlarda daha sik goriiliir (64). Obezite: Obez olmayan
bireylerde T2DM insidansi diisiiktiir ve bu iligki diger risk faktorleri ile degisir. T2DM
hastalarinin yaklasik %60-80 kadar1 obezdir. Obezite diyabet insidansi i¢in kuvvetli bir
oncudiir (25, 64, 85, 86). Fiziksel aktivite: Ekolojik calismalar, fiziksel aktivite ile
T2DM riski arasinda ters bir iliski oldugunu gostermistir (64). Giinliik enerji
harcamasinin 500 kcal artmasi ile T2DM riski %6 azalmaktadir (86). Diizenli egzersizin
T2DM a kars1 koruyucu bir etkisi oldugu gosterilmis (64, 86). Genetik faktorler:
Genomik taramalar genomda yatkinlik yarattig1 varsayilan genlerin yerlestigi bircok
bolge tanimlamistir (25). Tek yumurta ikizlerinde T2DM konkordansi %100
civarindadir (67). T2DM un anne ve babas1 diyabetik olan obezlerde goriilme olasiligi,
ailesinde diyabet Oykiisii bulunmayan obezlere gore 10 kat fazladir (86). T2DM olan ve
B hiicre disfonksiyonu ile ilgili tanimlanmig gen defektleri olan iki grup hasta tarif
edilmistir. Birinci grup maternal olarak kalitilmis mitokondriyal sendromlar ve
diyabetten olusur, ikinci grup ise glukoz intoleransi veya T2DM kalitim sekli farklidir
ve genclerin ergenlikte baglayan diyabeti (MODY) olarak adlandirilmistir (25). Diger
risk faktorleri: Genler ve obezite T2DM igin en dnemli risk faktorlerindendir, bunlarin
yaninda fiziksel inaktivite, diisiik dogum agirligi, intrauterin diyabetik ¢evreye maruz

kalmasi gibi faktorlerde risk teskil etmektedir.

2.2.3.2.T2DM da B hiicre bozuklugu

T2DM da B hiicre bozuklugu bu hiicrelerin periferal insiilin direncine ve artmis
inslilin  salgisina karsi uzun siireli talebi karsilamak i¢in kendilerini adapte
edememelerini gosterir. (55, 90). Insiilin direncinde baslangigta insiilin salmimu,
kontrollere gore glukozun her seviyesinde ylksektir. Bu hiperinsiilinemik durum
periferal direnci karsilar ve uzun yillar normal plasma glukoz diizeyini koruyabilir. 3
hiicre yetersiz hale gelince diyabet ilerler. B hiicre adaptasyonunun bozulmasinin
altinda yatan nedenler heniiz tam bilinmemekle beraber serbest yag asitlerinin yiiksek
miktarda dolagmasi ‘lipotoksisite’ ya da kronik hiperglisemi ‘glukoz toksisitesi’ nin
rolleri oldugu diisiiniilmektedir (55). T2DM da B hiicre bozuklugu kendisini hem kalite

hem de sayisal hasarlarla gostermektedir (62).
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Kaliteli B hiicrelerin bozuklugu: baslangicta hafiftir ve insiilinin normal dolagimda
azalmasi, insiilin salgilanmasindaki dalgali patern ve instilinin ilk fazdaki saliniminin
azalmasi degisen plasma glukoz seviyeleriyle tetiklenmektedir. Salgi bozukluklar1 her
fazdaki insiilin salgilanmasini etkiler (55).

Hiicre sayisinin degisikligi: B hiicre kiitlesindeki azalma, adacik dejenerasyonu ve
adacik amyloidlerinin depolanmasi ile kendini gosterir. Adacik amiloid proteini
(amylin) T2DM un karakteristik bulgularindandir. Diyabetik adaciklarin %90 idan
fazlasinda bulunur. Adaciklarda amiloid bulunmasi azalmis f hiicre kiitlesiyle iliskilidir
(55).

T2DM da adacik disfonksiyonu varligi net olsa da, insiilin sekresyonundaki
defektlerin B hiicre kiitlesinde azalmanin mi, normal sayidaki B hiicrelerinin
disfonksiyonunun mu yoksa kombinasyonunun mu oldugu heniiz netlesmemistir.
T2DM da B hiicre lezyonu eger kompanse edilmemisse, azalmis plazma insiilin
diizeylerine yol acar. B hiicre disfonksiyonu hiperglisemiden once gelisir (25).

B hiicrelerinin diger endokrin hiicreler gibi uyarilmaya hipertrofi ile yanit
vermelerine karsin bu uyarinin belirgin veya uzun siireli olmas1 halinde bu hiicreler
tiikenir ve salgilama durur. Uyarilma hiicreler salgilamay1 durdurduktan hemen sonra
durursa bu hiicreler diizelebilir; fakat uyarim siirerse bu hiicreler en sonunda 6liir ve yok

olurlar (67).
2.2.3.3.Glukoz toksisitesi

Kronik hiperglisemi B hiicre fonksiyonunda degisimlere sebep olmakta buna da
glukoz toksisitesi denmektedir. Kronik hiperglisemi glukozla indiiklenen insiilin
salinimin1 ve insiilin gen ekspresyonunu bozmaktadir (88).
2.2.3.4.Insiilin direnci

Insiilin direnci, insiilinin glukoz alinimi, metabolizmasi ya da depolanmasi iizerine

olan direnci olarak tanimlanmaktadir. Insiilin direnci T2DM lu hastalarin karakteristik

ozelligidir (55). Insiilin direnci glukozun kas ve yag dokularina daha az alinmasimi ve
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insiilin hormonunun hepatik glukoneogenezini yetersiz kilar. Insiilin direnci kompleks

bir olaydir (55,96).

2.2.4.Streptozotosin

Streptozotosin (2-deoksi-2-[3-metil-e-nitrosourido]-D-glucopyranose) ilk kez 1960
yilinda Streptomyces achromogenes bakterisinden ekstre edilen bir glikoz anologudur
(111).

Streptozotosin (STZ), pankreas [ hiicreleri iizerine spesifik diyabetojenik hasar
olusturur. Diyabetojenik 6zelliginin yaninda mutajenik ve karsinojenik 6zelligindedir ve
broadspektrumlu antibiyotik 6zelligi gostermektedir (11).

STZ ayni1 zamanda glukoz transporter1 GLUT-2 tarafindan pankreas B hiicresine
taginan, B hiicre toksisitesine ve insiilin eksikligine sebep olan bir N-acetylglucosamine
(GIcNAc) analogudur. STZ secici olarak O-GlcNAc 1 proteinden ayiran B hiicre O-
GIcNAkaz aktivitesini inhibe eder. Bu, hiicre i¢i proteinlerin geri doniissiiz O-
glikolizasyonuna sebep olur ve [ hiicre apoptozuyla sonlanir (113). STZ serbest
alkilleyici radikallerin olusmasina sebep olup, DNA fragmantasyonuna, nukleotidlerin
ve bilesenlerinin 6zelliklede nikotinamid adenin dinukleotidin oksidize formunun hiicre
ici seviyelerinin azalmasina ve bdylece ani hiicre nekrozuna sebep olmaktadir (111).

STZ ile uyarilmig diyabet modelleri diyabet patofizyolojisinin aragtiritlmasinda
siklikla kullanilan modellerdendir. Neonatal hayvanlara STZ uygulanan modellerde,
hiperglisemi gelisir, bozulmus glukoz toleransi goriilmektedir. Neonatal periyotta 3
hiicre yikimi ¢ok fazla degildir ve diger farklilagsmamis hiicreler tarafindan kompanse
edilebilir. Bu glukoz seviyesini referans araliginda korumak ve hiperglisemi olusumunu
onlemek i¢in insiilin salinimi arttirabilir. Fakat belli bir periyottan sonra bu hiicrelerinde
tilkkenmesi ve pankreas [ hiicrelerinin fonksiyonunun azalmasiyla kan glukoz
seviyesinde bozulma goriiliir. Neonatal hayvanlara STZ enjeksiyonundan birkag giin ya
da haftalar sonra bile hiperglisemi, degisen glukoz toleransi ve azalmis insulin salinimi
bildiren bir¢ok rapor vardir (111).

STZ’nin diyabetojenik Ozellikleri ilk kez sicanlarda ve kopeklerde Rakieten
tarafindan 1963 de kesfedilmigstir. Tek doz 80-100 mg /kg STZ dogumdan sonraki 1., 2.

ya da 5. giinde Wistar ya da Sprague Dawley neonatal siganlarda intravenoz (iv) ya da
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intraperitonal (ip) enjeksiyonu ile tip 2 diyabet olustugu bir¢ok literatiirde bildirilmistir
(2,68,79, 106, 111, 125).

STZ hem tip 1 hem de tip 2 diyabeti indiikler. Tek doz enjeksiyonda 40 mg/kg n
altindaki dozlarin etkisiz kalabildigi bildirilmistir. Bunun yaninda diisiik doz multiple
enjeksiyonlarin uygulandigi diyabet modelleri olusturulmaktadir. Tip 2 diyabet
siganlara dogduklar1 giin 100 mg/kg i.v ya ada i.p STZ enjeksiyonu ile kolaylikla
olusturulabilmektedir. Enjeksiyondan 2 saat sonra kan insiilinindeki ani diisiisle
hiperglisemi goriiliir, 6 saat sonra ise insiilin seviyesinin kanda ylikselmesiyle
hipoglisemi goriiliir. En son siiregte kandaki insiilin seviyesinin azalmasiyla
hiperglisemi gelisir. Kan glukoz ve insiilin seviyelerindeki bu degisimler B hiicre
fonksiyonundaki anormallikleri gostermektedir. STZ ilk olarak B hiicrelerinin glukoza
cevabin1 bozmakta, ardindan cevap yeteneginin gecici bir siire geri gelmesinden sonra
ise yeteneginin kalic1 kayb1 ve hiicrelerin hasarlanmasina neden olmaktadir. STZ hiicre
icine GLUT-2 transporter1 ile alinmaktadir. GLUT-2 ekspresyonunun azalmasinin STZ
nin diyabetojenik aktivitesini onledigi gosterilmistir (110).

Neonatal Wistar siganlar, dogduklar1 giin ya da dogumdan sonraki 2.giinde 90-100
mg/kg STZ enjeksiyonu ile kan glukoz seviyesindeki ani spontan azalmalarla 6-8
haftaya kadar devamli bir hiperglisemiye girerler. Plasma glukoz diizeylerinin STZ nin
dogduklart giin enjekte edilen hayvanlarda 170-200 mg/dl, dogumdan sonraki 2.giinde
enjekte edilen hayvanlarda ise 200-350 mg/dl arasinda degiserek tokluk kronik
hiperglisemisinin gelistigi goriilmektedir. STZ ile indiiklenen hipergliseminin azalmasi
kismi B hiicre ve insiilin depolarinin yeniden diizenlenmesiyle olusur. Birgok yeni 3
hiicresi farklilasmamis kanal hiicrelerinden kdkenlenir. STZ verilmesi sirasinda 20% si

azalan P hiicre kiitlesi reziidleri, ¢ogalma ve/veya neogenez ile 50% ye ulasir (9, 79).
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2.3.INSULIN

Saflastirilip kristallize edilen ve sentezlenen ilk hormon insiilin hormonudur. 1921
yilinda Banting ve Best adli arastiricilar tarafindan asit-etanol karigimi kullanilarak
pankreas dokusundan hipoglisemik etkili insiilin ad1 verilen bir adacik faktorii izole
edilmistir (86). 1958 yilinda ise Frederick Sanger insiilinin amino asit dizisini

aciklayarak Nobel 6diiliinti almistir (74).

2.3.1.Insiilinin Yapisi

Molekiil agirlig1 5.7 kDa olan insan insiilini globiiler bir proteindir. A ve B zincirleri
A7 yi B7’ye ve A20’yi B19’a baglayan iki tane disiilfid kopriileriyle birbirine
baglanmustir. Ugiincii bir zincir igi disiilfid kopriisii A zincirinin 6 ve 11. aminoasitlerini
birbirine baglar. Insiilinin yapisindaki disiilfid kopriileri biyolojik aktivite igin gereklidir
(64, 82, 86).

2.3.20nsiilin Biyosentezi

Insiilin sentezi 11.kromozomun kisa kolundaki insiilin geninin translasyonu ile
baslar. Insiilin geni iki intron ve ii¢ ekzon igerir (67). Translasyonla 110 aminoasit
uzunlugundaki bir proteini kodlayan mRNA iirlinli olusur. Bu molekiil preproinsiilin
olarak adlandirilir ve inaktiftir. 11.5 kDa agirligindaki preproinsiilinin amino ucunda 23
amino asitten olugsmus bir sinyal dizisi bulunmaktadir. Sinyal dizisinin ayrilmasi ile 9
kDa molekiil agirlikli, biyolojik aktivitesi insiilinden %35 daha az olan proinsiilin olugur
(86, 82). Proinsiilin insiiline ¢evrilirken baglayici peptid olan C-peptid agiga cikar.
Normal olarak B hiicrelerinde salinan iriiniin %90-97 si insiilin ve buna esdeger

molaritede C peptidtir. Geri kalanin ¢ogu proinsiilindir (sekil 2-4) (55,67).
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Sekil 2-4: Hiicrede insiilin biyosentezi (85).
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2.3.3.insiilin salinim

Glukoz

- N

Glukoz-6-fosfat

T
ATP kapili (~)  ATPa
K+ kanali - =K+ ADP!

() —>
& @
=70
Ca** j
! A s

De pnlarizasy'nn — -
4 ™~

) -@
ca**
Voltaj kapili Ca2*

kanal

Sekil 2-5: Hiicre i¢inden insulin salinimi1 (74).

1.Glukoz B hiicrelerine glukoz tasiyicist 2 (GLUT-2) ile tasinir. Glukoz
metabolizmasindaki ilk adim glukozun glukoz-6-fosfata fosforilasyonudur. Bu adim
glukokinaz tarafindan katalize edilir.

2.Glukoz metabolizmasi islerken, mitokondride ATP firetilir.

3.ATP/ADP oraninin artmasit [ hiicre membranindaki ATP kapili potasyum (K)
kanallarmin kapanmasina neden olur. Pozitif yiikli K™ iyonlarmin B hiicresinden
ayrilmasi engellenmis olur.

4. B hiicrelerinin i¢indeki pozitif yilikiin artmas1 depolarizasyona sebep olur.

5.Voltaj kapili Ca®" kanallar1 acilir ve Ca®” iyonlarinin hiicre icine gegcisine izin verilir.

. .. 2+ e aege s . .
6.Hiicre ici Ca” konsantrasyonunun artmasi insiilinin ekzositozla salinimini tetikler

(Sekil 2-5) (74).
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Glukozdaki artisa cevap olarak insiilinin salimmminm iki faz1 vardir. Ilki, insiilinin
ani salinimi: salgi graniillerinde depolanan 6nceden sekillenmis insiilinin
sitoplazmadaki Ca>" artis1 ile salinmasidir. Kisa bir aradan sonra ise yeni sentezlenmis
insiilinin daha uzun siireli salinimi goriiliir. Insiilin enzimleri tarafindan yikilmadan
ancak kisa bir siire aktiftir. Insiilinaz karaciger ve bobreklerde bulunur ve plazmada
dolasan insiilini yikima ugratir. Insiilin yar1 6mrii yaklasik 6 dakikadir (74, 67, 55, 35).

Insiilinin anabolik faaliyetlerindeki ana hedefleri, karaciger, yag doku ve kaslardur.
Insiilin karacigerde glikojen sentetazi stimiile edip, glikojen fosforilazi inhibe ederek
glikojen sentezini ilerletir. Insiilin, kaslara ve yag dokuya glukoz almimni indiikler.
Kaslarda glukoz glikojene, yag dokuda trigliserit olarak depolanmak iizere yag
asitlerine doniisiir. Insiilin amino asitlerin kaslara almimmi da stimiile eder. Ayni
zamanda karacigerde glikojenin yikimini, kaslardan amino asitlerin, yag dokudan
serbest yag asitlerinin salinimini inhibe eder. Bu da DM hastalarindaki normal ya da
artan aclik durumuna ragmen goriilen kilo kaybini bir anlamda ag¢iklamaktadir (85).
Insiilinin, glukozun karacigere alinimini arttirarak hiperglisemi {izerindeki direkt
etkisine ek olarak kan glukozunun diizenlenmesinde énemli bir rolii vardir. Insiilin B
hiicrelerinde hiperglisemiye cevap olarak {retilirler. f hiicreleri glukoza GLUT-2
tasiyicist ile gecirgendirler. Kan glukozunun artmasi glikolizis ve sitrik asit dongiisii
yoluyla metabolik sivinin artmasina ve ATP {iretimine sebep olur. ATP deki artig, ATP-
bagimli K" kanallarmi inhibe eder B hiicre membraninda depolarizasyona sebep olur,
boylece Ca’" un voltaj-bagimli Ca®" kanallarindan akmasmi arttirarak insiilinin
ekzositozunu stimiile eder. Kandaki insiilin konsantrasyonu, glukoz konsantrasyonuna
paraleldir. Insiilinin P hiicrelerinden saliimimi saglayan diger maddeler, amino asitler,

serbest yag asitleri, keton cisimcikleri, glukagon, sekretin dir (82).

2.3.4.T2DM da insulin

Insiilin yetersizliginin anahtar bulgularindan bir tanesi cesitli dokulara glukoz
girisindeki azalmadir. Kismen glukagon fazlaligina da bagl olarak karacigerden
glukozun net salimimi artar. Bunun sonucu hiperglisemi olusur ve glikoziiri ve
dehidratasyon yapan osmotik diiireze yol acar. Dehidratasyon polidipsiye yol agar.

Hiicre 1i¢i glukoz eksikliginden istah kamgilanir, proteinden glukoz yapilir
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(glukoneogenez) ve enerji saglanmasi protein ve yaglarin metabolizmasi ile siirdiiriliir.

Sonug olarak kilo kaybi, zayif diisiiriicii protein eksikligi goriiliir (67).

2.4.0BESTATIN

Zhang ve arkadaglar1 2005 yilinda, yeni kesfedilmis insan ghrelin geninin 11 memeli
tiiriinde preproghrelin dizilerini karsilastiririrken ghrelin iliskili olarak obestatin ismini
verdikleri yeni bir peptid kesfetmislerdir (45). Anoreksi olusturan etkilerinden dolay1 bu
peptide Latince ‘obedere’ yemegi bir cirpida silip siiplirmek ve ‘statin’ baskilamak
kelimelerinin birlesiminden olusturulmus obestatin ismi verilmistir (128, 78). Obestatin
ghrelin geni tarafindan kodlanan, preproghrelinin konvertaz enzimi ile kesilerek
sentezlenen, ve sican mide mukozasindan izole edilen 23 aminoasitli yeni bir
hormondur (39, 40, 44, 65, 73, 95). Ghrelin geni 3. kromozoma (3p25-26) yerlesmis
(56) 5 kb uzunlugunda bes ekzon igeren 117 aminoasitlik preprohormonu kodlar.
Preprohormon sinyal peptidi ikinci ekzondan, ghrelin peptidi iiciincii ekzondan ve
obestatin dordiincii ekzondan kodlanmaktadr (Sekil 2-6) (104). Obestatin preproghrelin
peptidinin 76-98 amino asitlerinin posttranslasyonel islemleriyle olusur (97, 98).
Proghrelinin karboksil ucundan obestatin, N- terminal ucundan ghrelin tiirevlenir (44).
Obestatin dizilerinin sigan ve farelerde %100 identik oldugu ileri siiriilmektedir (98).
Kemiricilerde ve insanlarda obestatin %87 ve GPR-39 (%93) dizileri homologtur (12,
78, 95) .

Ghrelinin amino ucunun agillenmesi gibi posttranslasyonel modifikasyonlara
benzer olarak obestatinin biyolojik aktivitesi de karboksil ucunun glisin kalintisinin
amidasyonuna baghdir (78, 95, 98, 128). Obestatinin aktif (amitlenmis) ve inaktif olmak
tizere 2 formu vardir (12, 73). Dolasimdaki amitlenmis ve amitlenmemis obestatin
seviyeleri heniiz saptanamamistir (78). Mideden salinan obestatinin endokrin
diizenleyici gorevleri bildirilmistir. (65). Hayvan deneyleri obestatinin ghrelinin tersine
etkileri oldugunu gostermistir (Sekil 2-7) (52). Sicanlarin mideleri ¢ikarildiginda
dolasimdaki ghrelin ve obestatin miktarlarin %50-80 arasinda azaldii gozlenmistir

(98). Obestatinin yar1 0mrii iki dakikadir, dolasimda ¢ok hizli yikilir (12, 39, 98). Sican
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plazmasinda obestatin seviyesi yaklasik olarak 0.32 ng/ml dir (98). Obestatinin kan
beyin bariyerini gecemedigi bildirilmistir (87).

1 2 3 4 -
) 3
Transkripsivon Trurdurucu
+ kodon
Translasyon ;
Preproghrelin NH,o 'Sinyal peptid b= COOH
LT
-
insan NH -GESEFLSPEHORVOQRKESKKPPAKLOPA-COOH WH_ FHAPFOVGIKLSGVQYQQHSQAL -CONH,
e PEHQKACORK PA H taH F LOMM,
SI[}HH}TH el -GSEFLS ESHEPPAKLQPA-COO FHAPFOVGIKLSGAQYQQHGRAL P
Ghrelin Obestatin

Sekil 2-6: Ghrelin geninden obestatin sentezlenmesi (39).

Son calismalar G-protein bagli reseptor (GPCR) ailesinde yeni bir alt aile
gostermistir. Bu yeni alt aile, neurotensin 1 ve 2, neuromedin U 1 ve 2 ,biiyiime
hormonu salg1 reseptdr (GHS-R1) ghrelin reseptorii olarak adlandirilan (GHS-R),
motilin (GPR-38) ve GPR-39 dan olusmaktadir. Bu ailede en az bilinen GPR-39
reseptoriidiir. (105). Obestatin rodopsin reseptorleri ailesinden GPR-39 reseptoriine
karakteristik olarak baglanmaktadir (39, 56, 65, 109). GPR39 bir G protein iliskili ve
yedi trans membran bdlgesi olan biiylime hormonu salgi  reseptorii olarak
tanimlanmistir. (44, 126). GPR-39 insan ve sicanda mide, ince barsak, hipofiz,
hipotalamus, yag dokuda jejenum,duedonum, ileum, karaciger ve serebral kortekste
eksprese olmaktadir (44, 109, 126, 128). GPR-39 jejenum ve duedonumda bol miktarda,
olduk¢a az miktarda kalp, pankreas, serebellum, serebrum, bobrek, kolon ve akcigerde
de bulunmaktadir (65, 126).

GPR39 un endojen ligandi Zhang ve ark. obestatini kesfedene dek bilinmemekteydi
(16). Calismalarin ¢ogu obestatinin GPR39 ligandi oldugunu bildirse de obestatinin
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GPR-39 reseptoriine baglanmadigini bildiren ¢alismalarda vardir (19). Obestatin GPR-
39 reseptoriiyle etkilesime gegerek ghrelinin uyarici etkisini ters etki eder (39). Holst ve
ark. GPR39 un ligandinin Zn** oldugunu ileri siirmektedirler (52). Obestatinin GPR39
ligand1 olup olmadig1 konusunda heniiz kesin bir fikir birligine varilamamaistir (126).
Obestatin mide, pankreas, duodenum, jejnum, kolon, ve testislerde gdsterilmistir
(30, 43, 44, 129). Gastrointestinal sistemde obestatin immiinreaktivitesi mide mukoza
hiicrelerinde, ve myenterik pleksus da saptanmistir (30). Obestatin mide mukozasinda A
benzeri hiicrelerden  salgilandigi bildirilmistir (32). Testiste obestatin Leyding
hiicrelerinde gosterilmistir (98). Obestatin erigkin sican midesinde bol miktarda bulunur
ve agligl durdurucu etkilerinin GPR-39 reseptorii ile gerceslestigi ileri siirtilmiistiir (18).
Obestatinin almimimin mide bosalmasini yavaslattigi ve ghrelinin beslenmeye olan

uyarici etkisine karsi ters etki yarattigi belirtilmistir (39).

Obestatin immiinreaktivitesi sigan ve insan pankreasinda adacik hiicrelerinin
sitoplazmalarinda bildirilmistir (42, 98, 129). Cift immunohistokimya yontemi ile
obestatin ve ghrelinin adaciklarin periferinde ko-lokalize, somatostatin, glukagon ve

instilin ile ko-lokalize olmadiklar1 gosterilmistir (98).
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Sekil 2-7: Obestatin ve ghrelin peptid hormonlarinin zit fonksiyonlarinin sematik

gosterilimi (78).

Obestatin fizyolojik islevleri olan bir peptid olmasima ragmen obestatinin insanlar
iizerindeki etkileri tam olarak bilinmemektedir (56). Ghrelin agligi uyaran bir peptid
iken, obestatin acligi baskilayan anoreksijenik bir peptid olarak goriinmektedir (45).
Obestatinin gastrointestinal hareketin diizenlenmesinde rolii oldugu ve enerji dengesi
bakimindan ghrelinle ters ¢alistigi gosterilmistir. (7, 15, 128). Moechars ve ark. GPR-39
geni delesyona ugratilmis farelerde mide bosalma hizinin arttigini bildirmisleridr (80).
Obestatinin dozuna bagli olarak insan retina epitel hiicrelerinde farklilagsmaya (14),

bellek ve endise iizerinde cesitli etkilere neden oldugu (15), kortikal ndronlarda
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sitozolik kalsiyum konsantrasyonlarini arttirdigi (30) ve su i¢me istegini engelledigi
bildirilmistir (101). Obestatinin glukoz homeostazi (117), hormon salinimlari, uyuma
(30), viicut agirhig1 ve enerji tiiketimi lizerine etkileri gosterilmistir. Plazma obestatin
konsantrasyonlart obezite, yiiksek karbonhidratli besin alinimi ve aglik-tokluk

durumlarinda degismektedir (40).

2.5.GHRELIN

Kojima ve ark.tarafindan biiyiime hormonu salgilatict (secretogogue) (GHS)
reseptOriiniin endojen ligandi olan ghrelini 1999 yilinda tanimlamislardir (70). Ghre
kelimesi biliylimek anlamina gelen Hint-avrupa kokenli ve bir kelimedir (57). Ghrelin
sican midesinden izole edilen 28 amino asitlik bir peptiddir. Ghrelin peptidi, memeliler
disinda amfibilerde, kuslarda, baliklarda da saptanmustir (78). Memelilerde ghrelin
homologlar1 insan, sigan, rhesus maymunu, fare, gerbil, inek, domuz, koyun ve
kopeklerde tanimlanmigtir. Memelilerde ghrelin amino asit dizileri yiliksek oranda
korunmustur. Insan ve sigan ghrelinleri arasinda sadece iki aminoasit fark bulunur (78).

Insan ghrelin geni 3. kromozom iizerinde 3p25-26 iizerinde bulunur (56) ve 117
aminoasitlik preprohormonu olusturur (104). Insan ve fare ghrelin geni 5 ekzon
icermektedir. Kisa olan ilk ekzon 20 bp uzunlugundadir ve translasyona ugramaz (40,
54). Ghrelin geninde birisi -80 digeri ise ATG baslangi¢ kodonuna yakin olan -555
bolgesinde olmak iizere iki tane transkripsiyon baslangi¢ bolgesi bulunur. A ve B olmak
tizere iki ayr1 mRNA transkripti olusur (78) (Sekil 2-9). Sican ve fare ghrelin genlerinde
glutamin 14 (GIn14) CAG kodonu iki ayri ghrelin mRNA s1 olusturmada alternatif
kesim sinyali olarak kullanilir. Ghrelin ve des GIn 14 —ghrelin onciilleri olusur. Des-
GInl14, ghrelinle GIn14 delesyonu hari¢ benzerdir (78).

Ghrelin peptidinin hem aktif hem de aktif olmayan formlar1 insan viicudunda
bulunmaktadir (69). Ghrelinin dokularda ve plazmada iki ana formu bulunur; ghrelin
peptidinin {iglincli aminoasiti olan Serinin (Ser) n-oktanoik asitle modifikasyona
ugrayan biyolojik olarak aktif formu ve inaktif des-acil ghrelin formudur (Sekil 2-8)
(54). Insan plazmasinda n-oktanil ghrelin 10-20 fmol/ml, total ghrelin ise 100-150
fmol/ml konsantrasyonlarda saptanmustir (20). Plazma ghrelin konsantrasyonlar1 aglik

durumunda artar (20). Kanda ghrelinin des-agil formu agillenmis ghrelinden ¢ok daha
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yuksek diizeylerde bulunur (69). Tiim omurgali tiirlerinde ghrelin esas olarak mide
fundus bolgesinde Tretilmektedir (1, 23). Ghrelin immunreaktif hiicreler mide,
pankreas, duedonum, jejenum, ileum, kolon, bdbrek, testis, hipofiz, hipotalamus,
akciger, plasenta, ovaryum ,dalak, meme bezleri ve tiimér dokularinda tespit edilmistir

(78, 104, 115, 129).

Sican pankreasinda HPLC ve ghrelin RIA analizleriyle ghrelin ve des-acil formunun
bulundugu saptanmistir (54). Pankreas adaciginda ghrelin salgilayan hiicre tipi heniiz
tanimlanamamustir (93). Wierup ve ark. ise tanimlamistir (123,124). Pankreatik ghrelin
ekspresyonu prenatal ve neonatal evrede oldukca fazladir. Oysa mideden salgilanan

ghrelin seviyeleri prenatal evrede diisiikken dogumdan sonra artis gdstermektedir (49).

insan K ASlgan
M= EEHS PN EEHQR )y,
wOBRRQD
KPR DQPHR<00H

n-oktanil grup (C8:0)

Sekil 2-8: Insan ve sigcan ghrelininin n-oktanoik asitle modifikasyona ugramis formlarin

sematik gdsterimi (78).
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Sekil 2-9: Insan ghrelin geninden aktif ghrelin olusumu (78).

Ghrelin reseptorii incelenen tiim omurgali tiirlerinde korunmustur. Biiylime
hormonu salgilatici reseptoriin (GHS-R) 1a ve 1b olmak iizere iki ayr1 ghrelin reseptor c
DNA s1izole edilmistir (63, 78,). Fonksiyonel olan reseptor tipi GHSR -1a iki cesittir
ve GHS-R 1la tipik G-protein iliskili reseptdr (GPCR) Ozelliklerini gostermektedir.
GHS-R 1b ise ii¢ ¢esit olup heniiz fonksiyonlar1 bilinmemektedir (63). RT-PCR
analizleri ghrelin reseptor mRNA sinin mide, pankreas, beyin, karaciger, akciger, kalp,

bobrek, ince ve kalin barsak, yag dokusu gibi bircok periferal organda bulundugunu
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gdstermistir. Ghrelin GHS-R ile etkilesime girerek hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonunu
inositol 1,4,5-trisfosfat (IP ;) araciligiyla arttirir ve biiylime hormonu (GH) salgilanir
(78).

Ghrelinin biiylime hormonu salinimi diizenlenmesinde aclik-tokluk ve karbonhidrat
mekanizmasinda 6nemli rolleri vardir (48). Ghrelin GH salinimin1 doza bagl olarak in
vitro ve in vivo da tetikler. Ghrelinin iv enjeksiyonu ile insan ve sicanlarda GH
salinmasi artar (78). Ghrelin hipofiz hormonlarinin salinimini, besin aliniminin artigina,
mide hareketliligini ve pankreatik polipeptid salinimini kontrol eder (1, 78 ). Ghrelinin
instilin  salimim1 lizerindeki etkileri heniliz netlik kazanmamistir. Ghrelinin insiilin
salinimin1 tetikledigini (22, 31, 43, 75) gosteren yayinlarin yaninda durdurdugunu (27,
98, 123,) bildirenler de vardir. Plazma ghrelin ve insiilin seviyeleri kan glukoz
seviyesinden etkilenmektedir. Ghrelinin kiiltiirdeki adacik hiicrelerinde glukozun
yiiksek konsantrasyonlarinin (8.3 Mm) insiilin salimimint uyardigini bildirmislerdir

(22).

2.6.IMMUNOHISTOKIMYA YONTEMIi

Immunohistokimya, isaretlenmis antikorlar kullanilarak doku antijenlerinin
bulunduklar1 yerde mikroskopik gosterilmesini saglayan bir yontemdir. Bu yontem i¢in
genellikle parafin kesitler tercih edilir kriyostat ve rezin kesitler de kullanilmaktadir. Bu
yontemde dokuda gosterilmek istenilen antijene karsi gelistirilmis monoklonal ya da
poliklonal antikorlar kullanilarak antijen-antikor kompleksi olusur. Bu kompleksin
mikroskop altinda goriiniir olmas1 igin birtakim isaretleyiciler kullanilmaktadir. Bu

isaretleyicilere gore yontem tice ayrilir (112).

1-immunfluoresan Yontemi : Bu yontemde uygun dalga boyundaki 1sikta, fluorasan
yayan fluorokromlarin antikorlara baglanabilen g¢esitli tipleri vardir. En c¢ok
kullanilanlar fluoresin izotiyosiyanat (FITC) yesil, Teksas kirmizis1 ve rodamin ile

kirmizi, amino-metil-kumarin asetik asit (AMCA) ise mavi renkte fluoresan yayarlar.

2-immunenzim Yéntemi : Bu yontemde isaret maddesi olarak bir enzim kullanilir.Bu

enzim antikorlara kolayca baglanan diisiik molekiil agirliklidir. Enzimlerle sinyal
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olusturan sistemler, antijen-antikor kompleksinde goriilebilen bir {iriinlin ¢ékelmesini
saglamaktadir.

En sik kulanilan enzimler peroksidaz ve alkali fosfotazdir. Kullanilacak enzimin se¢imi
materyale baglidir. Enzimlerle saptama yoOntemlerinin temel istiinliigii preparatlarda
reaksiyon Uriiniiniin uzun siire saklanabilmesidir. Ayrica morfoloji daha iyi goriindiigii
icin antijen-antikor kompleksinin kesin yerlesim yerinin belirlenebilmesi ve sinyalin

mikroskopla gézlenebilmesidir (112, 127).

3-immunmetal Yontemi : Bu yontemde antikorlar isaret maddesi olarak Fe, Ag, Au ile
baglanirlar. Antijen-antikor kompleksi hem 151k hem de elektron mikroskop diizeyinde

goriilebilir.

Immunohistokimya ile antijen yerlesimi iki metod ile gosterilir:

I-Direkt metod: Belli bir antijeni tastyan doku kesiti isaretli antikor ile inkiibe edilir ve

olusan isaretli kompleks mikroskopta antijenin yeri olarak gozlenir.

II- indirekt metod: Bu metodda isaretsiz primer antikor normal dokuda bulunan
antijenle reaksiyona sokulur. Sonra isaretli ikinci antikor ile inkiibe edilir ve antijenin

yeri isaretlenmeye uygun mikroskopda goriiliir (17).

II-1. Streptavidin Biotin Yontemi

Avidin, yumurta akindan elde edilen bir glikoproteindir. Avidin suda eriyen
vitaminlerden biotine kars1 yiiksek affinite gosterir. Avidin, biotinle baglanan dort bolge
icerir. Biotin, isaretleme maddesi olarak birinci veya ikinci antikore baglanabilir.
Isaretin ortaya c¢ikarilmasi icin avidin kullanilir. Bu ydntemin dezanavtajlari;
avidin,yliksek bir izoelektrik noktaya sahiptir. Notr pH da pozitif yiiklenir. Bu nedenle
dokudaki nukleus gibi negatif yiiklii molekiillere baglanabilir. Yiizey lektinleri gibi
karbonhidrat molekiilleriyle reaksiyona girebilir. Avidinin yerine kullanilabilen bir
molekiil olan streptavidin ise Streptomyces avidinii adl1 bakteriden izole edilen bir
proteindir. Avidinden farkli olarak yiiksiiz bir molekiildir ve 6zgliin olmayan

elektrostatik baglanmalar daha az goriiliir (112, 127).
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Kromojenler:

Immunohistokimya y&nteminde enzim-substrat kompleks iiriiniiniin mikroskopta renkli
gbzlenebilmesi i¢in bazt maddeler kullanilir. Cogunlukla kullanilan AEC (3-Amino-9
etil karbazole) reaksiyon irlinii kirmizi renklidir. AEC 1s18a karst ¢ok hassas
oldugundan boyama islemi ve saklama karanlikta olmalidir. Diger kromojenlerden
DAB (3-3° Diaminobenzidine); reaksiyon iirlinii kahverengi, CN (4-Chloro-1-

Naphthol); ve Tetrametil benzidin reaksiyon triinleri mavidir (50, 112).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada 1.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Laboratuvar’indan temin edilen
Wistar tipi albino gebe siganlarin yeni dogan yavrulart kullanildi. Dogumu takiben yeni
dogan siganlar 48 saatlik olduklarinda deney gruplarina alindilar. Toplam dort grup

olusturuldu.
Grup I (n=13): Fizyolojik su verilen kontrol (K) grubu

Dort hafta siire ile intraperitonal olarak serum fizyolojik verilen siganlardan

olusturuldu.
Grup II (n=13): Ghrelin (GHR) verilen kontrol grubu

Yeni dogan sigan grubuna tigiincii glinden itibaren 100 pg/kg/giin ghrelin (AnaSpec cat
no: 24160) fizyolojik suda ¢oziindiiriiliip subkutan enjeksiyon ile dort hafta siiresince

verildi.
Grup IIT (n=9): Yeni dogan- streptozotosin (n2- STZ) diyabetik grup

Dogumu izleyen ikinci giinde serum fizyolojik i¢inde eritilmis 100 mg/kg STZ tek doz

1.p olarak verildi.

Yeni dogan (dogumun ikinci giinii) siganlara 100 mg/kg STZ enjeksiyonu takiben
kronik hiperglisemi ile tip 2 diyabet olustugu ve plasma glukoz konsantrasyonlarinin
200-350 mg/dl oldugu bildirilmistir (9). Sicanlarin STZ enjeksiyonundan sonraki ikinci
giinde kan glukoz diizeyleri 200 mg/dl ve {izeri olan hayvanlar diyabetik olarak kabul
edildi.

Grup IV (n=7): Ghrelin verilen n2- STZ-diyabetik grup (STZ+GHR)

Yeni dogan sican grubuna dogumun ikinci giintinde 100 mg/kg STZ fizyolojik suda
¢Oziindiriiliip tek doz i.p olarak verildi. Diyabetik siganlara 100 pg/kg/giin ghrelin s.c

enjeksiyon ile fizyolojik suda ¢oziindiiriilmiis olarak dort hafta siire ile verildi.
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0.glin, 1., 2., 3. ve 4. haftalarda tiim gruplardaki hayvanlarin kan glukoz diizeyi
Olctimleri kuyruk veninden alinan kan kullanilarak glukometre ile yapildi (Accu-check,
Roche). Ayni zaman araliklarinda hayvanlarin viicut agirliklart da odlgtldi. STZ-
diyabetik ve STZ+GHR gruplarindaki hayvanlarin diyabet oldugunun tespit edildigi
ikinci gilin, deneyin 0. giinii olarak alind1.

Sicanlar ad libitum ve c¢esme suyu ile beslendiler. Dort hafta sonra bir gece ag
birakilan hayvanlardan eter anestezi altinda iken pankreas doku 6rnekleri alindi. Alinan
doku drnekleri %10°luk nétral formalin ile 16 saat +4°C’de tespit edildikten sonra rutin
151k mikroskopi takip yontemleri kullanilarak parafine gomiildii. Mikrotom ile Spm
kalinliginda alinan parafin doku kesitleri lamlara (Thermo Scientific,Menzel Glaser
,Superfrost Plus) alindi. Alinan kesitler bir gece +37°C’lik etiivde bekletilerek dokularin

lamlara yapigmasi saglandi.

3.1.HiSTOLOJIK INCELEME

Hematoksilen & Eozin Boyasi

1. 5 p luk kesitlerin 30 dakika toluolde parafini giderildi ve inen alkol serisinden
(%100 - %70 ) gegirilerek saf suya indirildiler.

2. Hematoksilenle 8 dakika muamele edildi.

3. Asit alkolden gegirildi.

4. Cesme suyunda 15 dakika morartmaya birakildu.

5. Eozinle 1 dakika boyandi.

6. Saf suda calkalanan kesitler ¢ikan alkol serisinden ( %70 - %100 ) gecirildi.

7. Toluole alind1 ve entellan kapama medyumu ile kapatildilar.
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3.2.IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA

Immiinohistokimyasal boyama icin toluolde parafini giderilen 5 p luk kesitler
inen alkol serisinden gegirilip distile suya alidilar. Kesitler fare monoklonal insiilin
(Sigma I-2018) ve tavsan obestatin (Phoenix H-031-90) antikorlar ile inkiibe
edilerek streptavidin-biotin-peroksidaz yontemine gore boyandilar. Histostain Plus
Bulk boyama kiti kullanildi (Zymed Lab.Inc. Cat. No: 85-9043). 3, aminoetil 9,
karbazol (AEC) substrat kit ( Zymed Lab.Inc. Cat.No:00-2007) ile renk reaksiyonu
alindiktan sonra Mayer’s hematoksilen zit boyama yapilarak peptid sinyalleri 151k
mikroskobunda incelendi. Boyanma yogunlugu zayif ( +), orta (++) ve siddetli
(+++) olarak birden iice kadar skorlandi.

Boyama 06zgiilliigii icin kullanilan negatif kontrol kesitlerde, insiilin ve obestatin
antikorlar1 yerine PBS koyularak isleme devam edildiginde renk reaksiyonu
goriilmedi.  Obestatin pozitif kontrol olarak ise obestatin ekspresyonunun yiiksek

oldugu sican mide kesitleri kullanildi.

3.2.1.INSULIN ICIN IMMUNOHISTOKIMYASAL OLARAK BOYANMA
PROTOKOLU

1. Kesitler 30 dakika toluolde parafini giderilmesi i¢in tutuldu ve inen alkol serilerinden
(% 100 -%70) gecirilip distile suya alindilar.

2. % 0,3 H,O,-methanol’de 10 dakika muamele edildi.

3. PBS ile 3 kez 5 dakika yikandh.

4. Normal keci serumu ile 10 dakika tutuldu.

5. Insiilin antikoru kullanilarak (1:1250) kesitler bir gece +4°C nemli ortamda
birakildilar.

6. PBS ile 3 kez 5 dakika yikand.

7. Biotin ile isaretlenmis ikinci antikor ile 10 dakika muamele edildi.

8. PBS ile 3 kez 5 dakika yikandu.

9. Streptavidin-Peroksidaz kompleksinde 10 dakika tutuldu edildi.
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10. PBS ile 3 kez 5 dakika yikand:

11.Substrat- kromojen solusyonu ile 1 dakika inkiibe edildi.
12. Distile suda calkalandi.

13. Kesitlere Mayer’s hematoksilen zit boyast yapildi (10 sn.).
14. Cesme suyunda yikandi.

15. PBS de 30 sn. bekletildi.

16. Distile suda yikandi.

17. Gliserin jel kapama ortam1 damlatilarak lamel ile kapatildu.

3.2.2.0BESTATIN iCIN IMMUNOHISTOKIMYASAL OLARAK BOYANMA
PROTOKOLU

1. Kesitlerin 30 dakika toluolde parafini giderildi ve inen alkol serilerinden
(% 100 -%70) gegirilip distile suya alindu.

2. Antijen iyilestirilmesi sitrat tamponu (Lab Vision Cat.No:AP 9003-125) kullanilarak
(4 kez 5 dakika) mikrodalgada yapildi.

3. Kesitler oda sicakligina gelene kadar bekletildi ve 5 dakika distile suda yikandi.

4. % 0,3 H,O,-methanol’de 10 dakika muamele edildi.

5. Fosfat tuz tamponu (PBS) ile 3 kez 5 dakika yikandu.

6. Normal ke¢i serumu ile 10 dakika muamele edildi.

7. Obestatin antikoru (1:1000) ile kesitler 48 saat +4°C nemli ortamda muamele edildi.
8. PBS ile 3 kez 5 dakika yikandu.

9. Biotin ile isaretlenmis 2. antikor ile 10 dakika muamele edildi.

10. PBS ile 3 kez 5 dakika yikand.

11. Streptavidin-Peroksidaz kompleksinde 10 dakika tutuldu edildi.

12. PBS ile 3 kez 5 dakika yikanda.

13. Substrat- kromojen soliisyonu ile 4 dakika inkiibe edildi.

14. Distile suda ¢alkalandi.

15. Kesitlere Mayer’s hematoksilen zit boyasi yapildi (10 sn.)

16. Cesme suyunda yikandi.

17. PBS de 30 sn. bekletildi.

18. Distile suda yikandi.
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19. Gliserin jel kapama ortami damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.3.ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Immunohistokimya uygulanan kesitlerde her bir sigana ait tek bir kesitteki tiim

Langerhans adaciklarinda insiilin ve obestatin i¢in immun pozitif olan hiicreler sayildi
ve her bir grup i¢in toplam immun pozitif hiicre sayis1 elde edildi. Bu say1 her bir grupta
degerlendirilen Langerhans adacig1 sayisina boliinerek ortalama degerler bulundu.
Leica DM 2500 model 151k mikroskobu kullanilarak fotograflari ¢ekilen (x40) pankreas
adaciklariin “Leica IM50 Version 4.0” 6l¢lim programi yardimi ile adacik toplam alan
(um?) ve insiilin immiin pozitif hiicrelerin kapladigi alan (um?) dlgiildii. Birbirlerine
oranlanarak insiilin pozitif hiicrelerin adacik igerisinde kapladigr alanin yiizdesi
hesaplandi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

[statiksel analizler igin SPSS 17.0 yazilim progranu kullamldi. Istatiksel analizler
icin one-way ANOVA, Kruskal Wallis, Post Hoc Tukey HSD ve Dunn testleri
kullanildi. p degerleri, p < 0.05 ‘ten kii¢lik ise anlamli, p < 0.01’den kiigiik ise ileri
derecede anlamli ve p < 0.001’den kiiclik ise ¢ok ileri derecede anlamli olarak kabul

edildi.

Adacik Boyut Ol¢iimii

Tiim gruplarda pankreas doku kesitlerindeki Langerhans adaciklarin “Leica DM
2500”7 model 151k mikroskobu kullanilarak ¢esitli biiylitmelerde (x20 ve x40)
fotograflar1 ¢ekilerek,“Leica IM50 Version 4.0” programi yardimi ile alanlar
hesaplanip biiyiikliiklerine gore kiiciik, orta ve biiyiik olarak siniflandirildilar. Biiyiik
adaciklar > 10000pm2, Orta biiyiikliikteki adaciklar >5000-10000 pm?, Kiigiik adaciklar
<5000 pm? olarak alindi.



3.4 KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Diethil eter , Lachema 30128
Toluen, Merck 1.08323.2500
Parafin, Merck 1.07337.1000
Asetik asit, Atabay AA 002 L50
Gliserol, Atabay AS040L50
Jelatin, Sigma G-8150

Ethanol, Merck 1.00986.2500
Streptozotosin, Sigma S0130
Ghrelin, AnaSpec 24160
Na,HPOy4, Fluka 71640
NaH,PO, Fluka 71496
NaH,PO4H;0, Merck 6345.1000
Na,HPO42H,0, Merck 1.06576.1000
NaCl, Merck 6400.1000

3.5.KULLANILAN COZELTILER

Fosfat Tuz Tamponu (PBS)

NaH2PO4H20 26¢g
Na2HPO42H20 1546 g

NaCl

841 ¢g

Distile su 1000 ml

37



%10 luk Notral formalin
%37 Formaldehid 100 ml

Na2HPO4 65¢g
NaH2PO4 35¢g
Distile su 900 ml

Gliserin jel

Gelatin lg
Gliserol 7 ml
Distile su 6 ml

3.6. KULLANILAN ALETLER

1.Etiiv, Elektro-Mag M420B

. Hassas terazi, Ohaus Galaxy 4000

. Manyetik karistirici, Elektro-Mag M21

. Mikrodalga firin, Beko 1550

. Mikropipetler, Ependorf, Thermo

. pH metre, Scheat pH-meter CG825

. Saf su cihazi, Millipore Elix3

. Isik Mikroskobu- Leica (DM 2500)

. Isik mikroskobu kamerasi, Leica (DFC 280)

O© 00 3 O W B~ W DN

10. Su banyosu, Kéttermann
11. Mikrotom, Reichert 390965
12. Boyama kab1

13. Buzdolabi, Profilo
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4.BULGULAR

4.1 Viicut Agirhk Degerleri

Kontrol (K), ghrelin kontrol (GHR), STZ-diyabetik (STZ) ve STZ+GHR gruplarina
ait sicanlarin 0.giin, 1.,2.,3. ve 4. hafta viicut agirlik degerleri Tablo 1 de verildi. Yeni
dogan siganlarin STZ enjeksiyonundan iki giin sonras1 0.giin olarak alindu.

K ve GHR grubu arasinda 1.haftada ileri derecede anlamli (p<0.01), 2., 3. ve 4.
haftalarda ise ¢ok ileri derecede anlamli bir fark saptandi (p<0.001). K ve STZ gruplar1
arasinda 0.giin, 1. ve 2. hafta 6l¢iimlerinde c¢ok ileri derecede anlamli bir fark goriildii
(p<0.001). Buna karsilik 3. ve 4. haftalarda ise anlamli bir fark goriilmedi. GHR ve
STZ+GHR gruplart arasinda 0.giinde anlamli bir fark yoktu. 1.2.3. ve 4. hafta
Olctimlerinde ise iki grup arasinda cok ileri derecede anlamli bir fark bulundu
(p<0.001). STZ ve STZ+GHR gruplar1 arasinda 1.,2.,3. ve 4 hafta 6l¢iimlerinde anlaml
bir fark bulunmadi (Sekil 4-1), (Tablo 4-1).

70
a0 —
-
B 50
=
< 40 o
-
B B GHR
= 30
5TZ
20 W 5TZ+GHR
10 +
a
0.Gln 1.Hafta 2 Hafta 3 Hafta 4 Hafta

Sekil 4-1: Dort gruba ait yeni dogan hayvanlarin viicut agirliklari.
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Gruplar Hayvan | 0*.Giin 1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta (g) | 4.Hafta
sayist | (g) (® 8 (8
()

K 13 12.34+0.55 | 14.77+0.73 | 22.15+0.74 41+6.37 57.38+2.31
GHR 13 7.76+£0.38 | 12.19+0.85 | 15.42+0.93 | 23.11+£2.45 | 32.61+£3.33
STZ 9 9.66+0.75 | 18.50+£2.52 | 27.33£1.56 | 45.11+£2.71 | 61.38%4.15

STZAGHR | 5 | 8284111 | 18.0742.96 | 27.92+4.46 | 46.78+10.89 | 56.85+7.38

Tablo 4-1: Dort gruba ait ortalama viicut agirlik degerleri.
Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verildi.

0 . giin; STZ enjeksiyonundan sonraki ikinci giin olarak alindi.

4.2 Kan Glukoz Degerleri

K, GHR, STZ ve STZ+GHR gruplarina ait siganlarin 0.giin, 1.,2.,3. ve 4. hafta kan
glukoz degerleri Tablo 2 de verildi. Yeni dogan sicanlarin STZ enjeksiyonundan iki giin
sonras1 0.giin olarak alindu.

K ve GHR gruplar1 arasinda 2. haftada ¢ok ileri derecede anlamli (p<<0.001) bir fark
bulundu. K ve STZ gruplar kan glukoz degerleri bakimindan karsilastirildiginda 0.giin
ve 1., 3. ve 4. hafta dl¢limlerinde ¢ok ileri derecede anlamli iken (p<0.001), 2.hafta
Ol¢iimlerinde ileri derecede anlamli (p<0.01) bir fark saptandi. K ve STZ+GHR
gruplart arasinda 0.giinde 1., 2. ve 3.hafta ol¢cltimlerinde cok ileri derecede anlamli fark
bulundu (p<0.001). GHR ve STZ+GHR gruplarn arasinda 0.giin, 1., 2. ve 3.hafta
Olclimlerinde ¢ok ileri derecede anlamli bir fark goriildii.

STZ ve STZ+GHR gruplar arasinda 1.hafta dl¢timlerinde anlamli bir fark saptandi
(p<0.01). Bu grubun 2.hafta 6l¢iimlerinde ise ¢ok ileri derecede anlamli (p<0.001) bir
fark gozlendi, 3. hafta Ol¢limlerinde anlamli bir fark saptanmadi ve 4. hafta
Olctimlerinde ise ileri derecede anlamli bir fark bulundu (p<0.01). (Sekil 4-2), (Tablo4-
2).
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2 150 B GHR
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c
& 100 STZ

50 - W STZ+GHR
O |
0.Gln 1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4. Hafta
Sekil 4-2:Dort gruba ait yeni dogan siganlarin kan glukoz dl¢timleri.
Gruplar Hayvan | 0*.Giin 1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta
sayis1 (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
(n)

K 13 103+3.76 110.84+4.43 121.53+7.80 117.76+6.22 88.69+8.82
GHR 13 83.76+8.31 104.30£8.12 89.76+9.20 109+9.59 78.15+4.91
STZ 9 241.44+32.79 134.55£11.47 135.88+9.64 155+£25.10 130.44+20.60

STZ+GHR 7 352+37.69 151+21.27 159.14+7.24 165.28+30.33 100.57+26.01

Tablo 4-2: Dort gruba ait ortalama kan glukoz degerleri. Ortalama + Standart sapma.

0 . Glin STZ enjeksiyonundan sonraki ikinci giindiir.

4.3 Adacik Boyutu

Kontrol grubu hayvanlarin diger gruplara kiyasla en fazla biiyiik boyuttaki

adaciklara

sahip

oldugu

gozlendi.

STZ-diyabetik  grup  diger

gruplarla

karsilastirildiginda kiiciik boy adacik yiizdesinin en fazla oldugu gozlendi. Adacik

boyutlar1 bakimindan STZ-diyabetik grup STZ+GHR verilen grup ile kiyaslandiginda,

STZ+GHR verilen grupta biiyiik boyuttaki adaciklarin fazla oldugu gozlendi (Tablo 4-

3).




Langerhans K GHR STZ STZ+GHR
adaciklan % % % %
Biiyiik 18,5 14,5 2,4 7

Orta 21,3 12,5 20,8 14

Kiiciik 60,2 73 76,8 79

Tablo 4-3: Langerhans adaciklarinin boyutlarina gore dagilim ytizdeleri.

4.4 Histolojik Bulgular
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Dort grupta her bir hayvana ait pankreas kesitlerine Hematoksilen & Eosin (H&E)

boyas1 uygulandi. Her iki kontrol grubuna ait pankreas kesitleri H&E ile incelendiginde

genel adacik diizeninde ve yapisinda belirgin bir fark gozlenmedi (Resim 4-1A, 4-1B).

STZ —diyabetik grubu diger gruplarla karsilastirildiginda Langerhans adaciklarinda

dejeneratif  degisiklikler gozlendi. Ayrica bu grupta hipertrofik hiicrelere rastlanildi

(Resim 4-1C). STZ + GHR verilen gruba ait kesitlerde, Langerhans adaciklarinda

dejeneratif degisikliklerin azaldigr ve normal goriinlime yaklastig1 tespit edildi.(Resim

4-1D).



43

Resim 4-1: Kontrol (A) , Ghrelin kontrol (B), STZ-diyabetik (C), STZ-diyabetik +
GHR verilen (D) si¢an pankreaslar1. Dejeneratif degisikler (w=m ). Hipertrofik hiicreler
(—»). Hematoksilen & Eozin.
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4.5 Immunohistokimya Bulgular

4.5.1 Insiilin

Pankreas kesitlerine insiilin antikoru ile streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi
uygulandiginda, sitoplazmalar1 boyanan hiicreler insiilin immiin pozitif hiicreler olarak
degerlendirildi. Dort grup arasinda one-way ANOVA ile anlamli bir fark bulundu.

Kontrol ile GHR gruplarina ait kesitler insiilin immiin pozitif hiicre sayisi
bakimindan istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark saptandi (p<0.05) .
Kontrol ile STZ —diyabetik grup karsilagtirildiginda cok ileri derecede anlamli bir fark
goriildii (p<0.001). STZ —diyabetik grup ile STZ+GHR verilen grup karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamasina ragmen STZ+GHR verilen grupta
insiilin immiin pozitif hiicre sayisinin arttig1 gozlendi (Tablo 4-4) (Sekil 4-3)( Resim 4-
2,3.4.5).

Insiilin immiin pozitif hiicreler reaksiyon siddetine gore degerlendirildiginde STZ-
diyabetik grubun diger gruplara gore daha zayif immiinreaksiyona sahip oldugu goriildii
(Tablo 4-5).

Ortalama adacik alani bakimindan iki kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
saptanmadi. Oysa kontrol ile STZ —diyabetik grubu arasinda anlamli bir fark saptandi
(p<0.05). STZ -diyabetik grup STZ+GHR verilen grupla karsilastirildiginda Langerhans
adaciklarinda insiilin pozitif hiicre alaninda artig goriilmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Beta hiicre alan1 bakimindan iki kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark saptandi (p<0.05). Kontrol ile STZ —diyabetik grubu istatistiksel
olarak karsilastirildiginda insiilin pozitif hiicre alaninin STZ-diyabetik hayvanlarda

azaldig1 bulundu (p<0.001). (Sekil 4-4) (Tablo 4-6).
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insiilin hiicre says1
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5
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K GHR 5TZ

E M insiilin Hiicre Sayisi

STZ+GHR

Sekil 4-3: Kontrol, GHR kontrol, STZ-diyabetik ve STZ+GHR verilen gruplara ait

pankreas dokusunda insiilin pozitif hiicrelerin ortalama degerleri.

Toplam B hiicre | Ortalama deger=Standart
Gruplar n* sayis1 sapma
K (n=8) 104 3866 37.17+44.10
GHR (n=8) 104 2615 25.13+31.77
STZ (n=8) 83 1061 12.78+9.21
STZ+GHR (n=7) 86 1673 19.45+14.33

Tablo 4-4: Dort gruba ait Langerhans adaciklarindaki ortalama instilin immiin pozitif

hiicre sayilari. n= hayvani sayisi, n*= degerlendirmeye alinan toplam adacik sayisi.

Gruplar K GHR STZ STZ+GHR
Immiinreaksiyon
++ ++ + ++
siddeti

Tablo 4-5: Immunohistokimya uygulanan kesitlerde immiinreaksiyon yogunlugu. Zay1f

(+), orta (++) ve siddetli (+++).
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Sekil 4-4: Immiinohistokimya uygulanan kesitlerde adacik ve insiilin pozitif hiicre

alanlarinin karsilastirilmasi.

Insiilin pozitif
Gruplar n* Adacik alam (um?) hiicre alan1 (nm?)
K (n=8) 104 8360.44+22233.94 ¢ 5472.95+£5668.32
GHR (n=8) 104 4688.03+6065.02 3827.62+5322 .91
STZ (n=8) 83 3038.17+2445.20 2140.50+1775.86
STZ+GHR 86 3403.17+3048.59 2516.03+2358.38
(n=T)

Tablo 4-6: Dort gruba ait Langerhans adacik alanlari ve insiilin hiicre alanlarinin
kargilagtirilmast. n= hayvan sayisi, n*= toplam  adacik sayisi. ¢ Ortalama

deger+Standart sapma
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Resim 4-2: Kontrol grubuna ait dort haftalik sigan pankreas kesiti.
Langerhans adaciginda insiilin immiinreaktif hiicreler ( —p ).

Streptavidin-biotin-peroksidaz ~ yontemi. Zit boyama: Mayer’s

Hematoksilen. Bar; 20pum

Resim 4-3: GHR kontrol grubuna ait pankreas dokusuna ait Langerhans
adaciginda insiilin immiinreaktif hiicreler ( —3 ). Streptavidin-biotin-

peroksidaz yontemi. Zit boyama: Mayer’s Hematoksilen. Bar; 20um
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Resim 4-4: STZ -diyabetik grup pankreas doku kesiti. Langerhans adaciginda insiilin
immiinreaktif hiicreler ( — ). Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi. Zit boyama:
Mayer’s Hematoksilen. Bar; 20um

Resim 4-5: STZ+GHR verilen gruba ait sican pankreas doku kesiti. Langerhans
adaciklarinda insiilin immiinreaktif hiicreler ( — ). Streptavidin-biotin-peroksidaz

yontemi. Zit boyama: Mayer’s Hematoksilen. Bar; 20pm
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4.5.2.0bestatin

Pankreas kesitlerinde obestatin antikoru kullanilarak streptavidin-biotin-peroksidaz

yontemi ile obestatin pozitif sinyal veren hiicreler degerlendirildi.
Sican kontrol pankreas doku kesitleri, GHR ve STZ gruplan ile istatiksel olarak
karsilastirildiginda obestatin immiin pozitif hiicre sayist1 bakimindan anlamh bir fark
saptanmadi. Oysa GHR ile STZ —diyabetik gruplari arasinda anlamli bir fark bulundu
(p=0,014). STZ ile STZ+GHR verilen grup istatistiksel olarak karsilastirildiginda
anlamli bir fark saptanmamasina ragmen STZ+GHR verilen grupta obestatin pozitif
hiicre sayisinin arttig1 gozlendi (Sekil 4-5) (Tablo 4-7).

Obestatin pozitif hiicrelere genellikle Langerhans adaciklarinin periferinde, oval
sekilli ve her adacikta 1-3 pozitif hiicreye rastlanildi. Obestatin pozitif sinyaller
sitoplazma ve/veya nukleusta goriildii (Resim 4-6, 7, 9, 10, 11). Dort gruba ait her bir
kesit incelendiginde, tiim Langerhans adaciklarinin veya bazilarinin  hi¢ obestatin
immiin pozitif hiicre igermedigi gozlendi.

Immiinohistokimyasal yontemle incelenen kesitlerde immiin pozitif hiicreler
reaksiyon siddetine gore degerlendirildiginde STZ-diyabetik grubunun diger gruplara
gore daha zayif sinyale sahip oldugu goézlendi (Tablo 4-8 ). Obestatin immiin pozitif

hiicrelere yer yer ekzokrin pankreas dokusunda rastlanildi (Resim 4-8).

0,3

0,25
0,2
0,15
W Obestatin Hlicre Sayis
a,1
0,05 I
a
K GHR STZ

S5TZ+GHR

Obestatin Hiicre Saysi

Sekil 4-5: Dort gruba ait sican pankreas dokusunda obestatin pozitif hiicre ortalamalari.
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Ortalama
Toplam hiicre | deger+Standart

Gruplar n* sayisl sapma
K (n=8) 81 10 0,123+0,33
GHR (n=8) 79 22 0,278+0,37
STZ (n=8) 91 6 0,006+0,44
STZ+GHR (n=7) 98 15 0,153+0,62
Tablo 4-7: Dort gruba ait Langerhans adaciklarindaki ortalama obestatin immiin

pozitif hiicre sayilari. n= hayvani sayisi, n*= degerlendirmeye alinan toplam adacik

sayisl.
Gruplar K GHR STZ STZ+GHR
Immiinreaksiyon
N - ++ N
siddeti

Tablo 4-8: Immunohistokimya uygulanan kesitlerde obestatin immiinreaksiyon

yogunlugu. Zayif (+),orta (++) ve siddetli (+++).
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Resim 4-6: Kontrol sicana ait Langerhans adaciginda obestatin immiinreaktif hiicre ().

Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi. Zit boyama: Mayer’s Hematoksilen. Bar; 20pum

-
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Resim 4-7:Kontrol sigan pankreas doku kesiti. Langerhans adaciginda obestatin pozitif
sinyal (— ) hiicrenin hem sitoplazma hemde nukleusta goriilmekte. Streptavidin-

biotin-peroksidaz yontemi. Zit boyama: Mayer’s Hematoksilen. Bar; 20um
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Resim 4-8: Kontrol pankreas ekzokrin dokusunda obestatin pozitif hiicre ( . ).
Kii¢iik resimde obestatin pozitif hiicre x400 biiylitmede goriilmekte. Streptavidin-biotin-

peroksidaz yontemi. Zit boyama: Mayer’s Hematoksilen. Bar; 20pm

Resim 4-9: GHR kontrol grubuna ait Langerhans adaciginda obestatin pozitif hiicre (—
) Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi. Zit boyama: Mayer’s Hematoksilen. Bar;

20pum
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Resim 4-10: STZ —diyabetik sican Langerhans adaciginda obestatin pozitif hiicre < ).

Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi. Zit boyama: Mayer’s Hematoksilen. Bar; 20pum

]

Resim 4-11: STZ+GHR verilen si¢ana ait Langerhans adaciginda obestatin pozitif
hiicre (—. Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi. Zit boyama: Mayer’s Hematoksilen.

Bar; 20pm
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5.TARTISMA

Ekzojen ghrelin verilen yeni dogan STZ-diyabetik sicanlarin pankreaslari, kan
glukozu, insiilin ve obestatin peptid ekspresyonlar1 bakimindan incelendi.

Kontrol ve STZ-diyabetik yeni dogan siganlarin 3 haftalik viicut agirliklart
karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadigi bildirilmistir (58). Oysa erigkin STZ-
diyabetik hayvanlarin viicut agirliklarinda kontrol sigcanlara gore azalma gozlenmigtir
(60). Bu ¢alismada ficilincii ve dordiincii haftanin sonunda kontrol ve STZ —diyabetik
sicanlar arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Bunun nedeni yeni dogan diyabetik
sicanlarin biiylimelerini siirdiirmeleri olabilir. Ghrelin geni delesyona ugratilmis
farelerin biiyiimelerinin degismedigi ve bunun sebebinin ghrelinin ve obestatinin
yoklugu oldugu bildirilmektedir (107, 128).

STZ —diyabetik ve yedi giin siire ile ghrelin verilen STZ-diyabetik sicanlarin {igiincii
hafta viicut agirlik degerleri arasinda anlamli bir fark olmadig: bildirilmistir (58). Buna
paralel olarak bu c¢alismada tgiincii haftada viicut agirliklar istatistiksel olarak
karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmadi. Sato ve ark. ghrelinin farelerde besin
aliimu iizerine bir etkisi olmadigini ileri siirmiislerdir (103). Siit emen ve siitten kesilen
yavrulara bes giin siireyle farkli dozlarda ghrelin enjeksiyonunun viicut agirligina
etkisinin olmadig1 gosterilmistir (26). Lagaud ve ark siganlara ghrelin verilmesinin doza
bagli olarak besin alinimini arttirdigini bildirmislerdir (73).

Bu calismada, STZ ve STZ+GHR gruplan arasinda 1.,2.,3. ve 4 hafta dl¢timlerinde
anlamli bir fark bulunmadi. Oysa eriskin siganlarda ve insanlarda ekzojen ghrelin
verilmesinin besin alinimini arttirdigi, eriskinlige ulasmamis siganlarda ise azalttigi
bildirilmistir (121, 26). Eriskin sicanlara ghrelin verilmesinin viicut agirligini arttirdigini
bildirmiglerdir (6, 128). GHR ve STZ+GHR gruplarinin viicut agirhiklar
karsilagtirildiginda 1.,2.,3. ve 4. hafta dlglimlerinde anlamli bir fark bulundu. Bu

anlamlilik ghrelinin siganlarin biiyiimesinde etkili oldugunu desteklemektedir.
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Dogumdan sonraki 2.giinde STZ enjekte edilen sicanlarda kan glukozunun 200-350
mg/dl arasinda degiserek kronik hipergliseminin gelistigi bildirilmistir. (3, 9, 125).
Yeni dogan STZ- diyabetik sicanlarin kan glukoz degerlerinin kontrol gruplarn ile
karsilastirildiginda arttigi gosterilmistir (9, 111, 125). Bu ¢alismada diger ¢alismalara
paralel olarak dort haftalik deney siiresince kontrol ve STZ- diyabetik si¢anlar arasinda
anlamli bir fark saptandi.

Yeni dogan diyabetik sicanlara yedi giin siire ile ghrelin verilmesinin erigkin
donemde hiperglisemi gelisimini engelledigini bildirmislerdir (58). Kontrol gruba
ekzojen ghrelin verilmesinin kan glukoz seviyelerinde anlamli bir degisime sebep
olmadigr buna karsilik STZ-diyabetik siganlara ghrelin verilmesinin kan glukoz
degerlerinde anlaml1 bir diislise sebep oldugu goriildii. Dezaki ve ark doza bagli olarak
1.p. ghrelin alimiminin farelerde kan glukoz seviyelerini arttirdigini belirtmiglerdir ( 27).
Izole edilmis sican pankreas adaciklarina ghrelin verilmesinin beta hiicrelerinde serbest
Ca2+ konsantrasyonunu arttirarak insiilin salinmasini uyardigini bildirmislerdir (22) .
In vitro sartlarda pankreas adaciklarina ghrelin verilmesinin insiilin saliimin etkiledigi
gosterilmistir (93).

Calismamizda STZ+GHR grubunun 4. hafta kan glukoz dlgiimleri kontrol grubuna
yakin degerlere yaklasmistir. Ayrica STZ+GHR grubuna ait kan glukoz seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir diisiisiin goriilmesine insiilin peptid artis1 da eslik
etmektedir. Diyabetik sicanlara 4 haftalik ghrelin tedavisi hipergliseminin azaldigina
isaret etmektedir ve STZ+GHR grubunda STZ grubuna gore adaciklardaki dejeneratif

degisikliklerin azalmasi da kan glukoz degerlerindeki diistisle ilgili olabilir.
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Tipl ve tip2 diyabet tedavisinde beta hiicre yasam siiresini, sayisini ve insiilin
salinimin1 arttirmak i¢in yeni tedavi stratejileri gelistirmek onemlidir. Son ¢aligmalar
ghrelinin, insiilin ve glukoz salmimi iizerinde Onemli rolleri oldugunu
diistindiirmektedir. Tip2 diyabetli hastalarda dolasimdaki ghrelin seviyesinin diistiigii
bildirilmistir (34, 66, 92).

Ghrelin gen delesyonu olan ob/ob farelerde glukoza bagimli insiilin saliniminin
arttig1 gosterilmistir (107). Tip 2 diyabet modeli olarak kullanilan yenidogan si¢anlara
yedi giin siire ile ghrelin verilmesinin beta hiicre rejenerasyonuna yardimci oldugu ve
insiilin ekspresyonunu arttirdig1 bildirilmistir (58). Yeni dogan siganlara ekzojen ghrelin
verilmesinin insiilin salmmini arttirdig1 gosterilmistir (75). Izole sigan adaciklarinda
farkli ghrelin konsantrasyonlarina bagli olarak  insiilin saliniminin degistigini
gostermiglerdir (27, 94). Ghrelinin ortamdaki glukoz dozuna bagli olarak INS-1
(832/13) hiicre soyunda insiilin saliimini etkiledigini belirtmislerdir (123). izole sigan
adaciklarina ghrelin ile birlikte verilen yiliksek glukoz konsantrasyonunun insiilin
saliniminda istatistiksel olarak anlamli bir artisa yol actigini bildirmislerdir (22). Eriskin
sicanlara ghrelin verilmesinden sonraki bir saatte serum insiilin seviyesini arttig1
bildirilmistir (75). Bunun aksine erigskin diyabetik hayvanlarda serum insulin
seviyelerinin azaldigi belirtilmistir (77). Hem acillenmis hem acillenmemis ghrelinin
Langerhans adaciklarindaki beta hiicre cogalmasini destekledigi kiiltiir ortaminda
gosterilmistir (42). Hem acillenmis hem de acillenmemis ghrelinin insan adacik beta
hiicrelerinde apoptozu engelledigini bildirmislerdir (42, 128, 129).Bu ¢alismada STZ —
diyabetik grup ile STZ+GHR verilen grup karsilastirildiginda, STZ+GHR verilen grupta
insiilin immiin pozitif hiicre sayisinin ve alanmin arttigi gdzlendi. Istatistiksel olarak
anlamli olmamasina ragmen bu artisin nedeni ghrelinin apoptozu onleyici etkisiden
dolay1 olabilir.

Insiilin peptid sinyalleri reaksiyon yogunluguna gore degerlendirildiginde
STZ+GHR grubunda STZ-diyabetik grubuna gore sinyaller daha yogun gozlendi. Bu
da tip 2 diyabette diisiik oldugu ile siiriilen ghrelinin ekzojen aliniminin insiilin peptid

seviyelerini arttirdigini diistindirmektedir.
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Yeni bir peptid olan obestatinin insiilin biyosentezi, glukoz metabolizmasi ve beta
hiicre ekspresyonu ile ilgili yolaklar1 diizenleyebilecegi diisiiniilmektedir . Beta hiicre
salgilarinin kontroliinde obestatin peptidinin rolii olabilecegi ileri siiriilmiistiir (32).
izole edilmis fare adaciklarinda obestatinin insiilin salinimi {izerine etkisi olmadig1
bildirilmistir (116). Tip 2 diyabetli hastalarda plazma obestatin seviyeleri ilk kez Qi ve
ark tarafindan gosterilmistir (95).

Granata ve ark. ¢ift immiinohistokimya yontemi ile insan pankreas adaciklarinin
periferinde obestatin ve ghrelinin ayni hiicrede yerlestigini gostermislerdir (43). Bu
calismada da obestatin immiinreaktif hiicreler Langerhans adaciklarinin periferinde
yerlesim gostermekte idi. Ayrica obestatin pozitif sinyaller ¢ogunlukla sitoplazmada
bazende hem nukleusta hem de sitoplazmada goriildii. Fetal ve yetiskin insan
adaciklarinda obestatin peptidinin sitoplazmada yerlestigini ve ghrelin ile ayni1 hiicrede
ko-lokalize oldugunu gostermislerdir (43).

Zhao ve ark (129) eriskin sican pankreasinda immiinflorasan yontemi ile obestatin
peptidi salgilayan hiicrelerin  hem oval hem de wuzamis sekilli olduklarinin
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise hiicreler genellikle oval sekilli olarak goriildii.
Dort gruba ait her bir kesit incelendiginde, obestatin immiin pozitif hiicre icermeyen
cok sayida Langerhans adaciklar1i gozlendi. Ekzojen ghrelin verilmesinin obestatin
tireten hiicre sayisinda istatistiksel olarak olmasa da artisa neden oldugunu
sOyleyebiliriz. STZ+GHR ve GHR kontrol gruplari arasinda obestatin  peptid
ekspresyonu bakimindan istatiktiksel olarak bir fark saptanamamasinin nedeni peptidin
cok hizli yikilmasi veya preproghrelinden olusan obestatinin translasyon sonrasi

islemlerinde hata olusmasi olabilir.

Bu calismada strepavidin-biotin peroksidaz yontemi ile ilk kez kontrol ve diyabetik
yeni dogan sican pankreaslarinda obestatin peptidi gosterilmistir. Ayrica ilk kez

obestatin immiin pozitif hiicreler ekzokrin pankreas dokusunda goriildi.

Sonug olarak, yeni dogan diyabetik sicanlara erken evrede ghrelin verilmesinin kan
glukoz seviyesini diigiirmesi sebebi ile diyabetin etkilerini Onleyebilecegini
sOyleyebiliriz. Isik mikroskopik bulgularimiz STZ ile olusan pankreas hasari tizerinde

ghrelinin koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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