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STREPTOZOTOCIN (STZ)’IN GENOTOKSIK, SITOTOKSIK VE
APOPTOTIK POTANSIYELI

OZET

Streptozotosin (STZ), toprakta yasayan “Streptomyces acromogenes” adi
verilen bir gram pozitif bakteri tarafindan sentezlenen, genis spektrumlu aktivite
gosteren bir antibiyotiktir. STZ 1959 yilinda kesfedilmis olup, 1963°de
diabetojenik etkisi ortaya ¢ikarilmis ve sonrasinda yaygin olarak deney hayvanlari
ve preklinik c¢aligmalarda diyabet indiikleyici ajan olarak kullanilmistir. Bu
calismada STZ akut ve orta vadede beyin korteks, siyatik sinir ve karaciger
dokularinda genotoksik ve sitotoksik etkisi ayni zamanda apoptotik potansiyeli
incelenmistir. Toksisite testleri kapsaminda hiicre kiiltiirli  ¢aligmalari
gerceklestirilmis, A549, MCF-7, Hek-293, PC3, U87MG, MPanc-96, HelLa ve
CaCo-2 hiicre hatlarinda ICsg degerleri hesaplanmistir. STZ’ nin 10, 5, 1 ve 0.5 pg
dozlar1 i¢in AMES testi ile genotoksik etkileri belirlenmistir.

In vivo denemeler kapsaminda 40 adet Sprague-Dawley sican STZ (n=20)
ve kontrol (n=20) olmak tiizere 2 gruba ayrilmistir. STZ grubuna, 50 mg/kg STZ
(0.05 M sitrat tamponunda, pH: 4.5) intraperitonal olarak verilmistir. Kontrol
gruba ise yalnizca salin uygulamasi yapilmistir. Uygulamadan 24 saat, 1, 2 ve 4
hafta sonrasinda her gruptan 5 adet sican sakrifiye edilmis ve anestezi altinda
dokular1 ¢ikarilmigtir. Siganlardan alinan karaciger, beyin ve siyatik sinir
dokularinda histolojik degerlendirme yapilarak en fazla etkilenen dokunun siyatik
sinir oldugu belirlenmistir. Ayrica Roche Light Cycler® 480 Il sistemi ile her
hiicre hattinda apoptoz ile iliskili 7 genin ekspresyon profilleri belirlenmistir.

Bu calismada elde edilen veriler ile siganlarda STZ uygulamasinin akut-orta
donemde sinir sistemi, karaciger ve beyin korteks iizerindeki etkilerinin ortaya
konmasi planlanmig olup bulgularimiza goére, STZ maruziyetinin diyabet ile
olusan doku hasarimi arttirdigi gozlenmistir. STZ tarafindan indiiklenen
biyokimyasal degisikliklerin ortaya konulmasinin hiicresel ve fizyolojik anlamda

onemli ve gerekli oldugu ortaya konmustur.

Anahtar sozcukler: Streptozotosin, Apoptoz, Toksisite, Beyin, Karaciger.






GENOTOXIC, CYTOTOXIC AND APOPTOTIC POTENTIAL OF
STREPTOZOTOCIN

ABSTRACT

Streptozotocin (STZ) is an antibiotic with broad spectrum activity,
expressed by a gram-positive bacterium called "Streptomyces acromogenes™ that
lives in the soil. STZ was discovered in 1959 and in 1963 diabetic effect was
discovered and then it was used as a diabetes inducing agent in experimental
animals and preclinical studies.

In this study, the genotoxic and cytotoxic effects of STZ in the acute and
midvalent brain cortex, sciatic nerve and liver tissues were investigated at the
same time with apoptotic potential.

Cell culture studies were carried out under toxicity tests and 1C50 values
were calculated on A549, MCF-7, Hec-293, PC3, U87MG, MPanc-96, HelLa and
CaCo-2 cell lines. Genotoxic effects of STZ were determined by AMES test for
doses of 10, 5, 1 and 0.5 pg.

40 Sprague-Dawley rats were divided into 2 groups, STZ (n = 20) and
control (n = 20). The STZ group was administered intraperitoneally at 50 mg / kg
STZ (0.05 M citrate buffer, pH: 4.5). The control group was exposed only saline
application. At 24 hours, 1, 2 and 4 weeks after the application, 5 rats from each
group were sacrificed and the tissues were removed under anesthesia. Histological
evaluation was performed on liver, brain and sciatic nerve tissues from rats and it
was determined that the most affected tissue was sciatic nerve. In addition, the
Roche Light Cycler® 480 Il system identified seven gene expression profiles
associated with apoptosis in each cell line.

With the data obtained in this study, it was aimed to reveal the effects of
STZ administration in rats on the nervous system, liver and brain cortex in the
acute-middle stage.

According to our findings, STZ exposure increases tissue damage caused by
diabetes. The introduction of biochemical changes induced by STZ is important

and necessary for this reason in the cellular and physiological sense.

Key words: Streptozotocin, Apoptosis, Toxicity, Brain, Liver.
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1. GIRIS
1.1. Diyabet Mellitus

Diyabet mellitus bilinen en eski hastaliklardan biri olarak ilk defa 3000 yil
once Misir el yazmalarinda bildirilmistir (Ahmed, 2002). Diyabet, diinya
genelinde yapilan anket ¢aligmalarina gore diinya niifusunun yaklasik olarak %10’
unu etkilemektedir. Gelismis tilkelerde kanser ve kalp hastaligindan sonra 6lUm
nedeni olarak l¢lincli sirada gelen diyabet, zayif metabolik kontrol ile alakali
ciddi bir endokrin hastaliktir. Diinya ¢apinda ateroskleroz, bobrek yetmezligi,
korliik ve diyabete bagli katarakt problemlerinden ve Kardiyovaskiiler hastalik
riskinin artmasindan sorumludur. (Kumar et al., 2015). Diyabet, insulin
salgilanma mekanizmasinda hasar olustugunda veya viicutta mevcut olan instilinin
etkin bir sekilde kullanilmadiginda ortaya ¢ikan kronik metabolik bir hastaliktir.
Kanda glukoz seviyesinin artmasiyla olusur. Bu duruma hiperglisemi denir
(Radenkovi¢ et al., 2016). Diyabette goriillen hiperglisemi uzun donemde
fonksiyon bozukluklarina ve 6zellikle goz, bobrek, sinir, kalp ve kan damarlarinda
olmak iizere ¢esitli organ yetmezliklerine yol agmaktadir. Diyabette karbonhidrat,
yag, protein metabolizmasindaki anormalliklerin temeli hedef dokulardaki instilin
etkisinin  yetersizligidir. Insiilin etkisinin yetersizligi, insiilin salgisinin
eksikliginden veya dokularin insiillin hormonuna cevabinin azalmasi ile
sonuglanir. Hiperglisema poliiiri (¢cok idrara ¢ikma), polidipsi (¢ok su i¢me), kilo
kaybi, bazen polifaji (cok yemek yeme) ve bulanik gérme gibi semptomlara neden
olmaktadir. Kronik hiperglisemiye, biliyiime geriligi ve bazi enfeksiyonlara karsi
hassasiyetin artmasi gibi durumlar da eslik etmektedir. Diyabetin akut, hayati
onem arz eden sonuglari, hiperglisemi ile beraber seyreden ketoasidoz veya non

ketotik hiperozmolar komadir (American Diabetes Association, 2004).

Epidemiyolojik agidan bakildiginda 2011 yilinda yaklasik 366 milyon
insanda diyabet mellitus goriildiigii belirlenmistir. 2030 yilinda bu sayimin 552
milyon olacagi ve bu saymnin da 439 milyonunun tip 2 diabet olacagi olarak
tahmin edilmektedir. Diigiik ve orta gelirli iilkelerde, diyabet mellitus goriilen
hastalarda tip 2 diyabete sahip insanlarin sayist %80 daha fazladir. 2011 yilinda
4.6 milyon insanda diyabet 6liime yol agmistir (Olokoba et al., 2012).



Bat1 iilkelerinde hastalik, niifusun %7’°sini etkilemekte global olarak ise
dinya nufusunun %5-7’1ik kismin etkiledigi goriilmektedir. Genel olarak tip 2
diyabet 40 yas istiinde daha yaygin goriilmekle birlikte obezite, fiziksel
aktivitelerin azalmasi ve kalitimla iligkilendirilmektedir. Son verilere gore tip 2
diyabet ergenlik cagindaki genclerde ve c¢ocuklarda da artis gdstermeye
baslamistir. Baz1 tilkelerde gocuklarda goriilen tip 2 diyabet tipl diyabetten daha
yaygindir (Bastaki, 2005).

Diabet mellitus ¢esitli tiirlerde siniflandirilabilmekle birlikte, 1936 yilinda
hastalik tip 1 ve tip 2 olarak tanimlanmistir. Genel olarak tip 1 ve tip 2 diabet
olarak 2 ana simifa ayrilmaktadir. Tip 1 ve 2 olarak adlandilan diabet tiirleri
etiyolojik olarak insiilin bagimli (IDDM) ve insiilin bagimsiz (NIDDM) diabet
olarak da isimlendirilmektedir. Insiilin bagimli diabet “juvenil baslangich
diyabet” olarak da adlandirilan kronik, dmiir boyu siiren bir hastaliktir. Tip 2
olarak belirtilen insiilin bagimsiz diabet ise daha sik karsilasilan diabet tiirii olup
“erigkin donem diabeti” olarak adlandirilabilmektedir (Atkinson et al., 1994;

Zimmet et al., 2004).

Hamilelik diyabeti olarak bilinen gestasyonel diyabet ise, ilk defa 1979
yilinda Ulusal Diyabet Veri Grubu (National Diabetes Data Group-NDDG)
tarafindan, ilk olarak gebelikte baslayan veya tan1 alan glukoz tolerans bozuklugu
olarak tanimlanmistir. Hamilelik sonrasinda da glukoz tolerans bozuklugunun
devam etmesi durumunda diyabet mellitus (DM) tanis1 konulmasi gerekmektedir
(Report of the Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus, 1997).

Prediyabet, kan glukoz seviyesinin normalden yiiksek degerde fakat diyabet
teshisi koyabilmek icin yeteri kadar yiiksek degerde olmadigi durumda teshis
konulan hastaliktir. Prediyabetik (gizli seker hastasi) kisilerde tip 2 diyabet

(eriskin diyabeti), kalp hastalig1 ve inme riski artar.



1.1.1. Tip 1 diyabet mellitus

Tip 1 diyabet immin sistem hicrelerinin pankreasta bulunan beta
hiicrelerine zarar vermesi iizerine viicutta insiilin hormonunun salgilanmamasi
veya az salgillanmasi sonucu meydana gelen kronik metabolik bir hastaliktir.
Sonug olarak beta hucrelerinde % 80-90 oraninda harabiyet goriilmektedir. Tip 1
diyabetin tip la ve tip 1b olmak iizere 2 tiirii bulunmaktadir (Bastaki., 2005).
Avrupa’da gorillen diabet vakalarmin %90’m1 kapsayan Tip 1a diyabet,
pankreatik beta htcrelerinin immunolojik yikimindan dolayr goriilen insiilin
eksikligi olarak belirtilmektedir. Tip 1 diabetin %10’unu kapsayan Tip 1b diabet
ise idiopatiktir ve otoimmun bir ispati bulunmamaktadir (Bastaki, 2005). Beta
hiicre yikimiyla otoimmiin siireci tanimlayan adacik hiicre antikorlari, anti
glutamik asit dekarboksilat (anti-GAD), insulinoma ile iligkili antikorlarin (IA-2)
varlifiyla tip la diyabet karakterize edilmektedir. Tip 1b diyabet herhangi bir
etiyolojik temele dayandirilamamaktadir. Hastalarin bazilarinda kalici insiilin
eksikligi ve ketoasidoza yatkinlik vardir ancak otoimmiiniteye dair kanit
bulunmamakktadir. Tip 1b diyabet Afrika ve Asya kokenli insanlarda daha yaygin
olarak gortlmektedir (Bastaki, 2005).

1.1.2. Tip 2 diyabet mellitus

Tip 2 diyabet, diabetin en yaygin goriilen formudur. Insiilin hormonunun
salgilanmasindaki bozukluklar ve insiilin direnciyle karakterize edilmektedir
(Bastaki, 2005). Tip 2 diyabetin goriilme siklif1 yasanilan cografi bolgedeki
yasam sekli, fiziksel hareketsizlik ve ¢evresel risk faktorlerinin etkisiyle degisiklik
gosterir (Olokoba et al., 2012).



1.2. Diyabet Indiikleyici Ajanlar
1.2.1. Streptozotosin (STZ)

Streptozotosin (STZ) toprakta yasayan Streptomyces acromogenes adi
verilen bir gram pozitif bakteri tarafindan sentezlenen, genis spektrumlu aktivite
gOsteren bir antibiyotiktir. STZ 1959 yilinda kesfedilmis olup, 1963 yilinda
Rakieten ve arkadaglar1 diabetojenik etkisini ortaya ¢ikarmistir (Eleazu et al.,
2013; Goyal et al., 2016). Bu zamandan itibaren STZ yaygin olarak deney
hayvanlar1 ve preklinik calismalarda diabet indiikleyici ajan olarak kullanilmistir
(Goud et al. 2015). Streptozotosin kimyasal olarak, bir glukoz anologu olan
glucosamine-nitrosourea (2-deoxy-2-[3-methyl-3-nitrosoiirido]-D-glucopyranose)
bilesigidir. [IUPAC sisteminde N-methyl-N-nitrosourea yan zinciri bulunduruan 2-
deoxy-D-glucose olarak isimlendirilir (Sekil 1b). STZ kromotografik tekniklerle
ayrilabilen alfa ve beta olarak 2 anomerik formdan meydana gelir (Sekil 1a). STZ
265.2 g/mol molekiil agirligina ve CgH15N307 molekil formiline sahip kristal toz
halinde agik sar1 veya kirli beyaz olarak bulunan hidrofilik bir bilesiktir (Eleazu et
al., 2013). STZ kisa siireli muhafaza edilecekse 4 °C’da saklanabilir fakat uzun
streli muhafaza etmek igin -20 °C’da saklanmas1 gerekmektedir.
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Sekil 1.1.  Streptozotosin formlart a. STZ oo Anomeri b. STZ B Anomeri ¢. N-asetil glukozamin
d. Metil Nitroziire (Eleazu et al., 2013).



Diabet modeli olusturmak amaciyla, hayvanlar {izerinde diyabet
indiikleyici ajan olarak kullanilan ve ¢esitli kimyasallar arasinda en ¢ok tercih
edilen madde olan streptozotosin ile uyarilan diabet modellerinde goézlenen
yapisal, fonksiyonel ve biyokimyasal degisiklikler, genellikle insanlarda gozlenen
diyabete benzerlik gosterir. Bu nedenle STZ ile indiiklenmis diyabet, deney
hayvanlarinda diyabet ve diyabete baglh komplikasyonlarin patogenezini
incelemek igin klinik a¢idan anlamli bir modeli temsil etmektedir (Goyal et al.,

2016).

STZ hayvan modellerinde kalic1 olarak diyabet indiikleyici olarak kullanilan
dogal diyabetojenik ajandir. STZ, deney hayvanlarina intravendz veya
intraperitonal olarak ¢esitli dozlarda verilerek hem insiiline bagimli (IDDM) hem
de insiiline bagimli olmayan tipte (NIDDM) diyabet olusturulabilir. Pankreatik
beta hiicrelerine hasar vererek insulin tretimini durdurur. DNA alkilasyonu, NO
iiretimi, serbest radikal salinimi1 (ROS ve RNS), O-GlcNAcse inhibisyonu B hiicre
toksisitesi sebeplerindendir. CH3 ile DNA metillenmesi, nikleer enzim olan
PARP aktivitesi sonucunda NAD ve ATP depolarinin tilkkenmesi ile B hiicresinin

insiilin iretim mekanizmasinda bozukluk meydana gelir.

STZ sigan, fare, maymun, hamster, tavsan ve guine piglerde diabete sebep
olan STZ hiicre igerisine alinmasi ile toksik etkisini gosterir. Nitrozoura bilesikleri
genellikle hiicrenin igerisine hizli bir sekilde girisi saglayan lipofilik yapida
olmasina ragmen, STZ tam aksine hiicre i¢ine girisi sinirlayan hegzosun yerine
ge¢cmesinden dolay: hidrofilik bir bilesiktir. STZ indiiksiyonunun sonuglari olan
segici pankreatik B hiicre toksisitesi ve diabetik durum, STZ’nin kimyasal
yapisinda bulunan glikoz molekiiliiniin, plazma membraninda bulunan diisiik
afiniteli glukoz tastyici protein (GLUT2) araciliiyla pankreasin B hiicresine girip

burada birikmesiyle olusmaktadir.

Pankreasin B hiicrelerinin glukozla olan iligkisi, diger hiicrelerden daha aktif
olmasindan dolay1 bu hiicreler STZ’ye kars1 daha duyarhidir. Bu durumda glukoz
tastyicilart ifade etmeyen insiilin lireten hiicrelerin STZ sitotoksisitesine karsi
diren¢li oldugu ve sadece plazma membraninda bulunan GLUT 2 proteinin

ekspresyonundan sonra bilesigin toksisitesine karsi savunmasiz halde geldigi



gozlem yapilarak dogrulanmis ve ek olarak GLUT 2 tastyicilarini eksprese eden
diger hiicrelerin de STZ’ye kars1 duyarli oldugu belirtilmistir. Hepatosit ve renal
tibudler hucreler buna 6rnek olarak verilebilmektedir.. Bu durum STZ uygulanmis
deney hayvanlarinda bobrek ve karaciger hasart olma egilimini de agiklamaktadir

(Eleazu et al., 2013).

1.2.2. Streptozotosin’in etki mekanizmasi

Streptozotosinin  metilnitrosoura  parcasimnin, Ozelllikle guanin  O6
pozisyonunda, DNA metilasyon aktivitesi, STZ indlksiyonu sonucu hicresel
enerji depolarinin bosalmasina bagl olarak panreatik beta hiicresinde nekroza yol
acarak hiicre oliimiine sebep olmaktadir. Streptozotosinin hiicre i¢indeki temel
etki yeri niikleer DNA’dir. Hiicre iginde streptozotosin de kompozisyona
ugramaktadir ve bu sirada oldukca reaktif karbonyum iyonlarinin olusumuna
sebebiyet vererek DNA bazlarinin alkilasyonuna neden olmaktadir. Bu olay1 DNA
tamir donemi izlemektedir. Hasarli DNA onarimi i¢in gerceklesen ve niikleer
enzim olan polyADP-ribose polymerase (PARP) aktivasyonu sonucu hicresel
NAD depolar1 bosalmakta ve buna bagli olarak ATP depolar1 tikenmektedir.
Sonug olarak bu mekanizma hiicre oliimiine sebep olmaktadir (Piepper et al.,

1999; Bolzan and Bianchi, 2002).

STZ protein metilleyici olmasina ragmen, beta hiicre 6limiinden en ¢ok
sorumlu olan DNA metilasyonudur buna ragmen proteinlerdeki STZ metilasyonu
da pankreatik beta hiicre toksisitesine katkida bulunmaktadir. Ek olarak
nikotinamid gibi PARP engelleyicileri STZ tarafindan gerceklesen DNA
metilasyonunu engellemektedir. Ornegin, deneyde kullanilan siganlarda STZ
induksiyonundan énce nikotinamid verilmesi pankreas hiicrelerini STZ’nin toksik
etkisinden = korumakta aynt zamanda diabetik durumun = gelismesini

engellemektedir (Stauffacher et al., 1970).

Diger nitrosouralar gibi STZ’de in vivo kosullarda potansiyel Nitrik oksit
(NO) donoriidiir. Pankreas beta hiicrelerini DNA hasari ile imha etmekte ve STZ
enjeksiyonundan 2 saat sonra siganlarin pankreatik B hiicrelerinde NO’in serbest

birakildig1 gozlenmektedir (Szkudelski, 2001). NO olusumu nitrikoksit sentaz



(NOS) olusumuna sebep olmamaktadir. NOS inhibitorii STZ varliginda iiretilen
NO olusumunu deneysel olarak engellememistir (Kronche et al., 1995). STZ
enjeksiyonundan sonra guanil cyclase (cGMP) aktivitesinin ve cGMP

olusumunun artmasiyla NO salinimi oldugu kanitlanmastir.

Pankreatik B hiicrelerinde serbest radikal siipiiriici enzimlerin az miktarda
degisimleri NO radikallerinin sitotoksik etkisine karsi hiicreleri daha hassas
yapamaktadir. NO indiiklii hasarin hiicre i¢i hedefleri heniiz tam olarak
belirlenememistir. Fakat veriler STZ metabolizmasi sirasinda iiretilen NO’in beta
hiicrelerinde fonksiyon bozukluguna ve 6liime sebebiyet verdigini gdstermistir.
NO radikalleri mitokondriyal enzim olan akonitazi inaktive ederek ATP iiretimini

ve substrata bagli oksidasyonu engellemektedir.

Iyon kanallari ve mitokondriyal elektron tasima zincirinin 1. ve 2.
kompleksi insiilin sekresyonunu bozan iki muhtemel hedeftir. NO ayrica sigan ve
insan pankreatik beta hiicrelerinde ‘comet assay’ ile degerlendirilebilen niikleer

DNA hasarina sebep olmaktadir.

NO etkisi, DNA diizeyinde karmasiktir ve N-nitrosoamin grubu
icermektedir. NO, DNA’ya 2 yolla zarar vermektedir. Bunlar;

1. Niikleik asit nitrasyonu ve piirin, pirimidin bazlarinin deaminasyonu

2. Superoksit serbest radikal ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusumuyla

indiiklenen hasar.

DNA hasarinin yanisira NO, DNA tamir ve replikasyon enzimlerini inaktive
edebilmektedir. NO indiiklii beta hiicrelerinde DNA hasari sonucu hiicre 6liimii,

apoptozla veya nekrozla olmaktadir (Friederich et al., 2009).

Kimyasal baglar, farkli atomlar igeren ve ayni yoriingeyi paylasarak zit
yonde donen c¢ift elektronlardan olusmus yapilardir. Dis yoriingesinde eslesmemis
elektronu bulunan molekiil veya iyonlara “serbest radikal” adi verilmektedir.

Fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar sirasinda olusabilen serbest radikallerde



eslesmemis olan bu elektronlar genelde reaktiftir ve dis yoriingelerindeki
elektronu eslestirebilmek i¢in diger molekiillerle etkilesip reaksiyona girerek
kararl1 bir yap1 olusturmaya caligmaktadir. Organizmada ¢esitli reaksiyonlarla
oksijen ve nitrojen kaynakli olusabilen bu radikallerden oksijen kaynakli reaktif
iiriinlerin  (ROS) metabolizmaya Onemli Slgiide olumsuz etkisi olmaktadir

(Cheeseman and Slate, 1993).

Serbest radikal olusumunda devamli artis ile oksidatif streste dokuya 6zgu
artts meydana getirmektedir. STZ indiiklii diabetik si¢anlarin erken donemlerinde
serbest radikal Uretimi superoksit radikalleri (O,), hidroksil radikalleri (OH),
hidrojen peroksit (H20,) ve peroksinitrat (ONOQ) gibi oksidatif strese sebep olan
reaktif oksijen (ROS) ve azot tiirlerini (RNS) icermektedir. Yapilan caligmalar
STZ indikli diabette goriilen hiperglisemanin reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunun ve dokudaki oksidatif hasarin artmasiyla iligskili oldugunu
gostermektedir. STZ indlkll diabetik hayvanlarda glukoz otooksidasyonu, protein
glikasyonu, ileri glikasyon drtnleri Uretimi ve serbest radikal reten poliol yolu

vasitasiyla oksidatif stres goriilmektedir.

Hipoksiantin  metabolizmas1  sirasinda  olusan  hidrojen  peroksit
dismutansyonundan kaynaklanan siiperokist ve hidroksil radikalleri igeren bazi
kiicik ROS turevleri streptozotosinin etkisini gosterebilirler ve beta hiicrelerinin
yikim siirecini hizlandirabilirler. STZ diger alkilleyci ajanlar gibi, hiicreyi DNA
hasarina ugratarak hicrede toksik etki gostermektedir. Meydana gelen DNA
hasar1 ise PARP aktivasyonunu indiiklemektedir (Szkudelski, 2001). Uzerinde
glikoz molekiilii bulundurmasindan dolayi, glikoz molekiiliiniin hiicrelere
tasinmasinda etkili olan glikoz tasiyict protein (GLUT2) vasitasiyla hiicrelere
tasinmakta ve GLUT2 tasiyic1 sistemi aracigiyla STZ tercihen pankreatik f3
hiicrelerinde toplanmakta, B hiicre toksisitesi ile sonuc¢lanmaktadir (Goyal et al.,

2016).



1.3. Amag

Bu projede STZ akut ve orta vadede beyin korteks, siyatik sinir ve karaciger
dokularinda genotoksik ve sitotoksik etki gésterip gostermediginin ayn1 zamanda
apoptotik potansiyel olusturup olusturmadiginin incelenmesi amaglanmistir. Bu
calisma sonucunda elde edileccek veriler STZ uygulamasinin akut-orta donemde
sinir sistemi ve karaciger iizerindeki etkilerinin ortaya konmasini saglayacaktir.
Ayrica STZ ile diyabet olustumayi hedefleyen biyokimyasal ¢aligmalar i¢in yol

gosterici veriler saglanmis olacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Streptozotosin

Streptozotosin (CAS 18883-66-4) Santa Cruz Biyoteknoloji firmasindan
temin edilmistir. > % 98 saflik derecesinde bir glukoz anologu olan streptozotosin
kimyasal olarak glukozamin-nitroziire(2-deoxy-2-[3-methyl-3-nitrosourido]-D-
glucopyranose) bilesigidir. Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
(International Union of Pure and Applied Chemistry veya IUPAC) sisteminde N-
methyl-N-nitrosourea yan zinciri bulunduruan 2-deoxy-D-glucose olarak
isimlendirilmektedir (Sekil 2.1). STZ, 265.2 g/mol molekiil agirhigina ve
CsH15N307 molekiil formiiliine sahip kristal toz halinde agik sar1 veya kirli beyaz

olarak bulunan hidrofilik bir bilesiktir (Goyal et al., 2016).

OH
| HO
H x. 0.
"'.
HO : OH HaC PN NM'J\DH
OH HO
Glukoz N-asetil- D- glukozamin
o, .OH
HO” N T o) 0
R > M no
HO < [ N HNT N7
I
OH CH3 CH,
Streptozotosin N-metil-N- nitroziire

Sekil 2.1. Streptozotosinin kimyasal yapis1 (Goyal et al., 2016)



11

2.1.2. Analizlerde kullanilan kimyasallar ve Kitler

Streptozotosin olast mutajenik potansiyelini tespit etmek amaciyla RNA

izolasyon ve Apoptoz Kkiti igeriginde yer alan Tripure Isolation Reagent

(1.667.165.001), Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Cat No:

04379012001), LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | kit (Cat No:
03003230001), Sentromer DNA Teknolojileri firmasindan qPCR Primer Casp3,

Casp8, Casp9, p-actin, Tnf-a, Bcl-2, Bax (Cizelge 2.1), insiilin glarjin (Lantus,

Sanofi Aventis Almanya) ve Giemsa Boya (Cas No: 51811826) Sigma
firmasindan satin alinmistir. Histolojik incelemeler sirasinda kullanilan tripsin

(Chemical Co.St.Lois, MO) Sigma firmasin’dan, Biotinylated secondary antibody

ve streptavidin konjuge horse radish peroxidase (Cas No: 85-9043, San Francisco,

CA) Zymed’dan satin alinmistir.

Cizelge 2.1. gPCR genler ve primer dizileri
Genler Forward-Reverse Primer Dizilimi
5" CTGAGCCAGATGCTGTCCCATA 3’

Casp3 R 5" GACACCATCCAAGGTCTCGATGTA ¥

F 5" GAGACAGACAGTGGAACTGACGATG 3’
Casp3 R 5" GGCGCA AAGTGACTGGATGA 3’

F 5-AAGCACGGGAGGACATACC-3’
Caspd R 5-CCTCTTCTAAAACGTGCTCC-3’

) F 5-GTTTGAGACCTTCAACACC-3'

practin R 5-GTGGTGGTGAAGCTGTAG-3'

F 5-GGATGACTT CTC TCG TCG CTA C-3’
Bel-2 R 5-TGA CAT CTC CCT GTT GAC GCT-3’

F 5-GGT TGC CCT CTT CTACTT TGC-3'
Bax R 5'-TCT TCC AGA TGG TGA GCG AG-3’

F 5'-CAGACCCTCACACTCAGATCATCTT-3’
TNF-a R 5-CAGAGCAATGACTCCAAAGTAGACCT-3’
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2.1.3.Deney hayvanlari

Bu ¢alisma, Ege Universitesi Ilag Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma -
Uygulama Merkezi (ARGEFAR) Faz Oncesi Arastirmalar Biriminde, Ege
Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun, 24.02.2012 tarih ve 2012
- 032 no’lu onayi ile gergeklestirilmistir.

Bu calisma, Ege Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun,
24.02.2012 tarih ve 2012 - 032 no’lu onayi ile Ege Universitesi Ila¢ Gelistirme ve
Farmakokinetik ~Arastirma-Uygulama Merkezi (ARGEFAR) Faz Oncesi

Aragtirmalar Birimi’ nde, gergeklestirilmistir

Kobay Deney Hayvanlari Labratuvar1 A.S. (Ankara)’ den, seksuel
olgunluga erismis 8 - 10 haftalik, agirliklar1 310 - 420 g arasinda degisen n=40
adet erkek Spraque Dawley cinsi sicanlar toksisite ¢alismasinda kullanilmistir.
Hayvanlar ¢alismaya baslamadan 15 giin dnce deney ortamina alinarak deneye
hazirlanmistir. Giinliik tartimlar1 diizenli olarak alinan sicanlar kontrol ve deney
gruplar1 olarak 5’erli gruplara ayrilmis kafeslere yerlestirilmistir. Calisma
stiresince hayvanlar, Tecniplast firmasindan satin alinan, her biri bireysel
havalandirmaya sahip ve mikrobiyolojik kontaminasyonu oOnlemek adina 0,2
mikron por ¢apinda filtreli kafeslerde tutulmuslardir (Sekil 2.2). Laboratuar
sicakligr 20 - 24 °C ve nispi nem % 45 - 65 olarak diizenlenmis ve giinde 3 defa
kontrol edilmistir. 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik periyodu uygulanmustir.
Deney hayvanlarinin beslenmeleri igin yeteri kadar standart laboratuvar yemi

(pellet) ve su kullanilmistir. Yem ve su glinliik olarak degistirilmistir.
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Sekil 2.2 Deney Hayvanlarinin Tutuldugu Kafesler

2.2. Metot

2.2.1.1In vitro toksisite testleri

2.2.1.1. In vitro sitotoksik etkinin belirlenmesi

Hiicre Hatlari: MCF-7 (Insan meme adenokarsinom hiicre hatt1), ATCC
HTB-22), A549 (Insan akciger karsinom hiicre hatti, ATCC-CCL-185), CaCo-2
(Insan kolon kolektral adenokarsinom hiicre hatti, ATCC-HTB-37), HeLa (Insan
servikal kanser hiicre hatti;, ATCC-CCL-2), PC3 (insan prostat karsinom hiicre
hatti, ATCC-CRL-1435), US87MG (linsan glioblastoma hiicresi, ATCCHTB-14),
MPanc-96 (Insan pankreas karsinom hiicre hatti, CRL-2380) ve HEK (insan
embriyonik bobrek hiicre hatti, ATCC-CRL-1573) sitotoksisite testlerinde
kullamlmistir.  Hiicre hatlari, Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Biyomuhendislik Bolimi hucre kultir kolleksiyonundan temin edilmis olup
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calismalar Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Egitim laboratuvar’inda
(AREL) gergeklestirilmistir.

Hucre Kualtarda: Hicreler, % 10 Fetal sigir serum (FBS,Biological
Industries, Cat: 04-121-1), % 1 L-glutamin (Biological Industries, Cat: 41-218-
100), % 1 gentamisin (Biological Industries, Cat: 03-035-1C), % 2 NaHCO;3; (%
5,5) (Sigma, CAS Number 144-55-8), Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM, Biological Industries, Cat: 30-2003), Kaighn's Modification of Ham's F-
12 Medium (F-12K Medium, Biological Industries, Cat: 30-2004), 1 mM HEPES
(Biological Industries, Cat: 03-025-1B), 100 U/ml penisilin ve 100 pg/mL
streptomisin iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Ham’s F12
besiyeri ortam1 (Biological Industries, Cat: 01-170-1B) icerisinde 37 °C’ye
ayarlanmig COy’li inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin canliligimin devami
ve ¢ogaltilmasi kiiltliir kabin1 % 80 kapladiktan sonra flasklarda pasajlama

yapilarak saglanmistir.

Pasajlama ve Hiicre Saymmi: Kullanilan uygun besi ortamlar1 icerisinde
aktif olarak ¢ogalan htcreler, Inverted Research Mikroskop (Olympus Ix71,
Japan) altinda incelenerek, sitotoksisite testi i¢in istenilen hiicre sayisina ulasilip
ulagilmadigr belirlenmistir. Logaritmik fazda aktif olarak ¢ogalan hiicreler

sitotoksiste testlerinde kullanilmistir.

Hiicrelerin hemositometrik sayimi i¢in tiim hiicre hatlarinin besiyeri ortami
uzaklastirilmig ve hiicre hatlarimin flaks igerisindeki ¢ogalma yiizeyine Tripsin
(Biological Industries, Cas:03-051-5C) (75 cm®lik flask yiizeyi icin 1 mL, 25
cm®lik flask yiizeyi icin 0,5 mL) eklenerek, 37 °C’ye ayarlanmig CO.’li
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Her hiicre hattinin inkiibasyon siiresi, tripsin
uygulanmis flasklardaki hiicrelerin ¢ogalma ylizeyinden kalkmasi ve eklenen
tripsin igerisinde stispanse hale gelmesi ile orantili olacak sekilde ayarlanmstir.
Hicreler stispanse hale gectikten sonra her flaska uygun konsantrasyonlarda besi
ortami eklenerek, flask igerigi 15 mL’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Santrifiij
tipleri, 1000 rpm’de +4 °C’de 5 dakika (Eppendorf, 5810 R, Hamburg, Germany)
santrifiijlenmislerdir. Tiiplerdeki iist faz uzaklastirildiktan sonra hiicre sayim

yapabilmek icin % 10’luk bir dilisyonda 100 pL hiicre / 900 pL besi yeri olacak
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sekilde 0,2 mL’lik falkon tiiplerine aktarma islemi yapilmistir. Hemositometrik
lama (Neubauer) % 10 dilusyonda 50 uL’lik hiicresel stspansiyon eklenerek
mikroskop altinda, kullanilan hemositometrik metota uygun olarak mL’de ki
hiicre sayis1 hesaplanmistir. Sayimi yapilan hiicrelerden hazirlanan stok hiicre

soliisyonlar sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

Hiicre Canhihig1 ve Sitotoksisite Testi: MTT testi, hiicre canliligini,
blylmesini ve hucrelerin aktivasyonunu 6lcen hassas, nicel ve guvenilir bir
kolorimetrik testtir. Test, yasayan hicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzim
kapasitesine bagl suda ¢oziinen sar1 renkli MTT substratinin, suda ¢6ztinmeyen
koyu mavi renkli formazan substratina doniistiiriilmesi esasina dayanir. Uretilen
formazan miktar1 direk olarak canli hiicre sayisi ile orantilidir. MTT testi
bolinmeyen ancak hala aktif olan hicrelerin belirlenmesinde olduk¢a kullanish
bir yontemdir (Fatokis, 2006).

1x10° hiicre/mL konsantrasyondaki hiicreler 96 gozlu hiicre kiltiirii
kaplarina 100’er pL’lik hacimlerde ekilmistir (1x10* hiicre/kuyucuk). Bu hiicreler,
24 saat 37 °C’de, % 85 nem ve % 5 CO; igeren inkiibatorde inkilbe edilerek 24
saat sonra Uzerlerindeki ortamlar uzaklastirilmis, yerlerine farkli konsantrasyonda
hiicre kiltiirii ortaminda diliie edilmis farkli 50 — 5 — 0,5 pg/mL dozlarda STZ
eklenmistir (Cizelge 2.2). Hiicre canliligi, inklibasyonun 48. saatinde 5 mg/mL
konsantrasyonda MTT (30 upL/kuyucuk) (Ambresco, CAS Number: 298-93-1)
soliisyonu eklenerek 4 saat 37 °C’de inkibe edildikten sonra formozan kristalleri
DMSO (200 mL) ile c¢ozilip 570 nm’de Olgiilmiistiir. Calismada Thermo
Scientific, Multiskan Spectrum’ dan (Waltham, USA) yararlanilarak her bir 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarinda hiicre canliligi belirlenmistir. Her bir hiicre
hatt1 i¢in uygulanan dozda, kontrol ile karsilastirilarak, hiicre canliligi ve
maddelerin 1Cso degerleri hesaplanmistir. Hesaplamada GraphPad Prism 5

programi kullanilmistir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.2 Streptozotosin Maruziyet Dozlar1

Ana Stok Konsantrasyon 1 mg/mL
Uygulama Dozlar1 (ug/mL)

l. Doz 50

11. Doz 5

111. Doz 0,5

Cizelge 2.3 Maruziyet Dozuna Bagli Hiicre Canliliginin Hesaplanmasi

Uygulanan dozdaki ortalama absorbans

% Canhilik x 100

Kontrol hiicre absorbansi

Morfolojik Inceleme: Farkli konsantrasyonlarda ekstraklara maruz
birakilmis hiicrelerin 48. saatteki morfolojik incelemeleri Olympus Ix71 Inverted
Research mikroskop altinda yapilarak, DP71 Camera Instruction araciligi ile

fotograflanmistir.

Veri Analizi: Sitotoksisite, herhangi bir ajana maruz birakilmamis kontrol +
SD’e bagl olarak yiizde artis seklinde belirlenmistir. Kontrol degeri % 0
sitotoksik olarak alinmistir. Sitotoksisite verileri sigmoidal egriye oturtturulmus
ve herhangi bir madde uygulamasi yapilmamis kontrol grubuna kiyasla % 50
inhibisyona neden olan madde konsantrasyon degeri olan ICsp degerinin
hesaplanmasinda 4 parametreli lojistik model kullanilmistir. 1Cso, deneysel
kosullar altinda hiicre biiylimesini % 50 azaltan konsantrasyon degeridir. Bu deger
en az li¢ tane birbirinden bagimsiz tekrarlanabilir ve istatistiksel olarak anlamli
hesaplamanin ortalamasidir. ICsy degeri % £95 giiven araliginda belirlenmistir. Bu

analiz GraphPad Prism (San Diego, CA) ile yapilmistir.
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2.2.1.2. In vitro genotoksik etkinin belirlenmesi - Salmonella / mikrozom
(AMES) mutajenite testi

Bruce Ames tarafindan gelistirilmis olan Ames Testi “Salmonella-
mikrozom test sistemi” olarak da bilinmektedir. Ames testi mutajen-karsinojen
etkisi bilinen kimyasallar ile gecerliligi agik¢a kabul edilmis, Ekonomik Isbirligi
ve Kalkinma Organizasyonu (Organisation for Economic Co-operation

Development) tarafindan standardize edilmis bir testtir (OECD 471).

Bu test, yapay olarak mutasyona ugratilarak histidin sentezleme yetenegini
kaybetmis (His’, oksotrofik, His gerektiren) Salmonelle typhimurium suslarinin
test edilen kimyasal madde ile maruziyetinden sonra ikinci bir mutasyon gecirip

yabanil tip (His", prototrofik, His iireten) hale geri doniismeleri temeline dayanr.

Calismamizda Salmonella typhimurium’un TA 98, TA 100, TA 1535 ve TA
1537 suglar1 kullanilmistir. Bu bakterilerin genotipleri ve 6zellikleri Cizelge 2.5’te

gorulmektedir.

Cizelge 2.4 Salmonella typhimurium Suslarmin Genotipleri ve Ozellikleri

Histidin Mutasyon Hicre R-
Suslar Mutasyonu Tipi IS Duvari Qi |- [k faktor
98 | His D3052 Gergeve GEGCGLEC Rfa | AuvrB + +
kaymast GC yanindan-1
Baz ifti 666
100 His G46 £ 6 AT’den GC Rfa | AuvrB + +
substitisyonu .
transisyonu
Baz ifti GGG
1535 | His G46 £$ AT’den GC Rfa | AuvrB - +
substitisyonu -
transisyonu
1537  HisC3076  “o%Y*  C.C.Cyamma+tl  Rfa AuvrB - ¥
aymasl

His D 3052: His D" geni histidinol dehidrojenaz enzimini kodlamaktadir.
his D 3052 mutasyonu (-1 ) ¢erceve kaymasi tipinde bir mutasyon olup niikleotid
eksikligi his D™ geni iginde 8 kere tekrarlanan —-GCGCGCGC- holgesindedir. Bu
nedenle sus daha ¢ok c¢erceve kaymasi tipi mutasyonlara sebep olan

mutajenik/karsinojenik kimyasallarla his* hale déniistiiriilmektedir.
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His G 46: Bu mutasyon histidin biyosentezinde rol alan ilk enzimi kodlayan
gende 16sin kodunu (GAG) yerine prolin kodonu (GGG) gelmesine neden

olmaktadir.

His C 3076: +1 ger¢eve kaymasi ( near C-C-C run) tipi mutasyonlara sebep

olan mutajenik/karsinojenik kimyasallarla his* hale déniistiiriilmektedir.

Rfa: Bu mutasyon hiicre yuzeyini saran lipopolisakkarit ortusini
zayiflatarak normal hiicrelere giremeyen benzopiren gibi biiyiik molekullerin test

bakterilerine girebilmelerini saglamaktadir.

A: Delesyon, Uvr B geni “excision repair” de gorevi olan bir enzimi
kodlamaktadir. Dolayisiyla bu enzimin yoklugu mutant susu degisik mutajenlere

kars1 daha hassas yapmaktadir.

+R: pKM101, Ampisilin direnglilik geni tasiyan, hiicrede c¢ok sayida
bulunan bir plazmittir. Bu plazmidin hiicrede bulunusu, bu hucrelerde normalde
bulunan ve hata frekans1 yiiksek olan “error-prone” DNA onarim yolunun
aktivasyonuna ve bu nedenle de kimyasallarin etkisiyle veya spontan olan

mutasyonlarin artmasina neden olmaktadir.

Test Organizma ve Genotip Ozelliklerinin Kontrol Edilmesi: Salmonella
typhimurium test bakterilerinin stok kiiltiir igerigi olarak Xenometrix (isvicre)
firmasindan temin edilmistir. Testin glivenirliligi agisindan test suslarinin genetik
yapilarindaki mutasyon durumlar1 Maron ve Ames (1983) tarafindan gelistirilen

yonteme uygun olarak Xenometrix tarafindan yapilmis ve sertifikalandirilmistir.

Bakterilerin spontan geriye doniis sikhgi: Caligilan bakteri suslarinin his’
fenotipinden his® fenotipine spontan olarak (uyarilmadan) déniismesi belirli
limitler i¢inde olmalidir. Bu limitler; TA 98 icin 30-50 revertant / plak, TA 100
icin 120-200, TA 1535 i¢in 10-50 revertant / plak ve TA 1537 i¢in 10-50 revertant
/ plaktir.
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Bu test i¢in, blytime besiyeri (Xenometrix (PMM-GMOO, LOT: K05672P)
kullanilarak 37 °C’ de calkalamali inkiibatorde 12-14 saat sureyle buydtulen
bakterilerden 0,1 mL alinarak, 45 °C’ de tutulan histidin-biyotinli (0,05 mM) top
agar i¢ine eklenmistir. Tlp calkalanmis ve tlip igerigi 37 °C’ de yarim saat
tutularak 1sitilmig Minimal Glukoz Agar (MGA) plaklarina ekim yapilmstir.
Plaklar 37 °C’ de inkiibasyona tabi tutulmus ve 48 saat ile 72 saat sonra plaklarda

goriilen koloniler sayilarak his® revertantlarin sayisi belirlenmistir.

Metabolik Aktivasyon Saglayici Sistemin (S9 Karisimi) Hazirlanmasi:
Tim bakteriyel testlerde oldugu gibi Ames testinde de eksik unsur memelilerdeki
detoksifikasyon/biyoaktivasyon mekanizmasini gergeklestiren enzim sisteminin
bakterilerde olmayisidir. Bu amagla en yaygin kullanilan enzim preparati,
siganlarin enzim aktivasyonunun kimyasal ile uyarilmis haldeki karaciger
dokularindan homojenize edilen ve S9 fraksiyonu olarak isimlendirilen
mikrozomal enzim fraksiyonudur. Hicre homojenize edilirken endoplazmik
retikulum membrani “mikrozom” denilen kiirecikler haline doniisiir. Bu
kirecikler biyotransformasyonda gorev alan enzimlerin olduk¢ca 6nemli bir

kismini igerir.

Metabolik aktivasyon gerektiren promutajen/prekanserojen maddelerin bu
testle saptanabilmeleri igin karaciger mikrozomlar1 hazirlanarak kimyasallarin
metabolik aktivasyonlar1 saglanmaktadir. Mikrozomal enzimlerin miktarini
arttirmak i¢in 12 haftalik bir fareye oldurtlmesinden 6nceki 5 giin boyunca, 80
mg/kg olacak sekilde 200 mg/mL konsantrasyonunda Sigma Aldrich (Germany)
firmasindan alinan Araclor 1254 (CAS 48586), misir yaginda ¢oziilmiis ve oral

yoldan verilmistir.

a. Fareden Kkaracigerin c¢ikarilmasi: Hayvan servikal dislokasyonla
Oldiirtilmistiir. Steril bir makas ve bistiiri ile karacigeri aseptik olarak

cikartlmistir.

b. Karaciger S9 homojenatinin hazirlanmasi: Cikarillan karaciger
tartilmis ve 0-4 °C’ de sogutulmus olan 0,15 M KCI solusyonuna 1 g karaciger: 1
mL KCI olacak sekilde konmustur. Sonra bir kag kez soguk KCl ile yitkanmis ve
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karacigere, 3 mL 0,15 M KCl / 1 g karaciger oran1 gozetilerek KCI eklenmistir.
Karaciger daha sonra steril makasla pargalanmis ve doku parcalar1 homojenize
edilmistir. Homojenat 8700 rpm’ de 10 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant
kismi (S9) alinmis ve — 20 °C’ de saklanmistir. Bu basamaktaki islemlerin tamami

0 -4 °C’ de yapilmistir.

c. S9 kansm: S9 fraksiyonunda bulunan mikrozomal enzimlerin
metabolik aktivasyon reaksiyonlarini yiiriitebilmeleri igin gereken kofaktorler
S9’a eklenmelidir. Bu nedenle deneye baslamadan once S9 karisimi

hazirlanmstir.

Tuz Cozeltisi (1,65 M KCI + 0,4 M MqgCl,)

Kullanimz1: S9 karigimi

KCI 61,59
MgCl,. 6 H,0 40,79
Distile su 500 mL

121 °C’ de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

0,2 M Sodyum fosfat tamponu, pH 7,4

Kullanimz1: S9 karigimi

0,2 M NaH,PO,. H,0O (13,8 g/500 ml) 60 mL
0,2 M NayHPO, (14,2 g/500 ml) 440 mL
121 °C’ de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

1 M NADP Cozeltisi

Kullanimz1: S9 karigimi
NADP ( FW 765,4) 383 mg
Steril distile su 5mL

0,22 pum delik capl filtrelerden gecirilerek steril edilmistir.
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1 M Glukoz 6 fosfat

Kullanimi: S9 karisimi
Glukoz-6-fosfat 2,82 ¢
Steril distile su 10 mL

0,22 um delik ¢apl1 filtrelerden gecirilerek steril edilmistir.

S9 karisimi
Kullanimi: Mutasyon deneyi

S9 2 mL
MgCl, — KCl tuzlar 1 mL
1 M Glukoz-6-fosfat 0,25 mL
0,1 M NADP 2 mL
0,2 M fosfat tamponu, pH 7,4 25 mL
Steril distile su 19,75 mL

Bu karisim taze olarak hazirlanmals, igerikler sogukta tutulmalidir.

Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi: Bakteriler, ayr1 ayr1 50 mL’lik steril
falkon tuplere 10’ar mL biiylime besiyeri i¢erecek sekilde konulmustur. “Negatif
kontrol” olarak etiketlenen 50 mL’lik steril falkon tlpiine de 5 mL buyume
besiyeri eklenmistir. -20 °C’den ¢ikarilan bakteri tiipleri oda sicaklifina
coziinmeye birakilmis ve ampsilin ¢ozeltisinden % 0,1 oraninda (10 pL)
eklenmistir. -80 °C’de saklanan bakteri kiiltiirleri oda sicakliginda 5 dakika
bekletilmis ve tizerlerine 200 pL biiyiime besiyeri ilave edilmistir. Yar1 kati pellet
halindeki bakteriler steril pipet ucu ile mekanik olarak homojen hale getirilip bu
karigimlarin 25 pL’si ampsilinli besiyeri igeren etiketlenmis falkon tiiplere ilave
edilmistir. Falkon tiipler inkiibatérde 37 °C’de ve 250 rpm’de 14 - 16 saat
calkalanarak inkibe edildikten sonra bir gecelik kulturlerin ODgoo degerleri
Olglilmistiir. Bakteri kiiltiirlerinin optik yogunlugunun en az 2,0 ve negatif

kontroliin ise < 0,05 olmas1 gerekmektedir.

Pozitif Kontrol Cozeltilerinin Hazirlamisi: Bakterilere karst mutajenik
etkileri bilinen standart maddeler pozitif olarak her deneyde yapilmalidir. Test

ortamimna S9 karis1 ilave edilmesi veya edilmemesi durumlar icin farkli pozitif
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kontroller kullanilmistir. Her sus i¢in kullanilan pozitif kontroller ve miktarlari

Cizelge 2.5’te verilmistir.

Cizelge 2.5 Pozitif Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi

-S9’lu testler icin i
Suslar . ¢ Konsantrasyon icin kullanilan Konsantrasyon
kullanilan kimyasallar -
kimyasallar
2-nitfrofluoren 2-aminoantrasen
TA98 (2-NF) 2 pg/mL (2-AA) 25 pg/mL
4-nitroquinolin N-oksit 2-aminoantrasen
0,1 pg/mL 62 /mL
TA 100 (4-NQO) ,1 pg/m (2-AA) ,5 pg/m
N*-aminositidin 2-aminoantrasen
TA 1535 (N-ACT) 100 pg/mL (2-AA) 125 pg/mL
9-aminoakridin 2-aminoantrasen
TA 1537 (9-AA) 15 pg/mL (2-AA) 125 pg/mL

Mutajenik Aktivitenin Tespiti:

Mutasyon deneyi

icin “Spot Test”

kullanilmistir. Bunun igin, i¢inde 2 mL’lik histidin ve biyotin eklenmis top agar

bulunan ve 45 °C’ lik su banyosunda bulunan tiplere 0,1 mL 12-14 saatlik bakteri

kiltard ve 0,5 mL S9 karisimi konmus ve bu karisim MGA plaklarina dokiilerek

agarin donmasi beklenmistir. Daha sonra plaklara 10, 5, 1, 0,5 pg/petri olarak

STZ uygulanmistir. 37°C° de 48 saat inkiibasyon sonrasi his" koloniler sayilmustir.

Ames testinde kullanilan ortam igerikleri asagida verilmistir.

Kullanilan ortamlarin icerikleri

Vogel-Bonner Medium E (50x)

Kullanimi: Minimal glukoz agar
Distile su (45 °C)
MgSO, .7 H,O

Sitrik asit monohidrat
K;HPO,

NaHNH, (PO4. 4 H,0)

670 mL

109

100 g
500 g
1759

Maddeler sirasiyla sicak su igerisine eklenmistir. Daha sonra hacim 1L’ ye

tamamlanmis 121°C” de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
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0,5 mM Histidin/Biyotin Cozeltisi

Kullanimi: Mutasyon deneyi (100 mL top agara 10 mL)

D-Biyotin ( FW 247,3) 30,9 mg
L-Histidin. HCI (FW 191,7) 24,0 mg
Distile su 250 mL

121 °C’ de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

Top agar

Kullanimi: Mutasyon deneyi

Agar 69
NaCl 59
Distile su 1000 mL

121 °C’ de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

Minimal glukoz agar plaklari

Kullanimi: Mutasyon deneyi

Agar 159

Distile su 930 mL
50x VB tuzlan 20 mL
% 40 Glukoz 50 mL

Agar distile suya eklenerek 121 °C’ de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

Cozelti soguduktan sonra igine 50x VB tuzlari ve % 40 Glukoz eklenmistir.

Histidin/Biyotin plaklari

Kullanimi: Histidin gereksinim deneyi

Agar 15¢g

Distile su 914 mL
50X VB tuzlari 20 mL
% 40 Glukoz 50 mL
Steril Histidin. HCI. H,O 10 mL

(2 g/400 mL H,0)
Steril 0,5 mM Biyotin 6 mL
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Agar, distile suya eklenerek 121 °C’ de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
Cozelti soguduktan sonra icine 50xVB tuzlari, % 40 Glukoz ve histidin

eklenmistir. Cozelti tamamen soguyunca biyotin eklenmistir.

2.2.2. In vivo toksisite testleri

2.2.2.1. Streptozotosin ile indiiklenmis in vivo diyabet modeli

Deney hayvanlari, karantina siiresinin ardindan veteriner hekim tarafindan
saglik taramalar gergeklestirilerek her kafeste 5’er adet sican olacak sekilde 8

gruba ayrilmistir. Hayvanlar gizelge 2.6’da gosterildigi gibi gruplandirilmistir.

Cizelge 2.6. Deney ve kontrol gruplari

Hayvan sayis1 (n)
Grup
Kontrol Deney
24 saat 5 5
1 hafta 5 5
2 hafta 5 5
4 hafta 5 5

STZ, deney grubundaki hayvanlara 50 mg/kg doz uygulamasi olacak sekilde
0,1 M sitrat tampon icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Hazirlanan STZ, deney
grubundaki siganlara denemenin 1. giiniinde intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte
edilmistir. Kontrol grubundaki hayvanlara ise 50 mg/kg dozda olacak sekilde i.p.
olarak serum fizyolojik uygulamasi yapilmistir. STZ uygulamasindan sonra
hayvanlara diyabet olusumunu engellemek amactyla her giin 3 Gnite (100 U/mL)
subkutandz insiilin glarjin uygulamasi yapilmistir. Kontrol ve deney gruplarindaki
hayvanlar (50 mg/kg ketamin, 10 mg/kg xylazin i.p.) 24 saat, 1 hafta , 2 hafta ve
4 haftalik  uygulamalardan sonra sakrifiye edilmistir. Sakrifiye edilen
hayvanlardan hedef organ olarak beyin ve karaciger, hedef doku olarak ise siyatik
sinir alinmistir. Beyin korteksi, siyatik sinir ve karaciger lobunun bir kism1 RNA
izolasyonu icin TriPure lIsolation Reagent igeren tiiplere aktarilmistir ve izole

edilen RNA’ lar, cDNA sentezinde kullanilmak tizere homojenizasyona kadar -80
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°C’ de muhafaza edilmistir. Hedef organ ve dokularin diger kisimlar1 ise TUNEL
immunohistokimyasal inceleme icin %4’ ik paraformaldehitle muamele

edilmistir.

2.2.2.2. Dokulardan RNA izolasyonu ve cDNA sentezi ve RT-PCR prosediirii

Deney ve kontrol grubu hayvanlarindan tripiire igerisine alinan dokulardan
total RNA izolasyonu yapilmis, ardindan cDNA sentezi yapilmistir. Yapilan RNA
izolasyonlarindan elde edilecek cDNA’ lar  GENMAR Teshis Uriinleri, ARGE
Laboratuvar Hizmetleri Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi, ARGE laboratuvarinda
bulunan Roche Light Cycler® 480 Il sistemi ile her hiicre hattinda apoptoz ile

iliskili 7 genin ekspresyon profilleri belirlenmistir.
Dokudan Total RNA Izolasyonu prosediirii:

1. Steril polipropilen santriflij tlpine 1 mL TriPure Isolation Reagent
konulmustur (15-25 °C’ de).

2. Tup icine 50-100 mg doku eklenmistir.

3. Cam-teflon homojenizator ile dokular homojenize edilmistir.

4. Niikleoprotein kompleksinin ayrilmasi i¢in homojenatlar 15-25 °C’de 5
dk inkiibe edilmistir.

5. Her 6rnege 1 mL TriPure reagent’ mna 0.2 ml olacak sekilde kloroform
eklenmistir.

6. Tiiplerin kapagi kapatilmig ve 15 sn giiglii bir sekilde calkalanmistir.

7. Ornekler 15-25 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir.

8. Faz ayirimi1 yapmak i¢in +4°C’de 12000 g’de (1770 rpm) 15 dk santrifij
yapilmustir.

9. Santrifiij sonrasinda 3 faz olugsmus olup (renksiz iist sulu faz RNA
izolasyonu i¢in kullanildi) ve renksiz iist faz polipropilen santrifiij tiipiine
aktarilmastir.

10. Bu fazdan RNA’nin ¢oktiiriilmesi i¢in 1 mL TriPure reagent’ ma 0.5
mL olacak sekilde izopropanol eklenmistir.

11. Tiplerin kapag1 kapatilip birkag kez ters-yiiz edildikten sonra 6rnekler
5-10 dk 15-25 °C’de inkiibasyona kaldirilmistir.
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12.  +4°C’de 12000 g’de (1770 rpm) 10 dk santrifiij yapilip ve siipernatant
atilmastir.

13. Tiiplere 1 mL TriPure reagent’ma 1 mL olacak sekilde %75 etanol
eklenmistir.

14.  Omnekler vortekslenerek etanolde yrkanmustir.

15. +4°C’de 7500 g’de (1730 rpm) 5 dk santrifiij yapilip ve olusan
siipernatant atilmistir.

16. Vakum ya da hava akimi yolu ile RNA’dan etanol uzaklastirilmistir.

17.  RNA pelleti Dietilpirokarbonat (DEPC)-uygulanmis RNaz-free su ile
resiispande edilmistir.

18. RNA bir pipet yardimi ile ¢oziilerek, 55-60 °C’de 10-15 dk inkibe

edilmis olup kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

cDNA analizine baglarken -80 °C’de saklanan RNA’larin konsantrasyonlari
ve safliklarini belirlemek amaciyla spektrofotometrik yontemler kullanilmistir. Bu
yontemlerle RNAlarin 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda absorbans degerleri

belirlenmistir.

RNA’ dan cDNA Sentezi:

1. cDNA sentezi igin kullanilan Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit galisma Oncesinde ¢6ziilmiis ve birkag¢ sn santrifiijlenmistir.

2. Steril PCR tiiplerine Template primer karisimi hazirlanmigtir: 11 pL
Total RNA ve 2 pL Random Hexamer primer (600 pmol/uL).

3. Template primer karisimini denatiire etmek igin tiipler thermalcycler’a
yerlestirilir ve 10 dk 65 °C’ de bekletilerek daha sonra hemen buz (zerine
alinmustir.

4. Tuplere final hacim 20 pL olacak sekilde; 4 ul. Reaksiyon tamponu, 0.5
pL RNaz inhibitorli, 2 pL Deoksiniikleotid karigimi (dNTP) ve 0.5 ul Revers
Transkriptaz enzimi eklenmistir.

5. Karisim dikkatlice karistirilarak (birkag sn santrifiijlendi) termal cycler’ a
birakilmistir.

6. Revers transkriptaz reaksiyonu icgin 25 °C” de 10 dk’ y1 takiben 50° C* de
60 dk inkiibasyon gerceklestirilmistir.
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7. 85 °C’ de 5 dk bekletilerek Revers transkriptaz enzimi inaktive edilmis
ve tlipler soguk buz iizerine alinarak reaksiyon durdurulmustur.

8. cDNA igeren tiipler kullanilincaya kadar -20 °C’ de saklanmustir.

RT-PCR Analizi:

PCR analizine baslamadan 6nce her bir reaksiyon i¢in PCR karisimi yine 96
reaksiyonluk PCR master mix seklinde hazirlanmistir. PCR karisimlar1 ve hedef
dokulardan elde edilen cDNA ornekleri plakaya yiiklenmistir (Cizelge 2.7).

Boylece hedef gen ekspresyonunun gorece miktar1 kantitatif olarak belirlenmistir.

Cizelge 2.7 PCR Karigimmin Hazirlanmasi

Roche LightCycler® 480 SYBR Green I Master kullanim

Tek reaksiyon (hacim) (Izgﬁs?r?tlf’iggr?) Bilesenler
720l i Su, PCR-grade ( Roche FastStart ile
<H birlikte saglanmaktadir)
0,4ul 0,4 UM Forward Primer(F)(ara stok 20 uM)
0,4ul 0,4 uM Reverse Primer(R)(ara stok 20 uM)
10ul X Enzim Karigimi(2x) (Roche )
Toplam 18 ul

Cikarilan dokulardan elde edilen ¢cDNA’ larda LightCycler 4801l cihazi
kullanilarak RealTime Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi (Cizelge
2.8) ile pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin ekspresyon profilleri ortaya

konacaktir.
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Cizelge 2.8 LightCycler® 480 Cihaz Calisma Protokolil

Program Adi Donguler Analiz Modu
Denaturasyon 1 -
Ampfilikasyon 45 Miktar Olcimii
Erime Egrisi 1 -
Sogutma . 1 -
Sicaklik Hedefleri (°C) = Acquisition Modu Siire (ss:dd:ss)

Denaturasyon

95 | Yok | 00:10:00
Ampfilikasyon

95 Yok 00:00:10

60 Yok 00:00:10

72 Tek 00:00:15
Erime Egrisi

95 Yok 00:00:10

60 Yok 00:00:30

95 Devamli 00:00:00
Sogutma

40 | Yok | 00:00:30

Calismada elde edilen sonuglardan relatif kantitasyon yapabilmek icin A/A

Ct metodu kullanilmistir.

Relatif kantitasyonda, c¢alisma grubunun hedef

transkriptinin olusturdugu PCR sinyalinin kontrol grubu ile goreceli olarak

karsilagtirilmas1 temelinde bir hesaplama yapilir. Karsilastirmada kullanilan

kantitatif deger, CT degeri, sabit bir esik degere ulasan amplifiye edilmis hedef

gen miktarindaki fraksiyonel dongii sayisini ifade eden bir degerdir. CT degerleri,

‘Delta CT (ACT)’ degeri olarak her bir hedef gen igin LightCycler tarafindan

hesaplanmistir. Elde edilen bu ham ACT degerlerinden ise analizdeki her bir hedef
dokudaki hedef gen icin Delta-Delta CT (AACT) degerleri hesaplanmistir (Cizelge

2.9).

Cizelge 2.9 AACT Degerinin Belirlenmesi

AACr= ACT(hedef gen) ~ ACT(Kont)

AAC+T: Hedef genin Delta Ct degeri

ACr(negef geny: Hedef gen Cr degeri

hedef gen C degeri

ACv(komy: Kontrol hiicre hattindaki normalize edilmis
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2.2.2.3. immiinohistokimyasal boyama prosediirleri

TUNEL boyama yontemi DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini
saglayan bir metottur (Gavrieli et al., 1992). Apoptotik par¢alanma sonucu DNA
uclari, DNA polimeraz veya Klenow fragmenti kullanilarak isaretlenebilmektedir.
Konvansiyonel parafin kesitleri, TdT ve nonizotopik isaretli niikleotidler (siklikla
biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ isaretleme ardindan floresan veya
enzimatik goriintiilleme, apoptotik hiicreleri digerlerinden ayirmada yeterli
olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP nick-end-labelling”
sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi adiyla anilmaktadir (Elmore,
2007). Tiimor dokularinda ki apoptozu belirlemek amaciyla “Promega DeadEnd
TM Colorimetric Apoptosis Detection System (TUNEL)” (Promega Corp.
Madison; Cat No: G7130) sistem kullanilmistir. TUNEL boyama metodu ile
hiicrelerde meydana gelen apoptozu belirlemek amaciyla asagidaki islem

basamaklari1 gerceklestirilmistir.

1. Hayvanlardan alinan beyin, siyatik sinir ve karaciger TUNEL
immiinohistokimyasal inceleme i¢in %4’ liik paraformaldehitten ¢ikarilir.

2. Dokular 1 giin 6nceden deparafinizasyon i¢in Ksilole yerlestirilir.

3. Ardindan, % 100 alkol, % 95 alkol, % 80 alkol serilerinden gegirilmistir.
% 1 Triton X-100’1i PBS ile yikama (pH:7,4) isleminin ardindan dokularin etrafi
sinirlayict kalem ile ¢izilir.

4. Proteinaz K eklenmis, (3,9 uL proteinaz K + 35 pL distile su) lamlarin
tizeri cover slip ile kapatilarak 15 dakika beklenir

5. PBS (Phosphote Buffered Saline) ¢ozeltisi ile yikama 2 kez 5’er dakika
isleminin ardindan 5 dakika H,0; ile yikama (63 mL PBS + 7mL H»05) yapilir.

6. PBS ile yikama 3 kez 1’er dakika, “equilibration tamponu” 5 dakika
muamelenin ardindan tampon lamlardan uzaklastirilir.

7. TdT enzimi eklenir (77 pL Reaksiyon tamponu + 33 pL TdT enzimi).

8. Lamlarin tizeri kapatilarak 1 saat 37 °C inkiibatore konulur.

9. 10 dakika Stop/Wash tampon ile yikama (2 mL stop/wash tamponu + 68
mL distile su) yapilir.



30

10. 4 kez 2’ser dakika PBS ile yikama isleminin ardindan “Anti-
Dioksigenin Peroksidaz” eklenir (Lamlarin iizeri kapatilmis, 30 dakika nemli oda
sicakliginda bekletilir).

11. 4 kez 2’ser dakika PBS ile yikama ve hemen ardindan DAB eklenir
(735 pL DAB Dilution buffer + 15 uL DAB substrat).

12. 3 dakika boyunca distile su ile yikama isleminin ardindan 10 dakika %
0,5 “metil green” eklenmis ve 3 dakika boyunca distile su ile yikanur.

13. % 100 n-Butanol ile yikama isleminin ardindan % 80 alkol, % 95
alkol, % 100 alkol serilerinden gegirilmis, Ksilen I, Ksilen II, Ksilen III serileri ile
muamele yapilmis ve son olarak entalen ile preparatlar kapatilir (Millipore,

Apoptag, Germany).
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3. BULGULAR
3.1. In vitro Toksisite Testleri Sonug¢lar:
3.1.1. Hiicre canlihig1 ve sitotoksisite testi sonuclari

Calismada streptozotosinin MCF-7 (Iinsan meme adenokarsinom hiicre hatti,
ATCC-HTB-22), A549 (insan Akciger karsinom hiicre hatti, ATCC-CCL-185),
CaCo-2 (Insan kolon kolektral adenokarsinom hiicre hatti, ATCC-HTB-37), Hek-
293 (Insan embriyonik bébrek hiicre hatti, ATCC-CRL-1573), PC3 (insan prostat
karsinom hiicre hatti, ATCC-CRL-7934), U87MG (Insan glioblastoma hiicresi,
ATCCHTB-14), MPanc-96 (Insan pankreas karsinom hiicre hatti, CRL-2380) ve
HeLa (Insan servikal kanser hiicre hatti, ATCC-CCL-2) hiicreleri (zerindeki
sitotoksik etkisi ve 1Csy degeri (hiicrelerin % 50’sinin ¢ogalmasini inhibe eden

konsantrasyon) belirlenmistir.

MTT testi sonucunda 72. saatte elde edilen 1Csy degerleri Cizelge 3.1°de

gortlmektedir.

Cizelge 3.1 Hiicre Cogalmasinin Inhibe Oldugu ICsy Degerleri

Hiicre Hatlar ICs, Degerleri (ug/mL)
Madde HEK-
MCF-7 | A549 | He-La | Caco-2 PC3 | U87TMG | MPanc-96
293
Streptozotosin - - - - - - - 77.63

Calisilan MCF7, Caco-2, A549, U-87- MG, HELA, PC3 ve HEK 293 hiicre
hatlarinda ¢alisilan  konsantrasyonlarda hesaplanabilir  bir 1Csq  degeri
olusturmamistir. Bu durumda test maddesinin bu hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik
etki gostermedigi belirlenmistir. Ancak MPAC96 hiicre hatt1 tizerinde en ylksek
dozda ICsq degeri olusturmus ve bu deger 77,63 ng/mL seklinde belirlenmistir.

Morfolojik incelemeler, kullanilan hiicre hatlart hiicre kontrol grubu ve test

maddesi maruziyet grubu olacak sekilde iki gruba ayrilarak gerceklestirilmistir.
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Hiicresel morfolojinin gdzlemlenmesi amaciyla ilk incelemeler, herhangi bir

madde maruziyetinin yapilmadigi hiicre hatlar1 kontrol grubunda yapilmuistir.

Test maddeleri i¢in ¢ézgen olarak kullanilan DMSO (% 0,05) ikinci grup
olarak gozlemlenmis ve DMSO kontrol (% 0,05) grubu olarak adlandirilmistir.
DMSO kullanilan bu konsantrasyonda hiicre hatlari iizerinde herhangi bir toksik
etkiye sahip degildir. Sitotoksik etkiyi gdozlemlemek amaciyla hiicre hatlar test
maddesinin farkli dozlarina 48 saat maruz birakilmis ve hiicrelerde olusturduklari
morfolojik degisimler inverted mikroskop ile degerlendirilmistir (Sekil 3.1, 3.2,
3.3,3.4, 35, 3.6).

Sekil 3.1 mPANC Hiicre Hatt1 Morfolojik inceleme a. Hiicre kontrol b.0,5 uLL. STZ ¢.5 L STZ
d.50 pL STZ.

Sekil 3.2 HEK-293 Hiicre Hatt1 Morfolojik Inceleme a. Hiicre kontrol b. 50 uL STZ.
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Sekil 3.3 A549 Hiicre Hatt1 Morfolojik inceleme a. Hiicre Kontrol b. 50 pL STZ.

-
Sekil 3.4 MCF-7 Hiicre Hatt1 Morfolojik Inceleme a. Hiicre Kontrol b. 0,5 uL STZ ¢. 5 uL STZ
d. 50 pL STZ.

Sekil 3.5 Pc3 Hiicre Hatt: Morfolojik inceleme a. Hiicre kontrol b. 50 uL STZ.
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Sekil 3.6 U87 Hiicre Hatt: Morfolojik inceleme a. Hiicre kontrol b. 50 pL STZ.

3.1.2. Salmonella/Mikrozom (AMES) testi sonuglari

Salmonella typhimurium TA 98, TA 100, TA 1535 ve TA 1537 strainlerinin
genotip kontrolleri Xenometrix (Isvigre) firmasi tarafindan Maron ve Ames
(1983) tarafindan gelistirilen yonteme uygun olarak tarafindan yapilmistir ve
sertifikalandirilmistir. His® revertantlarin sayisini belirlemek icin Xenometrix
firmasindan satin alinan biliylime besiyerinde biiyiitiilen bakteriler histidin-
biyotinli (0,05 mM) top agar i¢ine eklenmistir. Daha sonra Minimal Glukoz Agar
(MGA) plaklarina ekim yapilmis plaklarda goriilen koloniler sayilarak revertant

kolonilerin limit degerler icerisine girdigi saptanmuistir. (Cizelge 3.8)

Bu sonuclara gore TA 98, TA 100, TA 1535 ve TA 1537 strainleri ile
yapilan test sonucunda, STZ’ nin 10, 5, 1 ve 0.5 pg dozlari i¢in elde edilen His"
mutantlarinin sayis1 Cizelge 3.9’ de verilmistir. Bu sonuglara gére STZ, 1 pg ve
tizeri konsantrasyonlarda baz degisim mutasyonlarina sebep olan bir sekonder

mutajenik madde olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.2 Salmonella typhimurium revertant koloni sayilari

Salmonella typhimurium Revertant Koloni Sayilari
TA 98 30£21 18+19
TA 100 96+35 120+ 4,2
TA 1535 19+18 22+21
TA 1537 10+14 15+2,0
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Cizelge 3.3 S. typhimurium TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 Mutajenite Denemesinin

Sonuglari
TA 98 TA 100 TA 1535 TA 1537
+S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9

0.5
pg/petri 7+2,8 4+2,8 2+14 38,5+2,1 44521 16,5+2,1 11+1,4 15,5+0,7
(STZ)

1

pg/petri 11414 +ff 3 139+100,4 85+7,1 1078 +874 | 678+240,4 | 17,5+10,6 | 13,5+3,5
(ST2) -
R 4,5
pg/petri 9+2,8 +6 7 97+62,2 197+66,5 | 467+60,8 @ 308+11,3 2114 12,5+£3,5
(STZ) -
10

pg/petri = 265492 | 7+14 245+78  635%16,3 | 423+157,0 590+82 19+14 12,5+£3,5
(ST2)

3.2. Invivo Test Sonuclari

3.2.1. cDNA analiz sonuglar:

Deney ve kontrol grubu hayvanlarinin tripiire igerisine alinan dokularindan
total RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu sonrasinda cDNA sentezi
yapilarak cDNA’ lar GENMAR Teshis Uriinleri, ARGE Laboratuvar Hizmetleri
Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi, ARGE laboratuvarinda bulunan Roche Light
Cycler® 480 Il sistemi ile her hiicre hattinda apoptoz ile iliskili 7 genin
ekspresyon profilleri belirlenmistir. Belirlenen genlerin regllasyonu cizelgede
belirtildigi gibidir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4 Hayvanlardan alinan dokularin gen regiilasyon degerleri

24. Saat
TNF Casp9 Casp3 Casp8 Bax Bcl2
Karaciger -3.3 -15 +34 +5.17 -32 -50.5
Beyin +4.2 +3.8 +6 +12.43 -6.25 +6.2
Sinir - +8.6 +1.3 +6.36 +32 +14.3

1. Hafta
TNF Casp9 Casp3 Casp8 Bax Bcl2
Karaciger +4.65 1.25 32 -1.14 -1.25 -33.1
Beyin - 1.6 4 -1.3 -2.32 +17.3
Sinir -11.1 -8 -10 -1.32 -9 -12.7

2. Hafta
TNF Casp9 Casp3 Casp8 Bax Bcl2
Karaciger +5.65 -9.3 -9.4 +20 -14.01 -2.56
Beyin -1.4 -7.21 -2.7 -8.8 -11.2 -14.1

Sinir - +2.46 -8.4 -14 -16.3 -

4. Hafta
TNF Casp9 Casp3 Casp8 Bax Bcl2
Karaciger +2.63 +6.4 +3.1 +3.58 +2.5 +4.82
Beyin -14 +4.8 -11.1 -9.21 -8.3 +5.0
Sinir -16 -2.7 -20.17 -7.14 -2.27 -3.01

Uygulanan madde karaciger dokusunun ekstrintik pathway genlerinde
onemli bir down regiilasyona neden olmazken, instrintik pathway genlerinde bax/
Bcl2  genlerindeki degisimlere bagli olarak Casp3 ve Casp9 genlerindeki
regiilasyon artiglar1 hiicrenin apoptoza gitme egilimini gostermektedir. Beyinde
ise karacigere gore daha fazla etkilenme goriilmiistiir. Ozellikle ekstrintik genlerin
ve Casp3 geninin down regiilasyonu apoptozun baskilandigini belirtmektedir.
Uygulanan maddenin en etkin oldugu organ sinir doku olarak goriilmektedir. Ilk
haftadan itibaren sitotoksik etki gostererek hem ekstrintik hemde instrintik

yolaklarda apoptozun baskilandi ortaya ¢ikmistir.
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3.2.2. Histolojik Degerlendirme Sonuclari

3.2.2.1. Sivyatik sinir histokimyasal bulgular

Hematoksilen-Eosin Boyama sonuglarina gore;

Kontrol grubu: siyatik sinir histolojik kesitleri genel histolojik parametreler

acisindan degerlendirilmistir. Buna gore kontrol grubu siyatik sinir kesitleri
normal histolojik goriinlimde izlenmistir. Epinéryum (epn), perindryum (pn) ve
endondryum (edn) kiliflart normal olarak degerlendirilmistir. Sinir demetleri (NF)

ve sinir lifleri (akson- ax) normal gériiniimdedir (Sekil 3.7).

24.saat grubu: kontrol grubu ile karsilastirildiginda siyatik sinir kiliflarinda
histolojik degisiklikler gézlemlenmistir. Epindryum’da hafif diizeyde fibrotik
kalinlasma 1ile perindryum’da subperindral alanlarda ayrismalar izlenmistir.

Endon6ryum normal goriinimdedir (Sekil 3.7).

1.hafta grubu: kontrol ve 24 saat gruplar ile karsilastirildiginda histolojik
degisikliklerde artis gozlenmistir. Epindryumda artmis fibrotik kalinlagsma ile

perindral ayrisma ve endonodral 6dem degerlendirilmistir (Sekil 3.7).

2.hafta grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda hafif derecede epinéral
fibrozis ve endondral 6dem izlenmistir. 1 hafta grubuna gore histolojik

degisikliklerde azalma goriilmiistiir (Sekil 3.7).

4.hafta grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda hafif derecede epindral
fibrozis ve endondral 6dem izlenmistir. Histolojik degisiklikler 24 saat grubuna

yakin derecede degerlendirilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Siyatik sinir histolojik kesitleri. epn: epinéryum, pn: perinéryum, edn: endondéryum, ct:
bag doku, NF: sinir demeti, k: kapiler damar, ax: akson (sinir lifi). H & E boyama.
Kontrol grubu Ax10, Bx20 biy(tme. 24. saat grubu *: ayrigma. Cx10, Dx20 buyutme.
1. hafta grubu *: 6dem ve fibrozis. Ex10, Fx20 buyiltme. 2. hafta grubu Gx10, Hx20

biyltme. 4. hafta grubu *: 6dem ve fibrozis. Ix10, Jx20 biyitme.
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Immunohistokimyasal Bulgulara gore;

Kontrol grubu siyatik sinir histolojik kesitleri TUNEL immunohistokimyasi
acisindan degerlendirilmistir. Siyatik sinir histolojik kesitlerinde apoptotik

hiicrelere rastlanmamisgtir (Sekil 3.8).

24.saat grubu kontrol grubu siyatik sinir histolojik kesitleri ile

karsilastirildiginda az sayida Shwann ve perindral hiicrelerde Tunel ekspresyonu

izlenmistir (Sekil 3.8).

1.hafta grubu siyatik sinirlerin degerlendirmesinde Shwann ve perindral
hicrelerde TUNEL ekspresyonu gozlenmistir. Kontrol ve 24 saat gruplan ile
karsilastirildiginda ekspresyon gosteren hiicre sayilarinda artig goriilmiistiir (Sekil

3.8).

2. hafta grubu siyatik sinirlerinde TUNEL ekspresyonu gdsteren hicre

sayilar1 kontrol ve 24 saat gruplarina kiyasla daha fazla iken, 1 hafta grubu ile
karsilastirildiginda ekspresyon gosteren hiicre sayilarinda azalma oldugu

goriilmiistir (Sekil 3.8).

4. hafta grubu siyatik sinirlerinde TUNEL ekspresyonu goésteren hiicre

sayilar1 kontrol ve 24 saat gruplarina gore fazla, 1 hafta grubuna gore az olarak
degerlendirilmistir. Ek olarak 2 hafta grubu ile benzer TUNEL ekspresyonu
izlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Siyatik sinir histolojik kesidi. pnc: perindral hucre, sw: Shwann hucresi. TUNEL
boyama. Kontrol grubu Ax20, Bx40 blyutme, 24. saat grubu Cx20, Dx40 biyutme, 1.

Hafta grubu Ex20, Fx40 blyitme, 2. hafta grubu G x 20, H x 40 bayitme, 4 hafta
grubu 1x20, Jx40 buyltme.
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3.2.2.2. Karaciger histokimyasal bulgular

Kontrol grubu karaciger dokusu histolojik kesitleri genel histolojik
parametreler agisindan degerlendirilmistir (Sekil 3.9). Buna gore kontrol grubu
karaciger dokusu kesitleri normal histolojik goriiniimde izlenmistir. Sentral ven
(cv) ve sinuzoidler (s) normal goriiniimdedir. Organin stromast normal yogunlukta
gorilmektedir. Organin parankimasini olusturan Remark kordonlar1 (Rk) ve

bunlara bagl hepatositler (hp) normal histolojik goriiniimde izlenmistir.

Diger deney gruplart kontrol gruplari ve birbirleri ile karsilastirildiklarinda
karaciger stroma ve parankimalarinda histolojik degisiklikler izlenmemistir.
Higbir deney grubunda stromal 6dem ve fibrozis goriilmemistir. Aymi sekilde,
hi¢bir deney grubunda histokimyasal degerlendirmede hepatositlerde dejeneratif

degisikliklere rastlanmamistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Karaciger histolojik kesidi. Rk: Remark kordonu, cv: sentral ven, hp: hepatosit, s:
sinuzoid, kc: kupffer hiicresi. H & E boyama. Kontrol grubu Ax10, Bx40 biyitme. 24.
saat grubu Cx10, Dx40 blyutme, 1. hafta grubu. Ex10, Fx40 biy(tme, 2. hafta grubu
Gx10, Hx40 buyttme. 4. hafta grubu 1x10, Jx40 biyitme.
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Immunohistokimyasal Bulgulara gore;

Kontrol grubu karaciger histolojik kesitleri TUNEL immunohistokimyasi
acisindan degerlendirilmistir. Karaciger histolojik kesitlerinde hepatositlerde

apoptotik hiicrelere rastlanmamistir (Sekil 3.10).

24.saat grubu kontrol grubu karaciger histolojik kesitleri ile

karsilastirildiginda hepatositlerde Tunel ekspresyonu izlenmemistir (Sekil 3. 10).

1.hafta grubu karaciger degerlendirmesinde ¢ok az sayida hiicrede TUNEL
ekspresyonu gozlenmistir. Kontrol ve 24 saat gruplar ile karsilastirildiginda

ekspresyon gosteren hiicre sayilarinda artig goriilmiistiir (Sekil 3.10).

2. hafta grubu karaciger TUNEL ekspresyonu gosteren hiicre sayilari

kontrol, 24 saat ve 1 hafta gruplar ile karsilastirildiginda ekspresyon gosteren

hiicre sayilarinda artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.10).

4.hafta grubu karaciger TUNEL ekspresyonu gdsteren hiicre sayilart
kontrol, 24 saat, 1 hafta ve 2 hafta gruplarina gore oldukga artmis olarak
degerlendirilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Karaciger histolojik kesidi. TUNEL boyama. Kontrol grubu Ax20, Bx40 biyutme. 24.
saat grubu. Cx20, Dx40 buyltme. 1. hafta grubu Ex20, Fx40 biyitme. 2. hafta grubu
Gx20, Hx40 buyiitme. 4. hafta grubu 1x20, Jx40 blyutme.
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3.2.2.3. Beyin (Cerebrum) histokimyasal bulgular

Kontrol grubu cerebrum dokusu histolojik kesitleri genel histolojik
parametreler agisindan degerlendirilmistir. Buna gore kontrol grubu cerebrum
dokusu kesitleri normal histolojik goriiniimde izlenmistir (Sekil 3.11). Cerebrum
dokusu i¢ zar1 Pia mater ile ortiilii Korteks tabakalar1 olan molekiiler tabaka’dan
itibaren dis graniiler tabaka, dis piramidal tabaka, i¢ graniiler tabaka, i¢ piramidal
tabaka ve multiform tabaka ile Medulla’da bulunan néron ve ndroglialar ile

kapillar damarlar normal histolojik goriinimdedir.

Diger deney gruplar1 cerebrum dokular1 histokimyasal olarak
degerlendirilmis, cerebrum korteks ve medullasinda histolojik degisiklikler
gozlenmemistir. Kontrol grubu ile diger deney gruplart karsilastirildiginda da

histolojik olarak herhangi bir degisiklik degerlendirilmemistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Cerebrum histolojik kesidi. pm: Pia mater, mt: molekiiler tabaka, dgt: dis graniiler
tabaka, dpt: dis piramidal tabaka, igt: i¢c graniiler tabaka, ipt: i¢ piramidal tabaka, k:
kapiller damar, gh: graniler hiicre, ph: piramidal hiicre. H & E boyama. Kontrol grubu
Ax10, Bx20 buyttme. 24 saat grubu Cx10, Dx20 buyltme.1 hafta grubu Ex10, Fx20
biyttme. 2 hafta grubu Gx10, Hx20 buyitme. 4 hafta grubu 1x10, Jx20 biyitme.
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Immunohistokimyasal Bulgulara gore;

Kontrol grubu cerebrum histolojik kesitleri TUNEL immunohistokimyasi
acisindan degerlendirilmistir. Cerebrum histolojik kesitlerinde apoptotik hiicrelere
rastlanmamistir. Deney gruplarimin cerebrum kesitleri de TUNEL ekspresyonu
acisindan degerlendirilmis ve kontrol grubunda oldugu gibi TUNEL ekspresyonu

gosteren graniiler veya piramidal hiicrelere rastlanmamustir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Cerebrum histolojik kesidi. TUNEL boyama. Kontrol grubu Ax10, Bx20 buyttme. 24
saat grubu Cx10, Dx20 biyitme. 1 hafta grubu Ex10, Fx20 biyitme. 2 hafta grubu
Gx10, Hx20 buyiltme. 4 hafta grubu 1x20, Jx20 blyutme.
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4. TARTISMA VE SONUC

Deney ve kontrol grubu olarak ayirdigimiz ¢alismamizda, diyabet modeli
olusturulmus rodentlerde STZ uygulamasinin beyin korteks, siyatik sinir ve

karaciger tizerine toksik etkileri ortaya konmustur.

Tim deney gruplari cerebrum dokulari histokimyasal olarak
degerlendirilmis olup, kontrol grubu ile diger deney gruplarn karsilastirildiginda
da histolojik olarak herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir. Kontrol grubu
cerebrum histolojik kesitlerinde apoptotik hiicrelere rastlanmamistir. Deney
gruplarinin cerebrum kesitleri TUNEL boyama yapilarak degerlendirilmis ve
kontrol grubunda oldugu gibi ekspresyonu gosteren graniiler veya piramidal

hiicrelere rastlanmamustir.

Hasta siganlardaki siyatik sinir histolojik kesitleri ile kontrol grubundaki
sicanlarin genel histolojik parametreleri degerlendirildiginde, kontrol grubu
siyatik sinir kesitleri normal histolojik goriinimde izlenmistir. Ancak 24. saat
deney grubu fareler, kontrol grubu ile karsilastirildiginda siyatik sinir kiliflarinda
histolojik degisiklikler gozlemlenmis olup epindryum’da hafif diizeyde fibrotik
kalinlasma ile perindryum’da subperindral alanlarda ayrigmalar izlenmistir.
1.hafta deney grubu ve kontrol grubu ile 24. saat deney ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda ise histolojik degisikliklerde 1. hafta grubunda artig
gozlenmistir. 2. hafta deney grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda hafif
derecede epindral fibrozis ve endondral 6dem izlenmis ve 1. hafta grubuna gore
histolojik degisikliklerde azalma goriilmiistiir. 4. hafta deney grubu, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda ise hafif derecede epindral fibrozis ve endondral 6dem

izlenmistir.

Kontrol grubu siyatik sinir histolojik kesitlerinde apoptotik hiicrelere
rastlanmamis olup 24.saat deney grubu ile kontrol grubu siyatik sinir histolojik
kesitleri karsilastirildiginda az sayida Shwann ve perinoral hiicrelerde Tunel
ekspresyonu izlenmistir. 1. hafta deney grubu ve kontrol grubu, 24 saat gruplar
ile karsilagtirlldiginda 1. hafta deney grubunda ekspresyon gosteren hiicre

sayilarinda artis goriilmiistiir. 2. hafta deney grubundan alinan siyatik sinirlerinde
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TUNEL ekspresyonu gosteren hiicre sayilar1 kontrol grubu ve 24 saat gruplarina
kiyasla daha fazla iken, 1 hafta grubu ile karsilagtirildiginda ekspresyon gosteren
hiicre sayilarinda azalma oldugu goriilmiistiir. 4. hafta grubu siyatik sinirlerinde
TUNEL ekspresyonu gosteren hiicre sayilari kontrol ve 24 saat gruplarina gore
fazla, 1 hafta deney ve kontrol gruplarina gore az olarak degerlendirilmis olup 2.

haftadan sonra ekspresyonda degisiklik olmamastir.

Sonug¢ olarak, yaptifimiz calismamiz sonucunda elde edilen veriler
oncelikle akut STZ hasarini ortaya koymus olup, en fazla etkinin gézlendigi doku

siyatik sinir olarak belirlenmistir.

Calismamiz sonucunda STZ’ nin sadece pankreatik B hiicrelerine selektif bir
toksisite gostermedigi, diger doku ve organlar i¢in de ¢ok toksik oldugu ortaya
konmustur. Kimyasal 6zellikleri sebebiyle bircok doku ve organa niifuz edebilen
STZ’ nin diyabet modeli olusturmada ne kadar avantajli bir model oldugu bu
nedenle tartismalidir. Ozellikle ¢alisilacak dokudaki hasarin STZ kaynakli m1
yoksa kronik diyabet kaynakli m1 oldugu sorgulanmalidir. STZ sonras1 dokudaki
biyokimyasal degisiklik diyabetle olusan doku hasarinin net bir sekilde ortaya

konmasini etkileyebilir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile STZ’ nin siyatik sinir, karaciger ve beyin
iizerindeki etkileri ortaya konmus ve 24.saat ile 1.hafta ortaya ¢ikan STZ hasarin
2.haftadan sonra ortadan kalktig1 belirlenmistir. Bu nedenle STZ ile diyabet
modeli olusturacak arastiricilarin STZ uygulamasindan 6zellikle 4. haftadan sonra

denemelerine baglamasinin uygun olacag: sonucuna varilmaistir.

Yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip olan diyabet hastaligin1 ve
patogenezini aragtirmak i¢in yapilan ¢alismalarda hayvan modelleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hayvanlar lizerinde diyabet indiikleyici ajanlar arasinda en ¢ok
kullanilan kimyasallardan olan streptozotozin, hayvan modellerinde kalic1 olarak
diyabeti indiikler. Model hayvanlar iizerinde uyarilmis diyabetlerde go6zlenen
yapisal, fonksiyonel ve biyokimyasal degisiklikler, genellikle insanlarda gézlenen
diyabete benzerlik gosterir. Bu nedenle deney hayvanlarinda STZ ile indiiklenmis

diyabet modeli, insanlardaki diyabet ve diyabete bagli komplikasyonlarin
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patogenezini incelemek icin klinik agidan anlamli bir modeli temsil etmektedir
(Goyal et al., 2016).

Pankreas-insiilin iligkisinin ortaya konmasi ile yapilan hiperglisemi
calismalarinda kullanilan cerrahi dis1 yontemler, pankreasin harap edilmesi ve
beta hucre spesifik toksinlerin kullanilmasiyla yapilmaktadir. Kimyasal ajanlarin
kullanim1 ile olusan deneysel diyabet modellerinde alloksan, STZ, ¢inko
selatorleri (8-hidroksikinolin, dithizone), rodentisid-Vacor, diyet nitrozaminleri
gibi diyabetojenik etkisi bulunan toksinler denenmistir (Rees and Alcolado,
2005).

Giiniimiizde diyabet olusturmakta en ¢ok tercih edilen nitrozoiire sinifindaki
ajanlardan STZ, pankreastaki B hiicreleri lizerinde tahribat yapma 6zelliginden
dolay1 deney hayvanlarinda diyabet modeli olusturmada kullanilmasinin yani sira,
(Rees and Alcolado, 2005; Srinivasan and Ramarao, 2007; Islam and Wilson,
2012; Lai and Lo, 2013) malin tiimorlerin tedavisinde de kullanilmaktadir.
(Friedman et al., 1992). Ancak STZ , nitrozoiire sinifindaki diger alkile edici

maddeler gibi, DNA hasarina sebep olur ve hiicreler i¢in toksiktir.

Nitrozoiire grubu, hem bir molekiiliin ad1 hem de bir nitroso (R-NO) grubu
ve bir iire iceren bir bilesik sinifidir. Bu gruptaki kimyasallarin ¢ogu teorik olarak
kan beyin bariyerini gegebilme yetenegindedir, bu da STZ’ nin malin timorlerde
antikanser ajan olarak tercih edilme sebeplerinden biridir (Weller et al. 2013).
Bunlarin yaninda STZ’ nin sadece pankreatik p hiicrelerine selektif bir toksisite
gostermedigi, diger doku ve organlar i¢in de genotoksik etkileri oldugu ortaya

konmustur (Bolzan and Bianchi, 2002).

Nitrozoiire sinifinda yer alan ve diyabet olusturmada siklikla kullanilan ve
Streptozotosin  ve alloksan gibi kimyasal ajanlarla olusturulan diyabet
modellerinin, diger deneysel modellere gore daha ucuz olmasi, daha kolay
gelistirilebilmesi, pankreastaki beta hiicrelerini tahrip ederken alfa ve delta
hlcrelerinde zarar vermemesi, ketozis ve mortalitenin goéreceli olarak daha az

olmasi gibi ¢ok sayida avantaji1 bulunmaktadir.
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Urik asit tirevi ve antineoplastik bir ajan olan Alloksanin toksik etkisi
ozellikle pankreas beta hiicrelerine 6zgiidiir. Glukozla uyarilan insiilin salinimini
inhibe etmekte, yliksek dozlar1 ise beta hiicrelerinde nekroza sebep olmaktadir.
Tavsanlarda pankreasin [ hiicrelerini tahrip etmek suretiyle kalici diyabet
olusturdugu ilk kez Dunn ve ark. tarafindan bulunmustur (Dunn et al., 1944).
STZ’nin pankreas beta hiicrelerine 6zgi etkileri sigan ve kopeklerde kalic1 diyabet
olusturmasiyla gosterilmistir (Rakieten et al., 1963). STZ’nin alloksana gore beta
hiicreleri disindaki yapilara daha az zarar verdigi; alloksan ile daha yiiksek kan
sekeri degerlerine ulasildigi ve ketozisin daha sik oldugu da bildirilmistir (Lenzen,

2008).

STZ, glikoz tastyict olan GLUT?2 reseptorii vasitasiyla beta hiicrelerine girer
ve DNA alkillenmesine sebep olur. Hiicre icinde olusan DNA hasar1 PARP
aktivasyonu ile hiicresel NAD+ depolarin1 bosaltmakta ve hiicrede ATP
tilkkenmesine yol agmaktadir. Sonug olarak enerjinin tiikenmesine bagli olarak
hiicre 6lumune sebebiyet vermektedir. Yapilan c¢alismalar STZ’nin genotoksik
etkilerinin oldugunu hiicre yasam dongilisiinde duraksamayr ve apoptozu
tetikledigi, DNA hasar1 olusturarak hiicrelerde toksisite yarattigini gostermektedir
(Bolzan and Bianchi, 2002). Streptozotosinin hucre icindeki temel etki yeri
niikleer DNA’dir. Hiicre i¢cinde STZ reaktif karbonyum iyonlarinin olusumuna
sebebiyet vererek DNA bazlarinin alkilasyonuna neden olmaktadir. Bu olay1 DNA
tamir dénemi izlemektedir. Bu durumda hiicre ya apoptozu segmekte ya da DNA

tamir mekanizmalarini kullanmaktadir.

STZ ile olusturulan diyabet morfolojisi sigan soylar1 arasinda da standart
degildir. Ayrica ¢aligsmalar siganlarin STZ toksisitesine farelere gére daha duyarl

oldugunu gostermistir (Forman L. Brian, 2015)

Sican ve fare gibi deneysel hayvan modelleriyle yapilan ¢aligmalar, diyabet
patolojisine en uygun tiirlerin secilebilmesine; istatistiksel degerlendirmeye
yetecek kadar ornegin kolay eldesine, degiskenlerin kontrol altinda daha kolay
tutulabilmelerine ve farmasotik calismalarin daha kolay ve hizli sekilde
uygulanmalarina olanak vermekte olsa da, hayvanlarda olusturulan diyabet

modellerinin higbiri insan diyabetine tam olarak es deger degildir (Kurger ve
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Karaoglu, 2012). Ancak bizim de ¢aligmamizda yaptigimiz gibi, model hayvanlar
Uzerinde yapilan ¢alismalardan elde edilen tiim veriler insan ¢aligmalarina kaynak

saglamalar1 acisindan 6nemli ve gereklidir.

STZ, diinyada ve yurdumuzda rodentlerde yayginlikla diyabet modeli
olusturmada kullanilmakla birlikte, diyabet modeli olusturmak igin halen tam
olarak kesinlesmis bir STZ dozu ve uygulama yontemi yoktur. Bu durum
caligmalar arasinda ¢ok farkli sonuglarin ¢ikmasina sebep olabilmektedir. Ayrica,
toksik etkisi oldugu bilinen bir kimyasalin diyabet ile olustugu iddia edilen
hasarlardan once dokularda hasar yaratmasi sonuglarin gélgelenip golgelenmedigi
konusu da aydinlatilmis degil ve halen tartismalidir. Bunun gibi tartigmali
yaklasimlar ve standartize edilmemis protokoller ile yapilan caligmalar sonucu
STZ’nin akut toksik etki mekanizmalarinin isleyisi tam olarak tam aydinlatilmig
degildir. Bu nedenle kimyasal ajanlarla diyabet modeli olusturmak isteyen
arastirmacilarin, arastirmay1 diisiindiikleri diyabet tipine gore, kullanacaklari
hayvan tiirlinii ve sayisini, uygulayacaklari kimyasal ajanin dozunu, uygulama
sirasinda ortaya cikabilecek muhtemel sorunlart ve ¢oziimleri iyice arastirmalart
(Kurger ve Karaoglu, 2012), dahasi; etki faktorii yliksek dergilerde yayimlanmis
ve standartize edilmis bir protokolii benimsemeleri, STZ ile yapilan ¢aligmalarin

gelecegi agisindan ¢ok daha yararh goriilmektedir.

Yapilacak olan tiim caligmalarda STZ’nin rodentlerdeki uygulamasinin,
beyin korteks, siyatik sinir ve karaciger histolojisinin yani sira, toksik etkilerinin
de tim doku ve hiicre diizeyinde ortaya c¢ikarilmasi olduk¢a ©nemli
goriinmektedir. Bununla birlikte, yapilmasi planlanan tiim ¢alismalarda STZ’nin
ya da diyabet modeli olusturmakta kullanilan herhangi bir kimyasalin, uygulanan
model canlidaki kisa ve orta vadeli etkilerinin, insan ¢alismalarina uyarlanmasi
icin gerekli olan; canlilarin tiirinden, genetik uyumluluguna kadar genis bir

yelpazeyi kapsayan tiim 6nemli hususlar unutulmamalidir.

Yasam kalitesine olan olumsuz etkileri yaninda, yiiksek morbidite ve
mortaliteye sahip diyabet hastaligt ve komplikasyonlarinin patogenezini
aragtirmak i¢in yapilan c¢aligmalarda hayvan modelleri yaygin olarak

kullanilmaktadir. Deneysel hayvan modelleri, patolojiye genetik olarak uygun
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tiirlerin secilebilmesine; istatistiksel degerlendirmeye yetecek kadar ¢ok sayida
ornekle caligilabilmesine ve degiskenlerin kontrol altinda tutulmasina; birden
fazla risk ve patolojinin calisilabilmesine; tani, koruyucu veya terapotik
yaklagimlarin denenmesine olanak vermektedir. Bununla birlikte hayvanlarda
olusturulan diyabet modellerinin higbiri insan diyabetine tam olarak es deger
degildir (Kurger ve Karaoglu, 2012). Ancak bizim ¢alismamizda yaptigimiz gibi,
model hayvanlar iizerinde yapilan tim caligmalardan elde edilen bilgiler tiim

insan ¢alismalarina kaynak saglamalari agisindan Onemli ve gereklidir.

Tarihsel siirecte denenmis toksinlerden giiniimiizde en c¢ok tercih edilenleri
STZ ve alloksandir. STZ, Streptomyces archromogenes mikroorganizmasindan
elde edilen 1950’lerde antibiyotik olarak tanimlanmig bir kimyasaldir. Nitroziire
grubu bir kimyasal olan STZ, pankreastaki [ hiicreleri lizerinde tahribat yapma
ozelliginden dolay1 deney hayvanlarinda diyabet modeli olusturmada yaygin
olarak kullanilmasi (Rees and Alcolado, 2005; Srinivasan and Ramarao, 2007;
Islam and Wilson, 2012; Lai and Lo, 2013) yaninda malin tiimorlerin tedavisinde

cok siklikla olmasa da uygulamasi olan bir kimyasaldir (Friedman et al., 1992).

STZ’nin de i¢inde yer aldig1 nitroziire grubu tasiyan kimyasallar genellikle
kemoterapiktir. Nitrozolre, hem bir molekilin adi hem de bir nitroso (R-NO)

grubu ve bir iire i¢eren bir bilesik siifidir.

STZ, ayn1 zamanda nitrozoiire siifindaki diger alkile edici maddelerde
oldugu gibi, DNA hasarina sebep olmasi nedeniyle hiicreler i¢in toksiktir. Bu
gruptaki kimyasallarin ¢ogu teorik olarak kan beyin bariyerini gecebilme
yetenegindedir, bu da STZ’ nin malin tiimorlerde antikanser ajan olarak tercih
edilme sebeplerinden biridir (Weller et al. 2013). Bunlarin yaninda STZ’ nin
sadece pankreatik B hiicrelerine selektif bir toksisite gdstermedigi, diger doku ve
organlar i¢in de genotoksik etkileri oldugu ortaya konmustur (Bolzan and Bianchi,

2002).

Urik asit tiirevi, antineoplastik bir ajan olan alloksanin toksik etkisi 6zellikle

pankreas beta hiicrelerine 0zglidiir. Glukozla uyarilan insiilin salinimini inhibe
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etmekte, yliksek dozlar1 ise beta hiicrelerinde nekroza sebep olmaktadir.
Tavsanlarda pankreasin [ hiicrelerini tahrip etmek suretiyle kalict diyabet
olusturdugu ilk kez Dunn ve ark. tarafindan bulunmustur (Dunn et al., 1944).
STZ’nin benzer etkileri ise sican ve kopeklerde kalici diyabet olusturmasiyla
gosterilmistir (Rakieten et al., 1963). STZ’nin alloksana gore beta hiicreleri
disindaki yapilara daha az zarar verdigi; alloksan ile daha yiiksek kan sekeri
degerlerine ulasildigi ve ketozisin daha sik oldugu da bildirilmistir (Lenzen,

2008).

Streptozotosin ve alloksan gibi kimyasal ajanlarla olusturulan diyabet
modellerinin, diger deneysel modellere gore daha ucuz olmasi, daha kolay
gelistirilebilmesi, pankreastaki beta hucrelerini tahrip ederken alfa ve delta
hicrelerinde zarar vermemesi, ketozis ve mortalitenin goreceli olarak daha az
olmasi gibi ¢ok sayida avantaji bulunmaktadir. Kimyasal ajanlarla diyabet model
modeli olusturmak isteyen arastirmacilarin, arastirmayi1 diisiindiikleri diyabet
tipine gore, kullanacaklar1 hayvan tliriinii ve sayisini, uygulayacaklar1 kimyasal
ajanin dozunu, uygulama sirasinda ortaya ¢ikabilecek muhtemel sorunlar1 ve

¢oziimleri iyice arastirmalar1 gerekmektedir (Kurger ve Karaoglu, 2012).

Pankreas-insiilin iligkisinin ortaya konmasi ile yapilan hiperglisemi
caligmalarinda kullanilan cerrahi dis1 yontemler, pankreasin harap edilmesi ve
beta hiicre spesifik toksinlerin kullanilmasiyla yapilmaktadir. Kimyasal ajanlarin
kullanim1 ile olusan deneysel diyabet modellerinde alloksan, STZ, ¢inko
selatorleri (8-hidroksikinolin, dithizone), rodentisid-Vacor, diyet nitrozaminleri
gibi diyabetojenik etkisi bulunan toksinler denenmistir (Rees and Alcolado,

2005).

Glikoz tasiyici olan GLUT2 reseptorii vasitasiyla beta hiicresine giren STZ
burada DNA alkillenmesine sebep olmaktadir. Burada olusan DNA hasar1 PARP
aktivasyonu 1ile hiicresel NAD+ depolarint bosaltmakta ve hiicrede ATP
tilkkenmesine yol agmaktadir. Sonug¢ olarak enerjinin tiikenmesine bagli olarak
hicre 6limune sebebiyet vermektedir..Yapilan c¢alismalar STZ’nin genotoksik
etkilerinin oldugunu hiicre yasam dongiisiinde duraksamayr ve apoptozu

tetikledigi, DNA hasar1 olusturarak hiicrelerde toksisite yarattigini géstermektedir



56

(Bolzan and Bianchi, 2002). Ayrica c¢alismalar siganlarin STZ toksisitesine
farelere gore daha duyarli olduguna dikkat ¢cekmektedir. STZ ile olusturulan
diyabet morfolojisi si¢can soylar1 arasinda da standart degildir. STZ’ nin akut
uygulamasinin beyin korteks, siyatik sinir ve karaciger histolojisinde ne gibi
degisiklikler yaptiginin ortaya konmasi Onemlidir. Ayrica bu kimyasalin
rodentlerde kisa-orta vadeli toksik kapasitesinin ortaya konmasi1 STZ ile diyabet
modeli i¢in alternatif yontemlere yonelme agisindan kritik oneme sahiptir. Bu
proje ile STZ uygulamasinin beyin korteks, siyatik sinir ve karaciger ilizerine

toksik etkileri ortaya konmustur.

Siyatik sinir histolojik kesitleri genel histolojik parametreler agisindan
degerlendirildiginde kontrol grubu siyatik sinir kesitleri normal histolojik
goriiniimde izlenmistir. 24. saat grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda siyatik
sinir kiliflarinda histolojik degisiklikler gozlemlenmis olup epindryum’da hafif
diizeyde fibrotik kalinlasma ile perinéryum’da subperindral alanlarda ayrigmalar
izlenmistir. 1.hafta grubu, kontrol ve 24 saat gruplan ile karsilastirildiginda ise
histolojik degisikliklerde artis gozlenmistir. 2.hafta grubu kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda hafif derecede epindral fibrozis ve endonodral 6dem izlenmis ve
1 hafta grubuna gore histolojik degisikliklerde azalma goriilmiistiir. 4.hafta grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise hafif derecede epindral fibrozis ve

endonoral 6dem izlenmistir.

Kontrol grubu siyatik sinir histolojik kesitlerinde apoptotik htcrelere
rastlanmamig olup 24.saat grubu kontrol grubu siyatik sinir histolojik kesitleri ile
karsilastirildiginda az sayida Shwann ve perindral hiicrelerde Tunel ekspresyonu
izlenmistir. 1.hafta grubu, kontrol ve 24 saat gruplar ile karsilastirildiginda
ekspresyon gosteren hiicre sayilarinda artig goriilmiistiir. 2. hafta grubu siyatik
sinirlerinde TUNEL ekspresyonu gosteren hiicre sayilart kontrol ve 24 saat
gruplarina kiyasla daha fazla iken, 1 hafta grubu ile karsilastirildiginda
ekspresyon gosteren hiicre sayilarinda azalma oldugu goriilmistiir. 4. hafta grubu
siyatik sinirlerinde TUNEL ekspresyonu gosteren hiicre sayilar1 kontrol ve 24 saat
gruplarina gore fazla, 1 hafta grubuna gore az olarak degerlendirilmis olup 2.

hafta dan sonra ekspresyonda degisiklik olmamustir.
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Tim deney gruplari cerebrum dokular1  histokimyasal olarak
degerlendirilmis olup kontrol grubu ile diger deney gruplari karsilastirildiginda da
histolojik olarak herhangi bir degisiklik gdozlenmemistir. Kontrol grubu cerebrum
histolojik kesitlerinde apoptotik hiicrelere rastlanmamistir. Deney gruplarinin
cerebrum kesitleri TUNEL boyama yapilarak degerlendirilmis ve kontrol
grubunda oldugu gibi ekspresyonu gdsteren graniiler veya piramidal hiicrelere

rastlanmamuistir.

Bu olumsuzluklarina ragmen STZ diinyada ve yurdumuzda rodentlerde
yayginlikla diyabet modeli olusturmada kullanilmakla birlikte, diyabet modeli
olusturmak i¢in tam olarak kesinlesmis bir STZ dozu ve uygulama yontemi
yoktur. Bu durum caligmalar arasinda ¢ok farkli sonuglarin ¢ikmasina sebep
olmaktadir. Bunun diginda toksik etkisi oldugu bilinen bir kimyasalin diyabet ile
olustugu iddia edilen hasarlardan 6nce dokularda hasar yaratmasi sonuglarin
golgelenip golgelenmedigi konusunda soru isaretleri tasimaktadir. STZ’ nin akut

toksik etkileri bu giine kadar tam olarak ortaya konmamustir.

Yaptigimiz ¢alismamiz sonucunda elde edilen veriler dncelikle akut STZ
hasarii ortaya koymus olup en fazla etkinin gozlendigi doku siyatik sinir olarak
belirlenmistir. Proje kapsaminda STZ’ nin sadece pankreatik 3 hiicrelerine selektif
bir toksisite gostermedigi, diger doku ve organlar i¢in de cok toksik oldugu ortaya
konmustur. Kimyasal 6zellikleri sebebiyle bir¢ok doku ve organa niifuz edebilen
STZ’ nin diyabet modeli olusturmada ne kadar avantajli bir model oldugu bu
nedenle tartismalhidir. Ozellikle calisilacak dokudaki hasarn STZ kaynakli mi
yoksa kronik diyabet kaynakli m1 oldugu sorgulanmalidir. STZ sonras1 dokudaki
biyokimyasal degisiklik diyabetle olusan doku hasarinin net bir sekilde ortaya

konmasini etkileyebilir.

Sonug olarak bu proje ile STZ’ nin siyatik sinir, karaciger ve beyin
tizerindeki etkileri ortaya konmus ve 24.saat ile 1.hafta ortaya ¢ikan STZ hasarin
2.haftadan sonra ortadan kalktig1 belirlenmistir. Bu nedenle STZ ile diyabet
modeli olusturacak b arastiricilarin STZ uygulamasindan o6zellikle 4. haftadan

sonra denemelerine baslamasinin uygun olacagi sonucuna vartlmaistir.
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