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OZET

Diabetes Mellitus, genetik yatkinlida ek olarak yanls beslenme,
hareketsizlik ve obezite nedeniyle her yil dunyada gorilme sikligi hizla
artmakta olan 6nemli bir hastaliktir. Diyabetin yol agtigi komplikasyonlarin
yasam Kkalitesini disUrmesi nedeniyle tedaviyle kontrol altina alinmasi
gerekmektedir. Kekik yaginda bulunan Carvacrol’dn (CRV), antidiyabetik
Ozelligi daha onceki caligmalarda gosterilmistir. Ancak pankreatik dokuda
Carvacrol’'in bu etkiyi hangi yolak tzerinden gergeklestirdigi bilinmemektedir.
Bu nedenle ¢caligmamizda; CRV’nin kan glikozunu duguruacu etkisini ve bu
etkisini hangi mekanizmayla gerceklestirdigini arastirmak igin pankreatik
dokuda PI3K/Akt yolagini, Glut-2 ve insllin proteinlerinin ekspresyon
degdisimini immunohistokimyasal yontemler ile gostermeyi amacladik. Bu
amagla 40 Wistar Albino rat rastgele 5 gruba ayrildi: Sham, Kontrol CRV 40,
STZ, STZ+CRV 40, STZ+CRYV 20. Deney baglangicinda diyabetik gruplara 55
mg/kg STZ intraperitoneal uygulandi. CRV belirtilen dozlarda gavajla 6 hafta
uygulandi. Deney suresince ratlarin kan glikoz duzeyi ve vucut agirliklari
dizenli olarak 6lguldu. Deney sonucunda STZ grubuna kiyasla STZ+CRV 20
ve STZ+CRYV 40 gruplarinda kan glikoz dizeyinde istatistiksel olarak anlamli
azalma tespit edildi. Diyabetik gruba CRV’nin 20 mg/kg dozunda 6 hafta
uygulanmasinin kan glikoz duzeyini dugurmede daha etkili oldugu bulundu.
Diyabetik grupta azalan PI13K, pAkt, Glut-2 ve insiilin protein ekspresyonlarinin
20 mg/kg Carvacrol uygulanmasi ile anlamh olarak arttigini
immunohistokimyasal yontemlerle gosterdik. Carvacrol’'in kan glikozunu
disurlcu etkisini pankreatik dokuda PI3K/Akt yolagi Uzerinden Glut-2 ve

insulin ekspresyonunu artirarak gosterdigi sonucuna ulastik.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, Pankreas, Langerhans adacigi,

Streptozotosin, Carvacrol, insilin, PI3K, Akt, Glut2, imminohistokimya



ABSTRACT

Diabetes Mellitus is an important disease with a rapidly increasing
incidence in the world every year due to malnutrition, inactivity and obesity in
addition to genetic predisposition. Complications caused by diabetes should
be controlled with treatment because it reduces the quality of life. The
antidiabetic property of Carvacrol found in thyme oil has been shown in
previous studies. However, it is not known through which pathway Carvacrol
exerts this effect in pancreatic tissue. Therefore, in our study; in order to
investigate the blood glucose lowering effect of CRV and the mechanism by
which it achieves this effect, we aimed to show the PI3K/Akt pathway, the
expression change of Glut-2 and Insulin proteins in pancreatic tissue by
immunohistochemical methods. For this purpose, 40 Wistar Albino rats were
randomly divided into 5 groups: Sham, Control CRV 40, STZ, STZ+CRYV 40,
STZ+CRV 20. At the beginning of the experiment, 55 mg/kg STZ was
administered intraperitoneally to the diabetic groups. CRV was administered
by gavage at the indicated doses for 6 weeks. During the experiment, blood
glucose levels and body weights of the rats were measured regularly. As a
result of the experiment, a statistically significant decrease in blood glucose
level was detected in the STZ+CRV 20 and STZ+CRYV 40 groups compared to
the STZ group. It was found that the administration of CRV at a dose of 20
mg/kg for 6 weeks to the diabetic group was more effective in reducing blood
glucose levels. We demonstrated by immunohistochemical methods that the
decreased PI3K, pAkt, Glut-2 and Insulin protein expressions in the diabetic
group increased significantly with the administration of 20 mg/kg Carvacrol.
We concluded that Carvacrol exerts its blood glucose lowering effect by
increasing Glut-2 and insulin expression in pancreatic tissue via the PI3K/Akt

pathway.

Keywords: Diabetes Mellitus, Pancreas, Islet of Langerhans, Streptozotocin,

Carvacrol, Insulin, PI3K, Akt, Glut2, Immunohistochemistry
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SIMGELER ve KISALTMALAR
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1.GIRIS VE AMAGC

Diabetes mellitus, hem gelismis ulkelerde hem de gelismekte olan
tlkelerde 6nemli bir halk saghigi sorunudur!. Son yillarda, diinyanin neredeyse
tum bolgelerinde diyabet prevalansinda blyuk artiglar gértlmustur ve su anda
diinya capinda 415 milyon insan diyabetle yasamaktadir?. insiilin etkisi ile
instlin salinim1 arasindaki feedback duzgin calismadiginda; insulinin
karaciger, kas ve yag dokusu gibi inslline duyarli dokulardaki etkisi ve
pankreas adacik B-htcreleri tarafindan insulin salgilanmasi etkilenir, bu durum

da anormal kan glikoz seviyeleri ile sonuglanir®.

T1 Diabetes Mellitus(DM), otoimmin reaksiyonun bir sonucu olarak
pankreatik beta hlcre yikimi ile karakterize iken; T2DM patogenezi, hedef
dokularda insilin direncinin gelismesi, genetik ve cevresel faktorlerin de
kombinasyonu sonucunda beta hiicre disfonksiyonu olarak tanimlanmaktadir®.
Makroanjiyopati, mikroanjiyopati ve periferik vaskuler komplikasyonlari iceren
vaskuler disfonksiyonlar diyabette en sik goérilen komplikasyonlardir ve

diyabete bagli 6limlerin 6nde gelen nedenidir.

Carvacrol, fenolik bir monoterpenoiddir®. Carvacrol, kekik, karabiber ve
yabani bergamot gibi aromatik bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan, kekik
kokusuna sahip monoterpenoid bir bilesiktir®. Carvacrol, uzun zamandir kekik
esansiyel yaginin bir bileseni olarak kabul edilmektedir ve en ¢ok arastirilan
bilesenlerinden biridir’. Carvacrol, gidalarda kullanilan, FDA onayh bir
maddedir. Carvacrol; antioksidatif®, anti-inflamatuvar®, TRPM7 iyon kanali
inhibisyonu® ve ayrica antimikrobiyal ve antitimor aktiviteler'® de dahil olmak

Uzere gesitli biyoaktiviteleri duzenler.

Fosfoinositid 3-kinaz (PI13K) 1985 yilinda kesfedilmis ve daha once
bilinmeyen bir fosfoinositid kinaz olarak tanimlanmistirt12,  AKT
aktivasyonunun, hucresel transformasyona ve insulin tepkisine bagl bir lipid
kinaz olan PI3K’nin down regulasyonu sonucu oldugu bulundugunda, AKT

sinyal yolagi ilgi odagi haline gelmistir’®. PI3K/AKT sinyali, organizmanin



gelismesi ve glikoz homeostazi, lipid metabolizmasi, protein sentezi, hucre
proliferasyonu gibi kritik hucresel suregler sirasinda buyume faktora
sinyallerine aracilik ederek hiicresel fizyolojide merkezi bir rol oynar4. Cok
sayida arastirma ile PI3K/AKT yolaginin insulin sinyal iletimini dizenlemekle
birlikte yag ve kas dokusu ile karacigerde glikoz alimini da uyardigi

bulunmugtur®>16,

Pankreatik beta hucrelerinde glikoz alimi, glikozla induklenen insulin
sekresyon mekanizmasinda 6nemli bir yeri olan glikoz tasiyici izoform-2
(GLUT-2) tarafindan kontrol edilir'’. GLUTIar plazma membranindan glikozun
pasif gegcisini kolaylastirir'®, GLUT-2 proteini; karaciger hicrelerinin
bazolateral membran yuzeylerinde, pankreas beta hucrelerinde, ince bagirsak
ve bébrekte bulunur!®. GLUT ailesinin diger Uyelerinden farkli olarak GLUT-
2'nin yemek sonrasinda 6nemli oldugu® ve glikoz homeostazinda 6ncelikle
yer aldigi diiglinUlmektedir?l. Protein kinaz B(AKT); sitozolden dis membrana
yer degistirerek insulin aracili GLUT-2/GLUT-4 aktivitesinin temel uyaricisi

olarak iglev goriir?>23,

Calismamizda Tip 1 diyabette Carvacrol’'in kan glikozunu dusuridcu ve
pankreatik beta hicrelerindeki iyilestirici etkisinin PI3K/AKT yolagi tUzerinden
olup olmadigini arastirmayi amagladik. Bu nedenle galismamizda diabetes
mellitus ve diyabetik pankreasta Carvacrol etkisiyle PI3K/AKT yolagi
Uzerinden pankreas dokusundaki GLUT-2 ve insulin ekspresyon degisimini

immunohistokimyasal yontemler ile gosterdik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Pankreasin Anatomisi

Pankreas, sag tarafta duodenumun ‘C’ seklinde kavislenmesinden sol
tarafta dalak hilumuna kadar uzanan hem endokrin hem de ekzokrin bir
organdir. Retroperitoneal bir organ olan pankreasin agirligi 80 gram, uzunlugu
yaklagik 20 cm’dir. Anatomik olarak: Bas, boyun, govde ve kuyruk olmak Uzere
4 kisimdan olugsmaktadir. Pankreasin bas bdlgesinin sol alt kisminda uncinate
process adi verilen bir gikinti bulunmaktadir?®. Uncinate process ile pankreasin
govdesi arasinda pankreatik notch adinda bir gentik bulunmaktadir. Pankreatik
notch yapisindan superior mezenterik arter ve ven gegmektedir®®. Uncinate
process yapisinin posteriorunda abdominal aorta, anteriorunda superior
mezenterik damarlar yer alir. Splenik arter pankreas godvdesinin Ust siniri

boyunca dalgal bir seyirde ilerler?,

Anterior yluzeyde pankreasin bas ile boyun bélumunu gastroduodenal arter
sinirlamaktadir. Gévde bolimu, boyun ile kuyruk kisminin arasinda yer alir ve
ucgen seklindedir. Kuyruk kismi splenik damarlar ile lienorenal ligament

icerisinde uzanir ve dalagin visceral yiizeyine temas eder?*.

Pankreatik kanal, kuyrukta kaguk bir kanal olarak baslayip govde, boyun
ve bags bolgelerinde ilerlerken eklenen dallarin sayisi artar ve kanalin boyutu
genisler. Pankreatik ana kanal, diger bir adiyla Wirsung kanali; duodenumun
ikinci kismindaki duodenal papillaya agiimaktadir. Bag bolgesinin alt kismi ile
uncinate process aksesuar pankreatik kanal (Santorini kanali) tarafindan
drene edilmektedir. Santorini kanali, duodenumun ikinci kismina ana
pankreatik kanaldan yukarda bir bolgede agilir®*. Aksesuar pankreatik kanal
duodenumun mindr duodenal papillasina agilmaktadir. Duodenuma gecgen bu

pankreatik salgilar sindirim enzimlerini igeren ekzokrin dzellikteki salgilardir®.

Dogumdan itibaren vyetiskinlige kadar pankreasta Langerhans
adaciklarinin boyutu ve B hiicrelerinin sayisi artmaktadir?®. Fetliste adaciklar

kanallar ile yakin konumludur; yenidogan ve yetigkinlerde ise adaciklar



kanallardan daha uzaktir?’. insanlarda pankreas, degisen hacim ve agirlik ile

yaklasik 30 yasina kadar blylimektedir?®.

Diffiz ve kompakt adacik olmak Uzere iki farkh yapida adacik
tanimlanmaktadir. Pankreasin bas bolgesindeki adaciklar diffuz tiptedir. Difflz
tipte trabekuller kompakt adaciklara gore daha gevsek duzenlenmistir.
Pankreasin geri kalani kompakt adaciklar olarak tanimlanmaktadir. Diffuz
adaciklar kompakt adaciklardan daha genistir ve daha fazla PP hicre
icermektedir. Diffiz adaciklara gére kompakt adaciklarda ¢ok daha fazla a,

ve & hiicreleri bulunmaktadir®®.

Pankreasin bas kisminin vaskullarizasyonu superior ve inferior
pankreatikoduodenal arterler ile, gévde kisminin ise splenik arter ile saglanir®*,
Pankreatik B hucrelerden salinan VEGF-A’nin adacik kapillerlerini ve bu
kapillerlerin pencereli endotelyal hucrelerini induklemede kilit bir rolu oldugu
g6sterilmistir®®. Langerhans adaciginin perfiizyonu néronal ve hormonal yol ile
diizenlenmektedir®l. Endokrin pankreasin kanlanmasi her adacik igin 1 ila 5
arteriyol ile saglanmaktadir. Arteriyoller adacik etrafinda kapillerlere ayrilarak
glomerulusa benzeyen kire biciminde vaskiler bir yapi olusturur332,
Adaciklar arteriyel dolagimla paralel bir gekilde iletigsim halindedir bu durum da
batlin adaciklarin ayni anda ayni hormonal uyariyi almalarini saglar®. Bas ve
boyun bolimunudn vendz drenaji portal vene olmaktadir. Gévde ve kuyruk
kismindan gelen kan splenik vene drene olur. Splenik ven, superior mezenterik

ven ile birleserek portal veni olugturmaktadir?,

Pankreasin dorsal ve ventral kisimlarinin innervasyonlari farkhdir.
Sempatik innervasyonu; dorsal pankreas ¢olyak gangliyonundan, ventral
pankreas ise superior mezenterik gangliondan almaktadir. insllin salgisi

parasempatik uyarilar ile artmaktadir?,

2.2. Pankreasin Embriyolojisi

Hepatik divertikulumun kargisindaki dorsal mezenterde 26. gunde bagka bir

duodenal tomurcuk blUyumeye baglar. Bu endodermal divertikil, dorsal



pankreatik tomucugudur ve dorsal pankreasi olusturacaktir. Dorsal pankreatik
tomurcuk dorsal mezentere dogru uzarken; baska bir endodermal divertikul
olan ventral pankreatik tomurcugu, gelismekte olan safra kesesinin hemen
kaudalinde ventral mezenterin iginde gelismeye baslar. Ventral pankreatik

tomurcuk ventral pankreasi olugturmaktadir®.

Duodenum sag tarafa dogru rotasyon yaptigi zaman “c” seklini almaktadir.
Ventral pankreatik tomurcuk safra kesesiyle birlikte dorsale yer dedgistirir.
Ventral tomurcuk, dorsal tomurcugun posteriorunda konumlanir, ilerleyen
zamanda ventral ve dorsal tomurcuklar birlesir®®. Dorsal pankreatik tomurcuk;
pankreasin basini, gévdesini ve kuyrugunu olustururken, ventral pankreatik
tomurcuk ¢engel benzeri unsinat prosesi meydana getirmektedir. Pankreas

dorsal viicut duvariyla birlesir ve sekonder olarak retroperitoneal hale gelir®.

Sindirim enzimlerini Ureten pankreatik asiner hucreler, bu enzimleri tagiyan
pankreatik duktal hiicreler ve Langerhans adaciklarindaki pankreas endokrin
hdcrelerinin tamami pankreatik tomurcuklarin endoderminden

farklilagsmaktadir=.

intrauterin yaklasik 10. haftada insilin salgilanmaya baslamaktadir.
Oncesinde glukagon ve somatostatin igeren hiicreler olugsmaktadir. Daha
sonra beta hiicreleri farklilagarak insilin salgilamaya baslar®®. Glukagon ve
somatostatini olusturan hucreler gestasyonun 8. haftasinda; pankreatik
polipeptit ve ghrelini olugturan hicreler ise gestasyonun 9. haftasinda ortaya
clkmaktadir®’. Pankreasin bag doku yapisindaki kilifi ve lobdller arasi septasi,

pankreasin etrafindaki splanknik mezenkimden koken almaktadir®®,

Epitel kimeler olusur ve ardindan intraepitelyal mikrolimenler olusur. Bu
mikrolUmenler kisa sure igerisinde bir araya gelerek birlesir ve kesintisiz
l[Gmenler olusturur. Boylelikle ekzokrin Urtnleri duodenuma bosaltan bir kanal

sistemi olugmaktadir®.

Ventral ve dorsal pankreatik tomurcuklar birlestigi zaman bu iki yapinin
kanal sistemleri de birbirine baglanmaktadir. Dorsal tomurcugu duodenuma

baglayan kanalin proksimal kismi genellikle dejenere olur. Hem ventral hem



de dorsal pankreas icin duodenuma agllan tek kanal artik, ana pankreatik
kanal olmaktadir. Ana pankreatik kanal ve ortak safra kanali, major duodenal
papilla veya Vater ampullasinda biraraya gelerek salgilarini duodenuma
bosaltir. Bazi bireylerde ise proksimal dorsal pankreatik kanal varligini
surdurdr. Aksesuar pankreatik kanal olarak isimlendirilen bu kanal minor
duodenal papilla ile duodenuma agilmaktadir®>. Ana pankreatik kanal ve
aksesuar pankreatik kanal gogunlukla birbiriyle baglantili olan iki kanaldir.
Fakat insanlarin 9%’unda bu iki pankreatik kanal birlesemez ve iki ayri kanal

olarak varhigini strdariir®,

Pankreatik tomurcuklar birlesemedigi zaman; pankreas gelisiminin en sik
gorulen konjenital varyanti olan pankreas divisium (anuler pankreas) meydana
gelmektedir. Pankreas divisium populasyonda 10%, ERCP iglemi yapilan

hastalarda 3-7% oraninda goriilmektedir®®-3°,

insanlarda pankreasin gelisimindeki transkripsiyon faktorlerinin birbiriyle
baglantisi diger memeli canlilardakine benzemektedir. insan embriyosunda
intrauterin 4. haftada gelisim ile ilgili olan sonic hedgehoh (Shh) ve PDX1
(pancreatic and duodenal homeobox factor-1) tespit edilebilmektedir?®.
Gestasyonun 12 ile 41. haftalari arasinda farklilasmis pankreas adacik

hlcrelerinin proliferasyonu gok diisiik seviyededir®®.

Pankreatik tomurcuklarin genislemesi ve dallanmasi ile pankreas epitel,
PDX1’i dizenli ve homojen bir sekilde eksprese eden kivriml tabakalardan
olusmaktadir. Bu epitelden pankreasin endokrin ve ekzokrin hucreleri
olusmaktadir. Notch sinyali, pankreatik hicre farklilagsmasina aracilik ederek
onemli bir rol oynamaktadir. Pankreas endodermindeki Notch sinyalinin asagdi
akis hedeflerinden biri Hesl'dir (Hairy and enhancer of split like 1). Bu
transkripsiyon faktorl, norogenin/NeuroD ailesinin bir Uyesi olan proendokrin
bHLH transkripsiyon faktori noérogenin-3'U (Neurog3) asagl dogru diuzenler.
Neurog3, pankreas endoderminin daginik hucrelerinde eksprese edilir ve
pankreas gelisimi boyunca ve hatta dogum sonrasinda endokrin progenitor
hdcrelerde ekspresyonu devam eder. Neurog3'ten yoksun fareler, pankreatik

endokrin hdcreleri gelistirmekte yetersiz olmakla birlikte ayni zamanda



bagirsak enteroendokrin hicrelerinin ve mide endokrin hicrelerinin de gelisimi
basarisiz olmaktadir. Neurog3, notch sinyalinin yoklugunda pankreatik
epitelde endokrin yolagi baslatmak igin yeterli olan bir proendokrin
transkripsiyon faktériidiir®®. PDX-1 geninde homozigot nokta mutasyonu,
cerceve kaymasina neden olarak pankreas agenezine neden olmaktadir.
Pankreas agenezisi ekzokrin pankreas yetmezligi ve hiperglisemi ile

sonuglanmaktadir®®.

Ptf1 (pancreas spesific transcription factor-1) kompleksi, erken donemde
pankreatik koken oOzellesmesi ve daha sonrasinda asiner pankreasin
farklilagmasi icin dnemlidir. Ptf1 kompleksinin Ptf1a (p48) bilesenine sahip
olmayan farelerde asinus veya duktal epitel gelismezken, komsu mezenkim

icerisinde pankreatik adaciklar olusmaya devam etmektedir®.

Alfa ve beta hucrelerinin spesifikasyonu, Pax4 ve Arx (aristaless related
homeobox) ekspresyonunun goéreceli miktarina bagli olabilir. Yapilan son
aragtirmalar, Arx ekspresyonuna kiyasla daha ylksek Pax4 ekspresyon
dizeylerinin beta/delta hicre donisumunu destekledigini, oysa daha yuksek
Arx ekspresyon duzeylerinin alfa hicre spesifikasyonunu destekledigini
gOstermektedir. Bu nedenle; Pax4 ve Arx ekspresyonu arasindaki denge, beta
veya alfa hicre serisini belirlemede anahtar rolinde gibi gérinmektedir.
Nkx2.2 ve Nkx6.1, beta hlcre spesifikasyonunu desteklemek icin hareket

eder®,

Neurog3'in dogrudan transkripsiyonel hedefi ve bir transkripsiyon faktori
olan NeuroD1, spesifikasyonlarindan sonra pankreasin tum endokrin
hicrelerinde eksprese edilmektedir. NeuroD1, adacigin farklilagsmis endokrin
artnlerinin (insdlin gibi) ekspresyonuna aracilik etmede o6nemli bir rol
oynamaktadir. NeuroD1 geninden yoksun fareler, adacik hucre tiplerinin
normal tamamlayicisini gelistirir, ancak dogumdan sonra beta hucre
maturasyonu yetersizdir. insanlarda NeuroD1'deki mutasyonlar, B hiicrelerinin
kan glikoz seviyelerine karsi duyarsiz hale geldigi veya yeterli miktarda insulin
sentezleyemedigi MODY ile iligkilidir. NeuroD1'deki mutasyonlar ayrica

insanlarda tip 2 DM ile de iligkilidir®®.



Beta hucre Ozellesmesinde yer alan baska bir transkripsiyon faktori de
MafA'dir (v-Maf musculoaponeurotic fiborosarcoma oncogene homolog A).
MafA ekspresyonu, erken donemde pankreastaki beta hicreleri ile sinirhdir.
inslilin  promotériinin  gigll  bir  aktivatéridir ve Nkx6.1'in down

regilasyonunda iglev gordiigi bilinmektedir®®,

2.3. Pankreasin Histolojisi

Pankreas 25 cm uzunlugunda, 150 gram agiriginda ve bag dokusu
kapsili ile sarili bir organdir®?. Pankreas hem sindirim enzimlerini hem
hormonlari Greten ekzokrin ve endokrin 6zellikte karma bir bezdir. Duodenuma
yakin genis bir bas bolgesi ve sola dogru uzanan daha dar govde ve kuyruk
bdlgelerine sahip olan uzunlamasina bir retroperitoneal organdir. Pankreas,
bliylk damar ve kanallar 6rtmek ve parankimi lobdllere ayirmak igin septanin
uzandidi ince bir bag dokusu kapsulline sahiptir. Salgi asinuslari, yalnizca
zengin kapiller ag ile ince bir retiktler lif kilifi tarafindan desteklenen bir bazal
lamina ile c¢evrilidir. Pankreasin endokrin fonksiyonu; oncelikli olarak
enteroendokrin hucrelerden daha kuguk hucreler iceren ve degisen buyuklukte
gruplar seklinde bulunan Langerhans adaciklarindan olugsmaktadir. Sindirim
enzimleri; pankreasin daha blUyuk olan ekzokrin bolimunde ser6z asinus

hiicreleri tarafindan Uretilir*.

2.3.1. Ekzokrin pankreas

Serdz bez yapisinda olan ekzokrin pankreasin salgi bezleri asiner tiptedir.
Salgi bezlerinin tek katli epiteli, piramidal ser6z hiucrelerden olusur. Piramidal
ser6z hucrelerin bazal yuzeyi genis, luminal ylzeyi ise dardir. Minimal
derecede periasiner bag dokusu bulunmaktadir**. Pankeasin biyik bolimin
olusturan ekzokrin kismi enzimden zengin alkali sivi salgilar. Bu sivi,

pankreatik kanal araciligiyla duoenuma aktarilmaktadir®®.



Asinus yapisi interkalar kanal ile devam etmektedir. interkalar kanal
asinusta baslar. Asinus lumenindeki kanal hlcrelerine sentroasiner hicreler
denilmektedir. Asiner hicrelerin sitoplazmasinin bazal kismi yogun bazofiliktir.
Apikal kisminda ise asidofilik zimojen grandlleri yer almaktadir. Sentroasiner
hdcreler eozin ile soluk boyanma gosterirler. Bu durumun nedeni bu
hicrelerde ergasitoplazma ve salgi grandllerinin bulunmayigidir. Agik renkli
boyanma, rutin histolojik kesitlerde bu hicrelerin segilmesinde kolaylik

saglamaktadir®.

Zimojen granullerde bulunan sindirim enzimleri inaktif 6zelliktedir ve ince
bagirsak limeninde aktif forma gegerler**. Pankreatik asiner hiicrelerden
salgilanan enzimler: RNase, DNase, lipaz ve amilazdir. inaktif formdaki
proenzimler ise: Elastaz, kimotripsinojen, tripsinojen ve
prokarboksipeptidazdir. Asiner hicreler tripsinojenin sitozolde aktive olmasini

engellemek igin tripsin inhibitérii salgilayarak kendilerini korurlar®?,

Asiner hlcrelerden olusan asinusun limeninde birkag sentroasiner hicre
bulunur ve bu hucreler pankreatik kanal sisteminin baglangicini
olusturmaktadir. Asiner hucreler, apikal bolgesinde proenzimler ile dolu olan
zimojen granuller igerir ve hucrenin gekli tepesi kesilmig piramitlere
benzemektedir. Her asiner hicrenin bazal membraninda kolesistokinin ve

asetilkolin icin reseptorler bulunmaktadir®?.

Her asinusun sentroasiner hucreleri, interkalar kanal ile devamllik gosterir.
Interkalar kanallarin birgcogu birleserek intralobuler kanallari; intralobuler
kanallar da birleserek interlobuler kanallari olusturmaktadir. Interlobuler
kanallar ana pankreatik kanala drene olmaktadir. Ana pankreatik kanal safra
kesesinden gelen ortak safra kanali ile birleserek duodenumda Vater

papillasini olusturur®?.

Pankreasin ekzokrin salgisi, duodenumun enteroendokrin hucreleri
tarafindan Uretilen iki polipeptid hormon, sekretin ve kolesistokinin ile
duzenlenir. Kolesistokinin asiner hucrelerden enzim salgilanmasini uyarir.
Sekretin ise kanal hiicrelerinden su ve bikarbonat salgilanmasini artirir®.

Pankreas otonomik innervasyon etkisinde de olan bir organdir. Sempatik sinir



sistemi pankreasin kan akigini regule eder; parasempatik sinir sistemi hem

sentroasiner hem de asiner hiicrelerin faaliyetini uyarir*#,

2.3.2. Endokrin pankreas

Endokrin pankreas vyaklasik 1 milyon Langerhans adacigindan
olusmaktadir. Her bir adacigin etrafi ince, retikuler bir lif kilifiyla sarilmigtir.
Langerhans adaciklarinda zengin vaskuler kaynak olarak insuloasiner portal

sistem bulunmaktadir®?.

Langerhans adaciklarinin boyutlari degiskenlik gosterir. Adaciklarin en gok
sayida bulundugu yer pankreasin kuyruk bolimuadur. Adaciklarda farkl
polipeptit hormonlarin  salgilamasinda gorevli c¢esitli  hlcre tipleri
bulunmaktadir. Langerhans adaciklari, gok sayida fenestrali kapiller iceren
ince kolajen bir ag ile desteklenmekte ve yaklasik 3000 salgi hicresinden
olusmaktadir. Adaciklari gevreleyen ekzokrin pankreatik asinuslarin blyuk
hdcreleri koyu boyanmaktadir. Endokrin hucreler ise kuguktur ve granulll

sitoplazmalari soluk boyanire.

Endokrin pankreas, cgesitli tipte salgi yapan hucreler igcermektedir. Huicre
tiplerinin birbirinden ayrimi igin hematoksilen-eozin boyamasi yeterli degildir®e.
Hematoksilen-eozin ile boyanmis kesitlerde hucrelerin ayriminda hicre boyutu
ve bazofilinin varh§i yardimci olabilir*”. Hicrelerin birbirinden ayrimi igin 6zel
boyama ydntemleri gerekmektedir. Alfa, beta ve delta hlcreleri sirasiyla;
glukagon, insulin ve somatostatin salgilamaktadir. Hulcrelerin salgiladigi
hormonun, insulin ve glukagon gibi, immunohistokimyasal teknikler ile tespit

edilmesi hiicre tipi ayriminda daha dogru sonuglar vermektedir®®.

2.3.2.1. Langerhans adacik hucre tipleri

Langerhans ana adacik hucreleri en kolay sekilde immunohistokimyasal
boyama ydntemiyle tanimlanir ve incelenir. a(A), B(B) ve &(D) hdcreleri olmak

lizere Ug ana hicre tipi vardir®’.
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insanlarda pankreas adacik hicrelerinin  60-70%’'ini B hicreleri
olusturmaktadir. insilin salgilayan R hicreleri cogunlukla adacikta santral
yerlesimlidirler. 3 hlcresindeki salgi granullerinin boyutu yaklagik 300 nm
¢apindadir. Salgi granulinin agik renkli bir matriksi ve santralde polihedral bir
yapisi bulunmaktadir. Santraldeki polihedral yapinin, kristalize insulin oldugu

tahmin edilmektedir®*.

Kuguk bir protein olan insulin, once preproinsulin olarak granullt
endoplazmik retikulumda sentezlenir. Preproinsulin pargalanarak proinsulini
olusturur. Proinsulin Golgi aparatusunda tekrar pargalanir ve insalini olusturur.
insllin, az miktarda bélinmemis proinsilin ile membrana bagh sekretuvar
granuller seklinde paketlenir ve sekresyon uyarisina kadar sitoplazmada

kalr?®,

a hdcreleri primer olarak glukagon salgilar. a hucreleri gogunlukla periferik

yerlesim gosterir. Adacik hiicrelerinin yaklagik 20%'sini olusturmaktadir®’.

Somatostatin salgilayan & hucreleri daha az miktardadir, adacik
hicrelerinin 5-10%’unu olusturmaktadir ve hicreler adacik igerisinde daginik

yerlesim gosterir?’.

Pankreas adacik dokusunun 5%’i mindr adacik hicrelerinden meydana
gelmektedir. Bu hucreler, Mallory-Azan boyama teknidi ile agik renkli
boyanmis hiicreler olarak gériilmektedir**. Adaciktaki minér hiicre tiplerinden
biri pankreatik polipeptit salgilayan PP hucreleridir. PP hicreleri daha gok
pankreasin bas bdlgesinde yer almaktadir®’. Bir diger hlcre tipi de
enterokromafin hucrelerdir ve bu hucreler motilin, substans P, 5-HT ve
serotonin gibi farkll birkag¢ peptit salgilar®®. Adaciktaki hiicrelerin bilinenden
farkli  hormon tipinde de salgi yapabilecedi bulunmustur. Yapilan
immunositokimyasal c¢alisma ile; a hidcresinde glukagon haricinde gastrik
inhibitor peptit (GIP), kolesistokinin (CCK) ve adrenokortikotropin hormon
(ACTH) — endorfin hormonlarinin da oldugu tespit edilmigtir. Adacikta G
hucrelerinin bulunmasi ile ilgili net sonuglar bulunmamaktadir. Fakat adacik

hiicrelerinden gastrin hormon salgisi da oldugu diisiinilmektedir®.
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Klguk boyuttaki Langerhans adaciklari daha ¢ok sayida [ hucresi
icermektedir. Buyuk adaciklarda ise a ve B hdcrelerinin sayisi birbirine

yakindir4°,

2.3.3. Adacik aktivitesinin regtlilasyonu

Kandaki glikoz duzeyinin 70 mg/100 mL (70 mg/dL)'den fazla olmasi
pankreatik beta hicrelerinden insiilin sekresyonunu uyarir. insilin artisi; kas
ve karacigerin glikoz alimina ve burada depolanmasina neden olur. insilin

salinimi kan glikoz diizeyindeki azalma ile durmaktadir®.

insilin sekresyonunu uyaran etmenlerden biri kanda yag asiti seviyesindeki
yukselmedir. Bir digeri ise dolasimda bulunan gastrin, CCK ve glukagon
hormonlaridir. Glukagon ve CCK, a hucrelerinden salgilanir. Bu iki hormon,
insulin sekresyon artigini parakrin etkisiyle uyarir. Glukagon sekresyonunu
uyaran etken ise kandaki glikoz dizeyinin 70 mg/dL’den dusik olmasidir.
instilin hormonunun tam tersi olarak; kanda yag asit seviyesindeki disus
glukagon salgilanmasini uyarir. Alfa hicrelerinden glukagon salgisini azaltan

faktorlerden biri de insulindir*4.

Sempatik ve parasempatik etki altinda olan adacik htcrelerinin 10%’unun
plazma membraninda sinir sonlanmasi yer alir. Bu sinir sonlanmalarinda
sinaptik transmitterler ile olugan iyonik degisimler meydana gelir. iyonik

aktivite, adacik igerisinde oluklu baglantilar aracih@iyla iletiimektedir®*.

Sempatik sistem glukagonu artirirken insdlini inhibe etmektedir;
parasempatik sistem ise insulin ve glukagon hormon sekresyonunu
artirmaktadir*®. Yapilan bir galismada, sempatik innervasyonun; adacik
yapisinin mimarisinde ve gelisme déneminde maturasyonunda énemili bir rolu

oldugu gdsterilmistir.

Sempatik sinirler; prevertebral ¢olyak ve superior mezenterik
ganglialardan orijin alan splanknik sinirler ile pankreasa ulasmaktadir®-°2,

Pankreasin parasempatik innervasyonu ise vagus sinirinin dorsal motor
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niikleusundan koéken almaktadir®®. Parasempatik sinirler; farede a ve B
hdcreleriyle direkt temasta bulunarak pankreas adaciklarini yogun sekilde
innerve etmektedir fakat insan pankreas adaciklarinda innervasyon aralikhdir
ve kan damarlarini takip etmektedir®3. Memelilerde vagal sinirin uyariimasi kan

dolagiminda hem glukagon hem de insiilin artisi ile sonuglanmaktadir®:.

2.4. Pankreasin Fizyolojisi

Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin bez yapisindadir. Ekzokrin kismi
pankreatik siviy1 salgilayan asinuslardan ve bu enzimatik sivilari duodenuma
tasiyan kanal sisteminden olugmaktadir. Langerhans adaciklarindan olugan
endokrin kisim ise kana hormon salgilamaktadir®. insanlarda pankreas 1 ila 2
milyon Langerhans adacigi igermektedir. Adacik ¢api yaklagik 0.3 mm’dir.
Adacik, morfolojik ve boyanma 6zellikleriyle birbirinden farkli alfa, beta ve delta

hiicreleri olmak tizere 3 major hicre tipinden olugmaktadir®.

Adaciktaki hadcrelerin  buyuk kismi 60% oraniyla R hucreleridir. B
hdcrelerinden instlin - hormonu salgilanmaktadir. Langerhans adacik
hicrelerinin 25%’ini alfa hicreleri, 10%’unu da delta hicreleri olusturmaktadir.
Alfa hicrelerinden glukagon; delta hicrelerinden de inhibisyon etkisi olan
somatostatin enzimi salgilanmaktadir. Adacikta seyrek bulunan PP
hdcrelerinden pankreatit polipeptit enzim sekresyonu olmaktadir. Bu enzimin

fonksiyonu net olarak bilinmemektedir®®.

2.4.1. Insiilin hormonu

Salgilanan insulin, molekuler agirligi 5.8 kDa olan 51 amino asitten
olusur®. Kiigiik bir protein olan insilin, disllfid bagi ile birbirine bagh iki
aminoasit zincirinden olusmaktadir. ki zincir birbirinden ayrildigi zaman
instlinin aktivitesi sona ermektedir. insilin sekresyonu kan glikoz diizeyinin
artigi ile aktiflegir. Diyet ile yUksek enerji veren karbonhidratlarin fazla miktarda

tiketilmesi insulin sekresyonunu uyarir. Karbonhidrat fazla aliminda, karaciger
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ve kaslarda glikojen formunda depolanir. Asirt miktarda glikoz olmasi
durumunda insilin uyarisiyla yaga doniserek adipoz dokuya yerlesir. insiilin,
aminoasitlerin hucre igine alimini artirmaktadir. Aminoasitlerden protein
sentezini direkt destekleyici bir molekll olan instlin, hicre igindeki proteinin

yikimini da engellemektedir®®.

2.4.1.1. insilinin kimyasal 6zellikleri ve sentezi

insiilin geni, preproinsiilin olarak bilinen 110 amino asitlik bir prekirsér
kodlar. Preproinsulin; sitozolik ribonukleoprotein sinyal tanima partikulleri
(SRP) ile etkilesime giren hidrofobik bir N-terminal sinyal peptidi
icermektedir®®. SRP, granillii endoplazmik retikulum membranindan liimene
preproinsulin translokasyonunu kolaylastirir. Bu sureg, peptit ileten kanal
araciligiyla gerceklesir®”®®, Burada preproinsiilin sinyal peptidi, proinsulin
olusturmak igin sinyal peptidaz tarafindan béltndr®. Proinsdlin: A, B, C isimli
3 peptit zincirinden olugsmaktadir. Proinsulinin buyuk bir kismi golgi
aparatusunda bolunur. Sonugta salgi granullerinde birlikte bulunan insulin ile
C-peptit olusur. insilin, birbirine silfid bag ile baglanmis A ve B peptit
zincirinden olusmaktadir. C zincir peptidi ise C-peptit (connecting peptide)
olarak adlandiriimaktadir. insilin ve C-peptit, es molar miktarlarda salinir
(Sekil -1). En son salgi aranandan 5-10%’u proinsilin yapisindadir. Proinsulin

ve C-peptidin insilin aktivitesi bulunmamaktadir®®.

C-peptit, G-proteine bagli membran reseptdrine baglanarak 2 enzim
yolaginin uyarilmasina neden olmaktadir. Bunlar: Sodyum-potasyum
adenozin trifosfat ve endotelyal nitrik oksit sentaz enzimleridir. C-peptit duzeyi
radioimmunoassay yolu ile dlglilebilmektedir. insilin Gretimi olmayan T1DMIi

kisilerde C-peptit seviyesi cok diisiik olmaktadir®®.
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Secretory

granule
C peptide

Insulin

Sekil-1: Proinstlinin yapisi ve insilin olusumu®°.

Farelerde her bir R hicresinde yaklasik 13.000 insllin sekresyon
granuld bulunmaktadir. Bu sayi toplam hitcre hacminin 10%’undan fazlasini
kapsar®®. Her bir sekresyon granilii yaklasik 200.000 insllin molekuli

icermektedir®?.

insiilin kanda serbest halde bulunmaktadir. Plazmadaki yari émrii yaklasik
6 dakikadir. Bu nedenle dolasimdan temizlenmesi 10-15 dakika siirer. insiilinin
hedef hicrelerdeki reseptorlere baglanan kismi hari¢; insulin, instlinaz enzimi
ile esas olarak karacigerde parcalanir. Daha az miktarda da bdbrek ve

kaslarda parcalanir®.
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2.4.1.2. insiilinin hedef hiicrelerdeki etkisi

instlin hedef hiicrelerde etkisini gdstermek icin membran reseptériine
baglanir ve onu aktive eder. Aktive olan reseptor sonraki mekanizmalari uyarir.
insiilin reseptori dilsilfid bagi ile birbirine bagh 4 alt birimden olusmaktadir. 2
alfa alt birimi hucre membraninin dis tarafinda yer alir. 2 beta alt birimi ise
hiicre membranini gegerek hiicre igi sitoplazmaya protriizyon gésterir. inslin,
insulin reseptdrinin membran digindaki alfa subunitine baglanir. Disulfid
baglarinin etkisiyle beta subuniti de bu durumdan etkilenir. Ve beta subunitinin
hiicre icine protriizyon gésteren kismi otofosforile olur. insdiilin reseptord,
enzim-bagh reseptoérlerdendir. Otofosforile olan beta alt birimi, tirozin kinazi
uyarir. Bu aktivasyon insulin reseptor substratlari (IRS) gibi birgok intraselltler
enzimin fosforilasyonu ile sonuglanir (Sekil-2). Farkh IRS (IRS-1, IRS-2, IRS-

3) tipleri farkl dokularda etkinlik géstermektedir®®.

Insulin
Insulin
o —-S—S- o receptor
[ ]
Glucose
B Cell membrane B
Ao
!
U
H Tyrosine Tyrosine
K kinase kinase
I
! Insulin receptor substrates (IRS)
! Phosphorylation of enzymes
1
\ Y \ \
. Fat Growth
Seeo synthesis and gene
Glicase expression
transport
Protein Glycogen
synthesis synthesis

Sekil-2: instilin reseptorinin diyagrami®,
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2.4.1.3. Insiilinin karbonhidrat metabolizmasi lizerindeki etkisi
insiilin, karacigerde:

a) Glikojeni glikoza donustlren fosforilaz enzimini engeller, glikojenin
parcalanmasi baskilanmig olur.

b) Glikokinaz enziminin etkinligini artirir. Kandan alinan glikozun glikojen
olarak depolanmasini saglar. Glikokinaz enzimi glikozu fosforilleyerek
karaciger hucresinden ¢ikisini engellemektedir.

c) Glikojen sentaz gibi glikojen Uretimini uyaran enzimlerin aktivitesini

uyarmaktadir®.

Bu etkiler karacigerdeki glikojeni artirmayir amaglamaktadir. Glikojen,
karaciger kutlesinin 5-6%’sin1 kaplamaktadir. Bu oran da yaklasik 100 gram
glikojeni ifade etmektedir. insilin glikoneogenezi de inhibe etmektedir®.

instilin, GLUT-4 araciligi ile kan dolagimindan glikoz alimini artirir®,

2.4.1.4. insllinin yag ve protein metabolizmasi tizerine etkileri

insiilin, glikozun yag asitlerine dénitisiimiinii uyarmaktadir. insiilin, adipoz
dokunun kilcal duvarlarinda lipoprotein lipazi uyarir. Yag hucrelerinde insulin,
hormona duyarli lipazin aktivitesini engeller. insiilin eksikliginde ise hormona
duyarh lipazin aktivitesi belirgin sekilde artis gostermektedir. Bu aktivasyon,
depolanmig trigliseritlerin yikimiyla dolagima yuksek oranda serbest yag
asitleri ve gliserolin gecisi ile sonuglanmaktadir. Plazmada serbest yag
asitlerinin seviyesi yukselince; karacijerde yag asitlerinden fosfolipit ve
kolesterol olusumu artmaktadir. Fosfolipit ve kolesterol de lipoprotein seklinde
karacigerden kana verilir. insilin eksikliginde, plazma lipoprotein diizeyi
yaklasik 3 kat artmaktadir. Siddetli diabetes mellitus hastaligi olan kigilerde
yuksek lipid konsantrasyonu, Ozellikle de yuksek kolesterol duzeyi

aterosklerozis riskini artirmaktadir®®.

Glikoz yogdun bir sekilde tuketildigi zaman sitrik asit siklusunda asir
miktarda sitrat ve izositrat iyonlari meydana gelmektedir. Bu iyonlar asetil-CoA

karboksilaz enzimini uyararak asetil-CoA’dan malonil-CoA olusumunu
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desteklemektedir. Bu reaksiyon yag asit sentezinin ilk basamagini

olusturmaktadir®.

insiilin, aminoasitlerin bir kisminin hicre icine alimini uyarmaktadir, en
fazla tasinan aminoasitler (aa): Valin, 16sin, izol6sin, tirozin ve fenilalanindir.
insiilin yeni proteinlerin olusmasi igin gerekli olan mRNA translasyonunu
uyarmaktadir. Ribozomal aktiviteyi baglatir; insilin yoklugunda ribozom
aktivitesi durur. insilin, protein olusumunu uyarmakta ve protein yikimini

onlemektedir®®.

insiilin eksikliginde: Protein depolamasi neredeyse durur, protein yikiminda
artis meydana gelir ve protein sentezi de engellenir. Bunun sonucunda plazma
aa konsantrasyonu belirgin derecede artar. Ylksek miktardaki aminoasitler ya
direkt enerji kaynagi olarak ya da glikoneogenez sirasinda kullanilir. Aminoasit
yikimi ile idrarda Gre atilimi artmaktadir. ileri diyabet vakalarinda idrar ile
protein kaybi ciddi bir durumdur. Protein kaybi, glg¢slUzlik ve organ

fonksiyonlarinda bozulma ile sonuglanmaktadir®®.

2.4.1.6. insilin sekresyon mekanizmasi

Pankreatik beta hucreleri gok sayida glikoz tastyicisina sahiptir; Glut-2
aracihgi ile hucre icine alinan glikoz, glikokinaz enzimi ile fosforile olarak
glikoz-6-fosfati (G-6-P) olusturur. Bu fosforilasyon beta hucrelerinde glikoz
metabolizmasi i¢in hiz kisitlayici basamaktir. G-6-P okside olur intraselltler
ATP miktari artar. Bu durum da ATP’ye duyarli potasyum kanallarini inhibe
etmektedir. Potasyum kanallari kapaninca hidcre membrani depolarize olur.
Depolarizasyon, voltaj-kapili kalsiyum kanallarinin agilmasina neden olur.
intraselller kalsiyum artigi, hicre membraniyla insilin iceren salgi
vezikullerinin flzyonuna neden olur. insilinin ekzositoz ile hiicre digina

salinmasi ile sonuglanir. Mekanizmasi Sekil- 3'te gosteriimektedir®®.

Sulfonilirea ilaglari, insulin rezistansi, obezite, glukagon, blyume

hormonu, kortizol, 3 adrenerjik uyari, parasempatik uyari insilin salgisini
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artirmaktadir. Somatostatin, leptin, oru¢ ve a adrenerjik uyari ise insulin

sekresyonunu engellemektedir®.

Onceden insilinin pankreatik R hiicrelerinin proliferasyonu, insilin sentezi
ve sekresyonu Uzerinde etkisinin olmadigi ya da olumsuz etkiledigi
diistinilmekteydi®?. Sonrasinda yapilan calismalarda, R hiicresinin hayatta
kalmasi, proliferasyonu, insulin salgilanmasi, transkripsiyon, translasyon, iyon

akisi gibi 6nemli fonksiyonlarda inslinin olumlu etkileri oldugu anlasilmistir®?,

* Glucose Insulin
O (o)
OOO OO
@ Q@
GLUT 2 %’ ©¢>
Y ¢ 4
Glucose
o0 ogo
@Glucokinase
\ o0
Glucose-6-phosphate A
Oxidation
Y
ATP
f Ca++
K A
| 72— »-Depolarization ﬁ
ATP + K* channel Ca** channel
(closed) (open)

Sekil-3: Pankreas 3 hucresinin glikoz uyarisi ile insulin sekresyon

mekanizmasi®®.

insiilin sinyal yolaklarinda kilit noktalarda farmokolojik veya genetik
manipulasyonlar insulin sekresyonu defekti ile sonuglanir. Bu durum insulin

rezistansi ile metabolik bozukluklar ve kardiyovaskuler hastalik riskinde artisa

neden olur®*.
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2.4.2. Glukagon hormonu

Kanda glikoz seviyesi azaldigi zaman glukagon sekresyonu
uyariimaktadir. Glukagon, Langerhans adaciginin 20%’sini olusturan o
hiicrelerinden salgilanan polipeptit yapida bir hormondur®. 29 aminoasit
zincirinden olusan glukagon; 1 ug/kg dozunda uygulandiginda kan glikoz

diizeyini 20 dakika igerisinde yaklagik 20 mg/100 ml artirmaktadir®.

Glukagon, hicre ici depolardan glikoz salinimini artirmaktadir. Membrana
bagh reseptorlere baglanir, G proteinlerini aktive eder ve cAMP sentezini
arttinr. Glukagon, glikojenin pargalanmasina neden olur ve karacigerde glikoz
sentezini artirir. Ayrica lipitlerin yikimini da artirmaktadir. Karacigerden kana
salinan glikoz miktari, glukagon salgisinin artmasindan sonra dramatik olarak
artar. Glukagon, kani bagirsaklardan ve pankreastan karacigere tasiyan
hepatik portal dolagima salgilanmaktadir. Bu nedenle glukagon, etkisinin en

fazla oldugu karacigere daha yiiksek konsantrasyonda iletilmis olmaktadir>.

2.4.3. Somatostatin hormonu

Langerhans adacigindaki delta hucrelerinden salgilanan somatostatin,
klguk polipeptit hormon yapisindadir. Somatostatin, insulin ve glukagon
hormonlarinin ~ sekresyonunu  baskilar. Somatostatin  sekresyonunu

diizenleyen faktorler net degildir>®.

2.5. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus ginimuizde alarm verme seviyelerine ulasan buyuk bir
saglik sorunudur. Dinya ¢apinda yarim milyardan fazla insani etkilemektedir.
Diyabet, 21. yuzyilin en hizli bayiyen global saglik acillerinden biridir. 2021
yilinda yaklasik 537 milyon diyabet hastasi bulunmaktadir ve bu sayinin
2030’da 643 milyona, 2045’te ise 783 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir.
2021 yilinda 541 milyon kiside bozulmus glikoz toleransi oldugu
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hesaplanmaktadir. 2021°’de 20 ile 79 yas araliginda tahmini 6.7 milyon insan

diyabet ile iligkili hastaliklar nedeniyle hayatini kaybetmistir®®.

Diabetes mellitus, pankreastan insllin hormonunun yetersiz salgilanmasi
ya da hi¢ salgilanmamasi durumunda ortaya ¢ikan uzun sureli ve ciddi bir
durum olarak tanimlanmaktadir. insillin yetersizligi durumunda diyabetin
klinikte bir géstergesi olan hiperglisemi ortaya gikmaktadir®. T1DM’nin diinya
¢apinda insidansi 3% olmakla birlikte yeni tanili vaka sayisi yillik yaklasik
65.000 kisi olmaktadir®®87,

Diabetes mellitus kendi icerisinde siniflandirilir:

1- T1DM: Otoimmdin B hucre hasarina bagli olarak insilin eksikligine neden

olmaktadir.

2- T2DM: insilin rezistansina eslik eden B hiicresinden yeterli insiilin

saliniminin ilerleyici kaybi nedeniyle olugur.
3- Farkh nedenlerden kaynakli spesifik tipleri vardir:
- Monogenik diabetes sendromlari: Neonatal diabetes mellitus ve MODY

- Kistik fibrozis ve pankreatit gibi ekzokrin pankreas kaynakli hastaliklar

nedeniyle

- llag veya kimyasallar ile indiiklenmis diyabet: Glukokortikoid kullanimi, organ
transplantasyonu sonrasi, HIV tedavisinde kullanilan ilaglar nedeniyle de

diyabet ortaya ¢ikabilmektedir.

4- Gestasyonel diabetes mellitus: Hastanin gebelikten once diyabet tanisi

olmayip gebeligin 2. veya 3. trimesterinda tani almis olmasi gerekmektedir®,

T1DM’de pankreastaki R hicrelerinin  yikimi degisen oranlarda
gorulmektedir. B hucrelerinde %70 ve daha fazla yikim ya da inaktivasyon
durumu oldugu zaman semptomlar ortaya c¢ikar®®. Bazi R hiicrelerinin
hibernasyon doneminde olabilecegdi ve rejenerasyon ihtimalinin oldugu tahmin

edilmektedir’®.
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Diyabet belirgin duruma geldigi zaman hastalarda poliri, polidipsi, kilo
kaybi, bulanik gorme ve bazen polifaji gorulebilmektedir. Kronik hiperglisemi
enfeksiyonlara duyarllikta artisa ve blylimede yavaslamaya neden

olabilmektedir’®.

2.5.1. Diabetes mellitus’'un komplikasyonlari ve patogenezi

Diabetes mellitusta komplikasyonlarin gelismesinde temelde yatan neden
oksidatif strestir’>”3. Kisa streli yiiksek glikoz etkisiyle bile reaktif oksijen ara
urGnleri ve nitrik oksit Uretiminde artis gortimistir’™. Yiksek glikozun,
metabolik agidan duyarli pankreatik 3 hicrelerinde mitokondriyal sUperoksit
uretimini engelleyebilecegi gosterilmistir’>. STZ ile indiklenen diyabet
calismasinda da rat mitokondrilerinde kompleks 1 ve kompleks 3'ten fazla
miktarda stperoksit Uretimi olmadi§ sonucuna ulasiimistir’®. Glikotoksisite ve
lipotoksisiteye eslik eden oksidatif stres; 3 hicre fonksiyon bozuklugunun

patogenezinde yer alan diyabet ile iligkili durumlardir’’,

Glikoza yanit olarak insulin sekresyonunun olmasi igin mitokondriyal ROS
uretimi gereklidir’®. Pankreatik R hicrelerinde birgok antioksidan enzimin
ekspresyonu ¢ok disuktlr bu nedenle ROS’un neden oldugu hasara daha
duyarli hucrelerdir. Yuksek glikoz ile baslatilan ROS sinyali insulin salinimini
uyarir boylelikle ylksek glikoz ile indiklenen H202, insllin sekresyonunda

artis| saglamaktadir’®.

Diabetes mellitus komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda o6zellikle dort
molekuler mekanizma sorumludur. Bunlar: Poliol yolaginda glikoz akiginda
artis olmasi, hicre igi ileri glikasyon son urunlerinin (AGEs) Uretiminde artma,
protein kinaz-c’'nin uyarilmasi ve hekzosamin yolagi araciligiyla artan akistir.
Komplikasyonlarin olusumunda en kritik olan poliol yolagidir®t. Dért molekdiler
mekanizma da sonug¢ olarak hilcresel stresi tetikleyerek komplikasyonlara

neden olur®?.

Diyabette karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozuklugun

temel sebebi hedef dokular Uzerinde insulinin yeterli etkiyi gosterememesidir.
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Kronik hiperglisemi; dzellikle goz, bobrek, sinirler, kalp ve kan damarlari olmak
uzere c¢esitli dokularda hasar, disfonksiyon ve yetmezlik ile

sonuglanabilmektedir’?.

Diabetes mellitusta akut komplikasyonlar hayati tehdit eden ciddi durumlar
ile sonuglanabilmektedir. Hiperglisemiye eslik eden ketoasidozis ve nonketotik

hiperozmolar koma, akut komplikasyonlar olusturmaktadir’®.
Kronik komplikasyonlar:

1- Mikrovaskuler komplikasyonlar: Nefropati, néropati ve retinopatidir.
Kuguk damar tutulumu ile karakterizedir.

2- Makrovaskuler komplikasyonlar: Koroner arter hastaligi, periferik
vaskuler hastalik ve serebrovaskuler hastaliktir. Blyuk damarlarda

tutulum yapmaktadir®?,

Diyabetin erkek Ureme saghgr Ozerinde de olumsuz etkileri
bulunmaktadir®®. STZ ile olusturulan diyabetik hayvan modeli calismalarinda
serum testosteron duzeyinde bozulma ve testis dokusunda degisen
derecelerde lezyonlar tespit edilmistir®8. Hiperglisemiye uzun sireli

maruziyetin biligsel fonksiyonlari etkileyebilecegi diisiintimektedir®®.

Son zamanlarda T1DM hastalarinda yagsam kalitesinde artis olmasina
ragmen; mikrovaskuler ve makrovaskuler komplikasyonlardan dolayi olum
orani hala ylksektir®”. Gunimizde tedavide kullanilan sentetik antidiyabetik
ilaglarin, karaciger ve bdbrek hastaliklari ve hastada hipoglisemik koma
durumunun gelismesi gibi ciddi yan etkiler olusturma riski vardir. Kullanilan
ilaglarin buyuk bir kismi gebelik icin givenli bulunmamistir®, Bu nedenle,
antidiyabetik etkili bitkisel Urunlerden daha az yan etkisi olan segeneklerin

arastiriimasina daha gok yer verilmektedir®.

2.6. Streptozotocin

Streptozotocin, ilk olarak toprak mikroorganizmasi olan Streptomyces

acromogenesten izole edilen bir antibiyotiktir. Bir nitroziire analogudur®-L,
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Sahip oldugu nitrozure 6zelligi 3 hucrelerinde hasara neden olmaktadir. STZ,
2-deoxy-2(3-methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose yapisindadir(Sekil-
4)%2, Pankreatik B hicrelerinin hiicre membraninda gok sayida GLUT-2
reseptort bulunur ve hidrofilik 6zellikteki STZ, GLUT-2 reseptorlerini tanir®3,
STZ, R hiicrelerine tasinirken de GLUT-2'yi kullanir®®2, Karaciger, bobrek ve
bagirsak gibi GLUT-2 ekspresyonu olan diger organlar da STZ'den bu nedenle

etkilenir®-94,

Streptozotocin, DNA zincirlerini alkilleyerek ya da kirarak poli-ADP riboz
sentaz aktivitesinde artisa ve sonucunda hiicre hasarina neden olur®®. STZ’nin
yapisindaki metil grubunun DNA'ya gegisi; DNA yapisina hasar verir® ve DNA
fragmantasyonu ile sonuglanir®”’. DNA’nin yikimi, STZ'nin toksik etkisini daha
da artiracak bir mekanizmay! etkinlestirir. DNA hasari; agiri uyariimig olan poli
(ADP-riboz) polimeraz-1'i (PARP-1) aktiflestirir. Bu durum da hicresel NAD+
ve ATP depolarinda azalma ile sonuglanir. Pankreasin 3 hicrelerindeki depo
ATP’nin azalmasi, hicre nekrozuna neden olur. NAD+'daki azalma da R
hdcrelerinde insulin  biyosentezini ve sekresyonunu engelleyerek etki

gosterir®,

STZ, kemirgenlerde diyabet olusturmak igin intravendz ve intraperitoneal
uygulama ile farkli dozlarda uygulanabilir®®. Tek yiksek doz STZ ile hizli ve
siddetli B hiicre nekrozu olusur ve T1DM ile sonuglanir®. STZ ile akut trifazik

yanit olugur:

1) Uygulamadan 2-4 saat sonra karacigerden glikojen mobilizasyonuna
bagli olarak erken hiperglisemi olusur. Bu donemde insulin artigi
olmaz.

2) 6-10 saat sonra serum insulin duzeyi artar ve hipoglisemi gelisir.

3) 24 saat sonra pankreasta insulinin azalmasina bagli olarak polilri,

glikozuri ve kalici hiperglisemi olugur®.

STZ; subkutanoz, intrakardiyak, intramuskuler gibi farkl yollarla uygunabilir
ama en ¢ok intraperitoneal veya intravendz yol tercih edilmektedir'®. STZ'nin
enjekte edildigi saat de diyabet olusturma etkisini degistirebilmektedir. En

yuksek etki saat 16.00’daki uygulama ile en dusuk etki de saat 08.00’deki
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indikleme ile olusmusturl®, STZ dozu cinsiyet ve Irk acgisindan farkliliklar
gOsterir ama genel olarak 65 mg/kg’'nin Uzeri yuksek doz, 40-55 mg/kg orta

doz, 35 mg/kg’nin alti diisiik doz kabul edilir®.

Streptozotocin, saline veya sitrat bufferda ¢déziinmektedir'®?, Sitrat buffer
ile hazirlandigi zaman enjeksiyon icin en uygun ph 4.51ir°. STZ’nin en stabil
oldugu ph 4’tlr fakat sitrat bufferda ¢ézinmesinden 15-20 dk sonra yapisi
bozulmaya baglar. Bu nedenle enjeksiyondan hemen once hazirlanmali ve
¢ozundukten sonra 5 dakika icerisinde kullaniimahdir. STZ enjeksiyonu
dncesinde 4 saat aclik 6nerilmektedir'®®. STZ i1ga duyarlidir ve sollisyonlarin

iceren tuplerin etrafi aliminyum folyo ile kaplanmalidiri®,

HO
O
OH

HO OH

NN

N CHj

Streptozotocin

Sekil-4: Streptozotocin’in kimyasal yapisi®2.

STZ, karacigerde hizla metabolize edilir ve bdbrekten eliminasyonu

gergeklesirl®

. Nitrik oksidin pankreas adacik hucrelerine hasar verdigi
bilinmektedir. STZ, nitrik oksit donértdur ve nitrik oksit icermesi nedeniyle
STZ'nin DNA hasarinin kaynagi NO olarak disinilmektediri®®1%’, STZ
spontan bir sekilde nitrik oksit dondru degildir. Hucre igerisinde STZ
metabolize oldugu zaman NO ac¢ida c¢ikar ve bu reaksiyon icin NO sentaz

gerekli degildir'’.
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2.7. Carvacrol

Eski zamanlardan itibaren bitkiler, yararli ve koruyucu ozelliklerinden
dolay! geleneksel tipta yer almaktadir. Daha yakin tarihli aragtirmalarda
beslenmede sebze, meyve, tahil ve baklagillere agirlik verildigi zaman
tekrarlayan ciddi hastaliklari énledigi bulunmustur'®. Thyme ve Oregano
bitkilerinin esansiyel yaglarinin iki ana monoterpenoid bileseninden biri
Carvacrol'diir'®. Thyme ve oregano bitkilerinden elde edilen esansiyel yaglar;
antimikrobiyal, antiseptik, antifungal, antioksidan ve antiviral &zellikleri
nedeniyle kullaniimaktadir''®. Amerika Birlesik Devletlerinde ve Avrupa’da
CRV kullanimi gida aromasi igin guvenilir bulunmus, gida ve gida katki

maddesi olarak kullanimina izin verilmistir!!,

Carvacrol, kekik (Origanum vulgare) ve Thymus vulgaris gibi Lamiaceae
familyasinin bir¢ok bitki gesidinde bulunan kuguk bir molekuldar. Carvacrol, 2-
metil-5-(1-metiletil)-fenol formuline sahiptir. Lamiaceae familyasindaki

bitkilerde en ¢ok da kekikteki esansiyel yagdlarin esas bilesenidir'2113,

Carvacrol genel olarak yiyeceklerde, baharat iceriginde ve farmakolojik
endistrilerde kullanimda yer alir'!*, Dis hekimligi alaninda; kreazot, karbolik
asit ve timolUn gliserollne alternatif olarak Carvacrol; odontalji, hassas dentin
ve alveolar apse tedavisinde ve dis pulpa kanallarinda antiseptik olarak da

kullaniimaktadirt®®.

2.7.1. Carvacrol’un farmokokinetik 6zellikleri ve kimyasal yapisi

Carvacrol’in uygulandigi gun igerisinde etkisi sonlanir ¢iinkli metabolik
aktivitesi hizlidir. Yapilan deneysel hayvan galismalarinda Carvacrol’n bir
kisminin emilim gosterdigi bulunmustur. Tavsanlarda emilim orani 45% olarak
bulunmustur!®. Ratlarda oral gavaj uygulamasi ile Carvacrol'lin ortalama
LD50 dozunun 810 mg/kg oldugu tespit edilmistir'!’. Farelerde intravendz,
intraperitoneal, subkutandéz uygulama ile LD50 dozlarn sirasiyla: 80 mg/kg,
73,3 mg/kg ve 680 mg/kg olarak bulunmustur. Farelere intraperitoneal ylksek

doz Carvacrol (110-233,3 mg/kg) verilmesi durumunda: ataksi, spontan motor
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aktivitede azalma, uykululuk halinde artis ve olum goérulebilmektedir.
Kopeklerde intravendz uygulamada ise LD50 doz seviyesi 310 mg/kg olarak
belirtilmistir!'®, Tavsanlarda Carvacrol'in dermal uygulamada LD50 diizeyi
2700 mg/kg'dir?.

Carvacrol’iin kimyasal yapisi Sekil-5'te gosteriimektedir?°. Yapisindaki tek
hidroksil grubu(-OH) metil grubuna yakin bir yerde konumlanmaktadir.
Carvacrol’iin kimyasal ve biyolojik 6zellikleri, -OH grubunun bu kendine 6zgu

konumundan énemli dlglide etkilenmektedirt?121,

CH,

OH

H,C CH,

Sekil-5: Carvacrol’iin kimyasal yapisi*?°,

Carvacrol yuksek oranda lipofiliktir. CozunurlGgu karbontetraklorid, etanol,

dietil eter ve asetonda fazla miktardadir fakat suda ¢éziinmez'?,

2.7.2. Carvacrol’uin biyolojik ozellikleri

Carvacrol’in farmokolojik etkilerinin genis oldugu ©nceden yapilan

calismalar ile gosterilmigtir. Yapilan c¢alismalar ile Carvacrol’in; anti-

inflamatuart®?

, antiviral'?*, antibakteriyel*®, antioksidan'?®, antimikrobiyal*?’
etkilerinin yani sira; kardiyoprotektif'?®, apoptozu énleme ve tiimér olusumunu
engelleme’?® gibi katkilari oldugu bulunmustur. Kaspaz-3 aktivitesindeki diisls
sonucu pro-apoptotik etkilerin azalmasi CRV’nin anti-apoptotik karakter

kazanmasini saglar**.
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Carvacrol’un antinosiseptif etkisi farelerde agriy1 azalttigi ¢alisma ile

131 iskemik beyin hasari olusturulan bir arastirmada CRV

raporlanmistir
uygulanmasi ile enfarkt bolgesinin azaldidi tespit edilmistir ve ndéroprotektif
dzellikler gosterdigi sonucuna ulasiimistir'®2, Yapilan bir ¢calisma ile CRV,
etanol ile olusturulan kognitif bozukluklarda MAPK ve mitokondriyal yolaklari
modifiye ederek iyilesme saglamistir’®®, Bagka bir c¢alismada ise
iskemi/reperfizyon ile indUklenen karacider hasarinda Carvacrol’in
hepatoprotektif etkisinin oldugu raporlanmistir. Hicrelerin genetik yapisinin
korunmasinda Carvacrol uygulamasinin 6nemli olabilecedi sonucuna
ulagilmistir.  Ratlarda Carvacrol 73 mg/kg dozunda verilmis ve
hepatotoksisiteye neden olmamistir®®. Farkli bir ¢alisma ile CRV’nin

karacigeri koruyucu etkisi oldugu desteklenmistir=°.

Yapilan bir galismaya gore Carvacrol’in insanlarda periferdeki lenfositleri,
oksidatif stres duzeyini azaltarak ultraviyole B 1sin yaymasiyla olusan lipid
peroksidasyonundan korudugu bulunmustur®®®. Farelerde yapilan farkli bir
calismada Carvacrol’in dopaminerjik sistemi etkileyerek antidepresan benzeri
bir etkisi oldugu bulunmustur. Bu etkinin olusmasinda CRV’nin dopamin
seviyesini dengeleyerek depresyon benzeri semptomlari azalttigi

bulunmustur®’.

Streptozotocin ile olusturulan diyabetik rat modelinde yapilan bir galismada
CRV’nin kan glikoz dizeyinde dusus sagladigi ve biligssel hasarlari hafiflettigi
sonucuna ulasiimistir’*®. TIDM ve T2DM’de olusabilecek kalp hasarlarina
karsi Carvacrol kalbi korumaktadir'3®®. Carvacrol, Fosfatidilinositol 3-kinaz /
Protein kinaz B (PI3K/Akt) yolagini kismen uyararak diyabetin neden oldugu

aortik hiperkontraktiliteyi azaltmaktadir4.
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Anti-depresan Anti-hiperglisemik

Antiviral Anti-nosiseptif
Anti-inflamatuvar Anti-oksidatif
Antimikrobiyal Carvacrol Tumor olusumunu

engelleme

Anti-bakteriyel Anti-apoptotik

Hepatoprotektif Noroprotektif
Kardiyoprotektif

Sekil-6: Carvacrol’lin biyolojik etkileri?3-140,

Carvacrol iyon kanallarinin dizenleyicisi olarak da gérev yapar. Transient
receptor potential melastatin 7(TRPM7)’nin inhibitérd olmasinin yani sira
transient receptor potential ankyrin 1 (TRPAL) ve transient receptor potential
vanilloid 3 (TRPV3)'Un aktivasyonunu artirmaktadir'143. Melastatin-benzeri
gegici reseptdr potansiyel (TRPM) alt ailesinin Gyelerinden biri olan TRPM7
memeli dokularinda yodun bir sekilde eksprese olmaktadir**, TRPM7
ekspresyonunun engellenmesinin; plazmadaki yuUksek glikoz nedenli
olusabilecek noron apoptozisinden korudugu bulunmustur. TRPM7'nin
yikilmasi rat insulinoma INS-1 hicrelerinde asiri insdlin - salinimini
uyarmaktadirt>14¢, Diabetes mellitusta glikoz homeostazinin saglanmasinda

TRPAZL’in olumlu etkisi bulunmaktadir®*’.

Carvacrol, vicuttaki reaktif oksijen turevlerini (ROS) baskilamada kritik
konumdaki glcli bir monoterpenik fenoldiir®. Carvacrol agisindan zengin
esansiyel yaglarin; askorbik asit, butil hidroksitoluen ve E vitaminine benzer
ylksek etkili antioksidan aktivitesi vardir'*®, Ayni zamanda endojen

antioksidanlarin etkinliginin artmasini saglamaktadir®°.

29



Yapilan bir c¢alismada CRV’nin antioksidan ve sitotoksik etkilerini
arastirmak amaciyla kultire edilmis insan kan hucrelerinde total antioksidan
kapasite (TAC) ve total oksidatif stres (TOS) dlgumleri yapiimis sitotoksisite
icin de LDH odlgulmustur. Calismada CRV’nin insan lenfositleri Gzerinde
mutajenik etkisi olmadigi tespit edilmistir. 50, 75 ve 100 mg/L CRYV tedavisi ile
insan lenfosit hucrelerinde TAC duzeyinde belirgin derecede artis tespit
edilmis fakat TOS seviyesinde degisiklik olmamistir. 150 ve 200 mg/L CRV

tedavisi ile TOS diizeyi artis gostermistirt®°.

Prostaglandin E2 Uretiminin azalmasiyla sonuglanan siklooksigenaz-2
inhibisyonu araciligiyla CRV, anti-inflamatuar 6zellik géstermektedir®l. CRV;
IL-6, IL-10, TNF-a ve induklenebilir nitrik oksit sentaz gibi inflamatuar aracilari

dizenleyerek inflamasyonu hafifletebilmektedirt>>13,

2.8. PI3K

1980lerde ilk kez tanimlanan PI3K hucre igi sinyal iletiminde gorev alan bir
enzim grubudur®*1%  PI3K (Phosphoinositide-3 kinase), okaryotik hiicre
membraninin  yapisindaki fosfatidilinozitoli fosforile eden lipid kinaz
ailesidir®®. PI3K; p85 regiilatér subunit, p55 regiilatér subunit ve p110 katalitik
subunit isimli 3 alt birimden olusmaktadir’>’. Farkli yapi ve substratlarina gore
PI3K, 3 gruba ayrilir: Sinif 1, sinif 2 ve sinif 3158159, Sinif 1 PI3K, sinif 1A ve
1B olmak Uzere kendi igerisinde ikiye ayrilir. Sinif 1A PI3K, p58 regulator
subunit ve p110 katalitik subunitin heterodimeridir. insanlarda kanserde en ¢ok
gorilen sinif 1A PI3K tipidirt.

PI3K, hucrenin gelisimi, farklilagmasi, apoptozis ve glikoz transportu gibi
cok sayida hicresel goérevde rol oynamaktadir'®t1%2, Yapilan calismalar ile
PI3Klerin metabolizma, hiucrenin hayatta kalmasi, kanserin ilerlemesi ve

inflamasyon gibi farkli hicresel durumlarda énemli bir konumda yer aldigi

163 164

bulunmustur>°. PI3K’nin, ovaryan kanserlerde*®* ve servikal kanserlerde

ekspresyonu artis géstermektedirt®®.
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Aktive olmus sinif 1A PI3Kler hicre igi membranda, phosphatidylinositol
4,5-biphosphate (PIP2) substratini fosforiller ve phosphatdylinositol 3,4,5-
triphosphate (PIP3) olusur. Bu fosforillenme yolak akisindaki Akt dahil diger
sinyal proteinlerini calistirmak icin baslatici 6zelliktedir'®®. Substrat PIP’tan
PIP2 olusumunu saglayan sinif 2 PI3K’dir®’. PI3K'nin negatif diizenleyicisi
PTEN'dir. PTEN ters etkiyle PIP3’U defosforile ederek PIP2 dénugumine

neden olmaktadirt®®,

2.9. Akt (Protein Kinase B)

1987 yilinda, Akt8 transforming retrovirusten v-Akt onkogeni izole ve
amplifiye edilmistir®®. Akt; pleckstrin homologu (PH), orta kinaz ve regiilatér
karboksi-terminal birim olmak {zere 3 domainden olusmaktadir®®.
Serin/threonine kalintilarindaki farklilk nedeniyle Akt'nin 3 izoformu vardir:
Aktl, Akt2 ve Akt3. Aktl ekspresyonu her dokuda olabilmektedir. Akt2 daha
cok iskelet kasi, adipoz doku ve karaciger gibi insuline duyarli dokularda

eksprese olurken Akt3 ise testis ve beyinde eksprese olmaktadir417°,

Hucre icinde Akt, hekzokinazi uyarir ve glikozun G-6-P’ye dénigumuanu
saglar. Hicresel eneriji saglamak igin glikojen sentezini uyarmaktadir!’t. Aktl
(protein kinaz B- a)’in yapisal uyarisi, 3 hicrelerinde hiperplazi ve hipertrofi ile
sonuglanmaktadir'’?. Yapilan calismalarda pankreatik R hiicrelerde Akt
uyarisina yanitin, 3 hicre kitlesini ve insilin salgisini artirmasi yénunde
oldugu tespit edilmistir'”®. Ayrica, Aktl gastrik karsinomalardal®®; Akt2 ise

pankreas ve ovarian kanserlerde artmis ekspresyon gostermektedir!’4175,

PISK tarafindan baslatilan biyolojik bilgilerin aktariminda Akt (serine
threonine kinase) kilit noktadadir. Fosforile olan Akt, PI3K’den gelen sinyallerin
akis yoniindeki efektdrlere iletimini saglamaktadiri®l:1%2, PIP3 ve PIP2 igeren
endomembranlar da AKT aktivasyonuna katkida bulunmaktadirt’®1’’. Plazma
membraninda yer alan tamamen aktif haldeki fosforile Akt'nin yagam suresi

oldukga kisadirt’"178,
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Akt'nin aktive olmak igin iki esas fosforilasyon yolu vardir. Bu yollardan biri
Akt'nin kinaz bolgesindeki threonine 308 (Akt1)'in Phosphoinositide-

dependent kinase-1 (PDK1) tarafindan fosforillenmesidir!™

. Diger yol ise
Aktnin karboksi-terminal duzenleyici alanindaki serine 473 (Akt1) ‘Un
Mammalian target of rapamycin complex-2 (MTORC2) araciligi ile
fosforillenmesi ile aktivasyonudur'®®18° Bu vyolaklar PI3K aktivasyonuna
baghdir ve Akt'nin uyariimasiyla sonuglanmaktadir'®, Mekanizma Sekil- 7’de
gosterilmektedir'®?. Akt2’'de T309 ve S474 alani ile Akt3’'te T305 ve S472
alaninda benzer 6zellikte fosforilasyon reaksiyonlari gériilmektedir'®2. Protein
fosfataz-2A (PP2A) Akt T308'i'83; PH bélgesinde yer alan ldsinden-zengin
tekrar eden protein fosfatazlar (PHLPP1 ve PHLPP2) Akt S473’U defosforile

eder. Defosforilasyon sonucu Akt inaktivasyonu gergeklesir'®4,

Forkhead Box O (FOXO) transkripsiyon faktor ailesi, PI3K/Akt sinyal yolagi
down reglilasyonunda merkezi rol almaktadir’®>. FOXO proteininin; FOXO1,
FOX03, FOXO4 ve FOXO6 olmak Uzere dort izoformu yuksek protein
homolojisine sahiptir'®®. Dizenlenmelerinde Akt ve 14-3-3 proteini etkili

olmaktadiri®’

. Otofajiye neden olan FOXO1, Akt’nin en énemli substratlarindan
biridir. FOXO1; apoptoz ve otofaiji ile iligkili genler gibi asagl akista bulunan
hedefleri diizenleyerek apoptotik hiicre 8limiini uyarmaktadir'®®, Akt
aktivasyonu; FOXO17'in nukleustan uzaklagsmasi ve hareketsizligi ile
sonuglanir. Boylelikle hedef genlerin FOXO1’e bagh transkripsiyonu
baskilanmis olmaktadir'®®. FOXO1 sitoplazmada yer aldiginda asag akista

bulunan hedeflerini kontrol edemez duruma gelmektedir®.

Akt'ye bagh FOXO1 fosforilasyonu sonucu; FOXO1 aktivitesi inhibe

olmaktadir®!

. Aktif durumdaki Akt cekirdege translokasyon yapar ve FOXQO’yu
korunmus 3 kalintida fosforile eder. Bu durum da FOXO’nun 14-3-3
duzenleyici proteine baglanmasinin artmasina ve ikisinin birlikte sitoplazmik
lokasyonuna neden olmaktadir. FOXO’nun PI3K/Akt sinyal yolagi ile kontroll
evrimsel olarak korunmaktadir'®2, Hicresel stresin arttigi durumlarda ROS
uretiminin de artmasi ile FOXO vyer degistirerek nlkleusta vyerlesim
gostermektedir. FOXO nukleusta iken aktif halde olup transkripsiyonel

aktivitesi artmaktadirt®3,

32



R

J

H)

WA

Ui

)

ANV

RTK - Plasma membrane

IKK
MDM2
MLK3

|
BAD 2 FoxOl1 GSK3 AS160 mp - w
mToRc

|

| | . {
| [ B

Sekil-7: PI3K/Akt yolagi°2.

Hlcrenin hayatta kalma, c¢ogalma, farklilasma ve metabolizma
sureglerindeki genlerin ekspresyonunu kontrol eden protein kinaz B (Akt)’nin
substrati olan FoxO1 insllin etkisine de aracilik etmektedir. Esas olarak
pankreas [ hlcrelerinde ¢ogalan FoxO1 ekzokrin pankreas hilicrelerinde ¢ok
disiik miktarda eksprese olmaktadir'®4. FoxO1 varyantlari insanlarda B hiicre
fonksiyonlarinin bozulmasi, glikoz toleransinda azalma ve diabetes mellitus
gelisimi ile ilgili bulunmustur!®®>, FOXO1’in niikleer ekspresyonu pankreatik ve
duodenal homeobox-1 (PDX-1)in ekspresyonunu azaltarak PDX-1 ile
indiklenen B hiicre proliferasyonunu engellemektedir!®®., Bu durum da

diyabetin baglangicini hizlandirmaktadir!®®,
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2.10. PI3K/Akt Sinyal Yolagi

Pankreatik (3 hicreleri; kan glikoz duzeyini fizyolojik aralikta tutmak igin kan
glikoz konsantrasyonuna yanit olarak insulin sentezi ve sekresyonu ile glikoz
homeostazini  saglamaktadir'®. Diyabetin etkin tedavisi igin inslin
sekresyonu vyapan fonksiyonel [ hdcrelerin  korunmasi ve onarimi
gerekmektedir'®®, PI3K/Akt yolag ile insilin, B hiicre fonksiyonlarini ve inslin

salgilanmasini  diizenlemektedir®?,

PI3K/Akt sinyal yolaginin uyariimasi
pankreatik [ hicrelerden daha fazla miktarda insulin  salinimini
saglamaktadir'®t. PI3K/Akt insllin sinyal yolaginda herhangi bir engel olmasi
durumunda Langerhans adacidindaki 3 hicrelerde fonksiyon kaybi ve insilin

rezistansi olugsmaktadirt®®,

Pankreatik ve duodenal homeobox-1 (Pdx-1) insulin transkripsiyonunu
tetikleyen onemli bir baslaticidir. Pankreatik beta huicrelerinde FoxO1
fosforilasyonu artinca Pdx-1 ekspresyonu da artarak insulin transkripsiyonu

hiz kazanmaktadir?®.

Normalde 3 hucrelerinde FoxO1 yogun bir sekilde eksprese olmaktadir.
PI3K/Akt sinyal yolagi; FoxO71'i inhibe ederek serbest yag asitleri ile
indUklenen apoptozu azaltmakta ve pankreatik 3 hicrelerinde lipotoksisiteyi
engellemektedir?®>2°2, Foxol inhibisyonu; yag asitleri ve endoplazmik
retikulum stresi ile tetiklenen apoptozdan pankreatik 3 hucrelerini
korumaktadir?®3. Ayica PI3K/Akt sinyal yolagi, hiicre bilyimesini ve hayatta

kalimi uyardigi icin kanserde de dnemlidir?%4.

2.11. Glut-2

Glutlar, glikozun plazma membranindan pasif gegisine olanak sadlar.
insanlarda 14 farkli Slc2 geni, Glut ailesinin lyelerini kodlamaktadir. Glutlar

substrat 6zelliklerine gére siniflandirilir?0>20¢,
Sinif 1: Glut 1-4 ve Glut-14

Sinif 2: Glut 5,7,9 ve 11
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Sinif 3: Glut 6,8,10 ve 13’ten olugsmaktadir?®®,

Glut-2, karaciger, bobrek, bagirsak ve adacik dokularinda ¢ok miktarda
bulunmaktadir. Ozellikle glikoz homeostazinin saglanmasinda pankreatik R
hicrelerinde Glut-2 gereklidir. & htcrelerinde glikoz reseptér goérevi yapan
Glut-2, glikokinaz ile birleserek hiperglisemi durumunda hicrenin glikoz alimini

artirir béylelikle insilin sekresyonu uyarilmig olur?’,

Glikoz uyarisina karsilik pankreatik 3 hicreleri iki asamali bir reaksiyon
sonucu insulin salgilamaktadir. Glikoz; insanlarda GLUT-1, kemirgenlerde ise
GLUT-2 araciligiyla 3 hlcrelerine giris saglar. Hicre icinde ATP/ADP orani
artar’°®, Kemirgen pankreatik B hiicrelerinde esas glikoz tasiyicisi Glut-2 iken
insan adacik B hcrelerinde ayrica Glut-1 ve Glut-3 ekspresyonu da
olmaktadir?®®21°, Yaygin olarak eksprese olan tasiyici Glut-1'dir, Glut-3
ekspresyonu daha ¢ok néronlarda olmaktadir?t!. Yapilan klinik bir galismada
Glut-2’de bir sorun ya da hata olmasi; gestasyonel veya neonatal diabetes
mellitusun bir nedeni olarak gértlmuastir. Bu sonug, insanlarda 3 hicresinin

fizyolojisinde Glut-2'nin énemini géstermektedir?2213,

3 hlcrelerinde tespit edilen ilk reseptor olan Glut-2; ekspresyonu 3
hicrelerinde gergeklesen tek glikoz tasiyicisidir. Glikoz, pankreatik B
hucrelerine Glut-2 aracihidiyla kolaylastirimis difuzyon yontemiyle giris
yapmaktadir. Ayrica Glut-2, karacigerde ve daha az miktarlarda bobrek ve

214

bagdirsak emilim hudcrelerinde de eksprese olmaktadir Ayrica beyinde

ucuncu ventrikulun tabanini ve alt bolgesini doseyen tanisitlerde de Glut-2

ekspresyonu vardir?®,

insiilin sekresyonunu tetikleyen bir besin olan glikoz, pankreatik R
hucrelerine GLUT-2 araciligi ile alinmaktadir. R hicrelerinde glikoz, glikoliz ve
Krebs siklusuna girer, ATP/ADP orani artar. ATP artisi ATP’ye duyarli
potasyum kanallarinin kapanmasina neden olmaktadir. Potasyum kanallari
kapaninca hicre membrani depolarizasyonu gergeklesir. Depolarizasyonun
etkisiyle voltaj bagimh kalsiyum kanallar ac¢ilir ve 3 hicresinde iceri dogru
kalsiyum gecisi olmaktadir. Hucre i¢ci Ca++ oraninin artmasi insulin igeren salgi

granllerinin ekzositozunu uyaran sinyali baglatir?2®,
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Glut-2, plazma membraninda yerlesim gosteren ve STZ’nin pankreatik 3
hiicrelerine alimina aracilik eden afinitesi dusik bir glikoz tasiyicisidir®®217,
Glut-2 ekspresyonu olmayan beta hucreleri STZ'nin etkilerine Kkarsi
direnglidir?'821% Glut-2'nin B hiicre membraninin dis tarafindaki yerlesimi, R
hdcresinin fonksiyonu i¢cin énem tagimaktadir. Yapilan bir ¢galismada glikoza
duyarsiz neonatal ratlarda Glut-2'nin, 3 hicresinde intraselller vezikulde
yerlesim gosterdigi tespit edilmistir??°. Ayrica Glut-2 gliserolfosfo-inositol??* ve

glikozamin de tagimaktadir??2,

B-hlcrelerine farklilasma ve B-hucresi fenotipinin korunmasi igin PDX-1
gereklidir. Olgun B-hlcrelerinde PDX-1; insulinin ve GLUT-2 ile glikokinaz gibi
glikoz algilama ve metabolizmasinda yer alan diger genlerin aktivasyonunu

artirmaktadir??3224,

Hyperglycemia Insulin

|

Oxidative stress / Q’iiD@;
.o&

Nucleus

/

B-cell
& 4

Sekil-8: PDX-1’in nukleustan sitoplazmaya yer degistirmesinin oksidatif stres
artisi ve FOXO aktivasyonu ile indiiklenmesi®?®.
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PDX-1, GLUT-2 gen promotorunde yer alan oldukga korunmus ‘TAAT’
dizisi ile birleserek GLUT-2'nin transkripsiyonunu ve ekspresyonunu aktive

eder. Sonug olarak B-hiicre fonksiyonunu etkilemektedir??6,

Hyperglycemia
1. Electron Transport Chain 1

Cumulative

rocess
2. Glycation Reaction P

3. NADPH Oxidase

Oxidative Stress f

B-cell l-

Nucleo-cytoplasmic
PDX-1 Translocation
]

[ PDX-1 Activity |}

Deterioration of
p-Cell Function

4

Sekil-9: Sitoplazmada PDX-1’in aktivitesinin azalmasi sonucunda Glut-2
ekspresyonunda azalma gerceklesmesi ve hiperglisemiyi tetikleyen kuimalatif
slireg??°,

Glucokinase
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3.GEREG VE YONTEM

Bu deneysel galisma DUzce Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu'nun
2021/04/06 nolu onayi alinarak gergeklestirilmistir. TUm ratlar Gniversitemizin
Deney Hayvanlari Arastirma Merkezinden temin edilmistir. Diizce Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan 2021.04.01.1241 proje numarasi ile

desteklenmigtir.

3.1. Deney Hayvanlari

Dizce Universitesi Tip Fakiiltesi (DUTF) Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu izni alindiktan sonra deney hayvanlari, Dizce Universitesi Deney
Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edildi. Laboratuvarda
22-25 °C oda i1sisinda, 60 £ 5 % nem ve 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik bir
ortamda optimal degerlerde tutulan, havalandirma ve iyi hijyen sartlarinda,
gida ve suya serbest erisime sahip, 2-3 aylik ve 300-350 gr agirliginda 40 adet
Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi. Ratlarin agirliklari ve kan glikoz
diizeyleri galismanin baslangicinda ilk giin élguldu. Olglimler her hafta diizenli

olarak yapildi. Calisma 45 glinde tamamlandi.

3.2. Deney Gruplari
40 adet rat rastgele 5 gruba ayrildi:

1.grup: Sham grubu (n=5) — 42 gun boyunca gavaj ile zeytinyagdi (400 pl)

verildi.

2.grup: Kontrol Streptozotocin grubu (n=10) — 0.glinde tek doz 55 mg/kg

Streptozotocin intraperitoneal yol ile verildi.

3.grup: Kontrol Carvacrol 40 mg/kg grubu (n=5) — 42 gun boyunca Carvacrol

40 mg/kg dozunda gavaj ile verildi.
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4.grup: Streptozotocin + Carvacrol 20 mg/kg grubu (n=10) — 0.gunde tek
doz 55 mg/kg Streptozotocin intraperitoneal + 42 gin boyunca Carvacrol 20

mg/kg dozunda gavaj ile verildi.

5.grup: Streptozotocin + Carvacrol 40 mg/kg grubu (n=10) — 0.gunde tek
doz 55 mg/kg Streptozotocin intraperitoneal + 42 gin boyunca Carvacrol 40

mg/kg dozunda gavaj ile verildi.

Gruplara ayrilan hayvanlara 45 gin boyunca 08.00-12.00 saatleri arasinda

belirtien maddeler uygulandi.

3.3. Verilen Maddeler ve Dozlari

Calismamizin baglangicinda; diyabet gruplarina diyabet olugturmak igin tek
doz 55 mg/kg Streptozotocin (Sigma, S0130) intraperitoneal olarak uygulandi.
Streptozotocin 10 kati kadar distile su ile dilue edildi. Uygulamadan 72 saat
sonra kan glikoz Olgumleri yapildi ve 250 mg/dI'nin Gzerindeki Olguimler

diabetes mellitus olarak kabul edildi.

Ratlara Carvacrol; 4. gruba 20 mg/kg; 3. grup ve 5. gruba 40 mg/kg dozunda
42 gun boyunca her gun gavaj yoluyla uygulama yapildi. Sivi formdaki
saflastinimis Carvacrol’  (98%) (Sigma-Aldrich, 282197) ¢b6zmek igin

calismada zeytinyagi kullanildi.

3.4. Cerrahi Prosediir

Tum gruplarda, her bir hayvana ketamin (90 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile
anestezi uygulandi. Daha sonra katman katman kesilerek pankreasa ulasildi.
(Sekil-10). Pankreas dikkatli bir sekilde diseke edildi. Pankreas dokusu
alindiktan hemen sonra; her bir hayvan igin ayri ayri hazirlanmig 10%’luk
formaldehit solisyonuna alindi. Dokular formaldehit icerisinde 48 saat fikse
edildikten sonra uygun boyutlarda trimlenerek doku kasetlerine yerlestirildi.

Daha sonra doku takip prosedurt uygulanarak parafin bloklara gémuldu.
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Sekil-10: Deney sonunda diseksiyonun gosterilmesi

3.5. Isik Mikroskobik inceleme
3.5.1. Doku takibi ve parafin blok hazirlama

Dokular kasetlendikten sonra sirasiyla agsagidaki igslemlerden gegirildi.
Dusuk dereceli etil alkolden yluksek dereceli etil alkole dogru kaplardan
gegcirilerek ve asetonda bekletilerek dokularin suyunun alinmasi ve dokularin
sertlesip mikrotomda kesime uygun hale gelmesi saglandi. Daha sonra
ksilende seffaflastirildi. En sonunda 75 °C sicakliktaki etivde erimis parafin

icinde bekletildikten sonra gomme islemi gergeklestirildi.
1- 70%'lik etil alkolde 15 dakika bekletildi.
2- 80%'lik etil alkolde 15 dakika bekletildi.
3- 90%'lik etil alkolde 30 dakika bekletildi.
4- 90%'lik etil alkolde 30 dakika bekletildi.
5- 96%'lik etil alkolde 30 dakika bekletildi.
6- 96%/lik etil alkolde 30 dakika bekletildi.

7- 96%'lk etil alkolde 45 dakika bekletildi.

40



8- Asetonda 45 dakika bekletildi ve bu asamadan sonra ksilen asamasina

gegildi.

9- Ksilende 30 dakika bekletildi. Bu asamada dealkolizasyon ve dokularin
seffaflagtirimasi saglanmis oldu sonrasinda; dokular etlivdeki sivi parafin

icerisine alindi.

10— Parafin asamasinda dokular 75 °C sicakliktaki etlv igerisindeki sivi parafin
icerisinde 60 dakika bekletildi.

11- D6kim asamasi: Dokular etlv icerisindeki parafinde bekletildikten sonra
icinde sicak parafin bulunan metal gémme kaplarinin igerisine yerlestirildi.

Bloklarin sertlesmesi icin sogumaya birakildi.
Asamalar sonrasinda pankreas dokularimiz parafin blok haline getirildi.

Parafin bloklardan Leica RM2245 mikrotomla, Feather marka metal
mikrotom bigaklari kullanilarak 4 mikron kalinhginda kesitler alindi. Bu kesitler
oncelikle sicak su havuzuna alinarak duzlestirildi. Daha sonra lam Uzerine

alinarak boyamaya hazir hale getirildi.

Lam Uzerine alinan pankreas dokulari, genel histolojik degerlendirme igin
Hematoksilen-Eozin ile boyanmistir. Boyanan Kkesitler Olympus BX50
mikroskobu ile degerlendirildi ve bu degerlendirme sirasinda Zeiss Axiocam

ICc 5 kamera kullanilarak fotograflari ¢ekildi.

3.5.2. Hematoksilen-eozin boyama yontemi

1-Hematoksilen-eozin boyama oOncesinde; doku disindaki parafinin erimesi
icin parafin kesitler 75°C sicakliktaki etivde 40 dakika bekletildi.

2-Kesitler etivden cikarildiktan sonra iki ayri ksilen kabinda 15’er dakika
olmak Uzere toplam 30 dakika ksilende bekletildi, bdylelikle doku igindeki

parafinin erimesi saglanmis oldu.

3- 96%/’lik etil alkole 10 defa

41



4- 80%'lik etil alkole 10 defa

5- 70%/’lik etil alkole 10 defa daldirldi.
6- Akan suda yikandi.

7- Hematoksilende 2 dakika bekletildi.
8- Akan suda yikandi.

9- Asit alkole 2 defa daldirildi.

10- Akan suda yikandi.

11- Amonyakh suya 2 defa daldirildi.
12- Akan suda yikandi.

13- 70%’lik etil alkole 10 defa daldirild1.
14- Eozine 10 defa daldirildi.

15- Akan suda yikandi.

16- 70%’lik etil alkole 10 defa

17- 80%’lik etil alkole 10 defa

18- 96%’lik etil alkole 10 defa daldirldi.
19- 1-2 dakika etlvde bekletildi.

20- Ksilende 10 dakika bekletildi.

21- Uzerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.5.3. immunohistokimyasal boyama

Calismada, diabetes mellitusun ve Carvacrol’'n pankreas hucrelerindeki
etkisini detayli degerlendirmek igin insilin, PI3K, pAkt ve GLUT-2 (SLC2A2)
antikorlari ile immunohistokimyasal inceleme yapilmistir. (Anti-insulin-
Invitrogen #PA5-120784, Anti-PIK3R1- St John's Laboratory STJ90925, Anti-
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pAktl- St John's Laboratory STJ91024, Anti-SLC2A2- St John's Laboratory
STJ111885)

immunohistokimyasal boyama icin uygulanan asamalar:

Kesitler Polilizinli lamlara (immun lami, 6zel lam) alind1.

1- Kesitler, 75°C etlivde 40 dakika bekletildi.

2- iki ayri ksilen kabinda sirasiyla 10 ve 5 dakika bekletildi.

3- Sirasiyla 100%, 90%, 80% ve 70%’lik etil alkolde 5’er dakika bekletildi.
4- Distile suda 5 dakika bekletildi.

5-Kesitlere mikrodalgada uygun sicaklikta sitrat solUsyonu igerisinde 2 kez 5’er

dakika antigen retrieval uygulandi.

6- Oda 1sisinda 20 dakika sogumaya birakildi.
7- PBS ile 3 kez 5’er dakika yikama yapildi.
PBS hazirlama:

2,85 gram Di Sodyum Hidrojen Fosfat (N49), 16 gram Sodyum Klortr (N9)
ve 0,8 gram Potasyum Dihidrofosfat 2 litre distile su igerisinde ¢ézuldu. pH’si

7,2-7,4 olacak sekilde kontrolu yapildi.

8- 3%’luk Hidrojen Peroksitte 15 dakika bekletildi. (63 ml Methanol + 7 ml
Hidrojen Peroksit olarak hazirlandi.)

9- PBS ile 3 kez 5’er dakika yikama yapildi.

10- Saleden alinan lamlarda dokularin etrafi kurulandi sonrasinda Pap-pen ile

dokularin etrafi c¢izildi.
11- Lamlar immunohistokimya humidity chambera dizildi.
12- Dokulara UV Block damlatildi. Bu asamada 7 dakika bekletildi.

13- Primer antikorlar hazirlandi. Anti-phospo-AKT1 1:100, Anti-phospo-
PIK3R1 1:100, Anti-SLC2A2 1:100 ve Anti-insulin 1:100 oranlarinda

hazirlandi. Primer antikorlar hazirlanirken PBS ile sulandirildi.
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14- Secilen dokulara primer antikorlar damlatildi ve kontrol dokularina da PBS
damlatildi. Dokular humidity chamber igerisinde Primer antikor ile +4°C’de

gece boyu bekletildi.

15- Ertesi gun saleye dizilen lamlar 3 ayri PBS solusyonu ile 5er dakika

yikandi.

16- Lamlar humidity chambera dizilerek dokulara sekonder antikor (sari link)
damlatildi, 1 saat bekletildi.

17- Saleye alinan lamlar PBS solusyonu ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

18- Humidity chambera dizilen lamlara Streptavidine (HRP) solisyonu
damlatildi, 15 dakika bekletildi.

19- Lamlar salede 3 ayri PBS solusyonu ile 5’er dakika yikandi.

20- Dokulara DAB Chromogen Solusyonu damlatildi ve 5 dakika bekletildi. Bu
sure icerisinde mikroskopta dokudaki reaksiyon takip edildi. Reaksiyonu

durdurmak icin distile su kullanildi.
21- Mayer’s hematoksilen ile 1 dakika zit boyama yapildi.
22- Cesme suyunda yikanan lamlar saleye alind..

23- Lamlar sirasiyla 70%lik, 80%lik ve 90%Ilik alkol serilerinde 10 kez daldirilip
dokular dehidrate edildi. 100%lUk etil alkolde 4 dakika bekletildi.

24- 2 ayri ksilen solusyonunda 5’er dakika bekletildi.

25- Ksilenden cikarilan dokularin Uzerine entellan damlatilarak lamelle

kapatilma iglemi yapildi.
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4 BULGULAR

4.1. Denek Agirhiklar

Deneyimizin baglangicinda toplam 5 gruptan olugan 40 adet Wistar cinsi
ratin agirliklari tartildi ve hayvanlar gruplara rastgele dagitildi. Ratlarin agirlik
OlcUmu darasi alinan bos bir kabin igerisinde her hafta duzenli olarak terazi ile
yapildi. Gruplarin haftalik agirlik élgimu ortalamasinin grafigi Sekil-11'de
gosterilmektedir. Ratlarin deney baglangicindaki ve sonundaki vucut agirlik
OlgUimleri incelendiginde: 45 gunlin sonunda vucut agirlik artigi en az olan grup
STZ grubu oldu. En fazla vicut agirlik artis1 ise Sham ve Kontrol CRV 40
gruplarinda gozlendi. STZ grubu ile kiyaslandigi zaman STZ+CRV tedavi
gruplarinda agirlik artisi daha fazla bulundu. STZ+CRV 20 mg/kg grubundaki
ratlarda vacut agirhk artisinin, STZ+CRV 40 mg/kg grubuna kiyasla daha fazla

oldugu sonucuna varildi.

Agirlik Grafigi
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I
290
270
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230

ik dlciim(gr) 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta 5. Hafta 6. Hafta 7. Hafta

e Sham Kontrol Carvacrol (CRV) 40 mg/kg
STZ + Carvacrol (CRV) 40 mg/kg STZ + Carvacrol (CRV) 20 mg/kg

s K ONtrol Streptozotocin (STZ)

Sekil-11: Gruplarin haftalara gore agirlik degisiminin grafik ile gésterimi.

En az agirlik artisi STZ grubunda; en fazla agirlik artisi ise Sham ve Kontrol CRV 40
gruplarinda gergeklesti. STZ+CRV 20 grubundaki ratlarda vicut agirlik artiginin;
STZ+CRV 40 grubuna kiyasla daha fazla oldugu gézlendi.
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STZ grubundaki ratlarda belirgin polidipsi, politri, besin tiketiminde
artis ve dehidrasyon gozlendi. Ratlarin kafesleri gunlik temizlendi, degistirildi
(Sekil-12). Politri nedeniyle STZ grubunun kafesinde her giin yogun islakhk
mevcuttu ve su tuketiminde artig belirgin derecede gozlendi (Sekil-13).
Kafeslerdeki gunlik islaklik orani STZ+CRV 20 grubunda ise fark edilir
sekilde azaldi (Sekil-14).

Sekil-13: STZ grubu Sekil-14: STZ+CRV 20 grubu
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4.2. Deneklerin Kan Glikoz Olgiimleri

Calismanin ilk gunu Streptozotocin enjeksiyonu oOncesinde 40 ratin
kuyruktan tail veinden Ime-dc marka glikometer cihazi kullanilarak strip ile kan
glikoz dizeyi tespit edildi. Ime-dc marka glikometer 6lgim araligi 20-600
mg/dL’dir. Kan glikozu 600 mg/dL ve uUzeri oldugunda cihazda sonug¢ high
olarak gorinmektedir. Calismamizda Olgimde cihazda high sonucu ¢ikan
degerler 600 mg/dL olarak kabul edildi.

Deney 6ncesinde 40 ratin kan glikoz duzeyi ortalamasi 120 mg/dL olarak
bulundu. 40 hayvanin her birinin kan glikoz duzeyi 250 mg/dL'den disuk
bulunmus olup non-diyabetiktir. 0. gunde STZ, STZ+CRV 40mg/kg ve
STZ+CRV 20 mg/kg gruplarina tek doz 55 mg/kg STZ enjeksiyonu
intraperitoneal uygulandi. Uygulamadan 72 saat sonra STZ deney
gruplarindaki her ratin kan glikoz 6lgimu 250 mg/dL ve Uzerinde bulundu ve 3
gruptaki ratlar diyabetik kabul edildi. Ayni gin Kontrol CRV 40 mg/kg,
STZ+CRV 40 mg/kg ve STZ+CRV 20 mg/kg gruplarina 42 gun Carvacrol
tedavisi belirtilen dozlarda gavaj yolu ile uygulanmaya baglandi. Haftalik kan

glikoz olgumleri ile takip saglandi.

Deney slreci boyunca kan glikoz seviyesindeki degisim Sekil-15’te
gosterilmektedir. STZ+CRV 40 mg/kg ile STZ+CRV 20 mg/kg gruplarinin kan
glikoz ortalamasi Carvacrol uygulamasinin 1. haftasinda birbirine yakin
degerlerde iken ilerleyen haftalarda STZ+CRV 20 mg/kg grubunda kan glikoz
dizeyindeki dusts daha belirgin olmustur. Deney siresince STZ+CRV 40
mg/kg grubunun seyri inisli ¢ikisli olmustur. 40 mg/kg CRV tedavisinin 1.
haftasinda kan glikoz duzeyi duslse gecti, 4. haftada yukselme egilimi
gosterdi. 5. haftada kan glikoz dizeyinde azalma tespit edildi ve 6. haftada kan
glikoz seviyesi tekrar artis gosterdi. Deney boyunca STZ grubu kan glikoz

ortalamasi 455 mg/dL’nin altina diugmemigtir.
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Haftalik Kan Glikoz Duizeyi Grafigi
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Sekil-15: Gruplarin haftalik kan glikoz duzeyi degisiminin grafik ile gosterimi.

42 gun Carvacrol uygulanan deney sonunda kan glikoz ortalamasi
STZ+CRV 40 mg/kg grubunda 348 mg/dL; STZ+CRV 20 mg/kg grubunda ise
230 mg/dL dlguldu. Sham ve Kontrol CRV 40 gruplarinda kan glikozunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmedi. STZ uygulamasi ile 3. gunde,
STZ+CRV 20 mg/kg grubundaki ratlarin kan glikoz dizeyi ortalama 419 mg/dL
olmustur. 42 giin Carvacrol uygulamasi sonucunda kan glikoz degerinin 230

mg/dL’ye distigu géruldu.
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Sekil-16: Gruplarin haftalik kan glikoz diizeyi analiz grafigi

Deney sonucunda kan glikoz duzeyi analizi yapildiginda: STZ+CRV 20 grubu ile
STZ+CRV 40 gruplar arasinda istatistiksel agidan anlaml farklilik gértldu (p<0.05).
STZ grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi
(p<0.05). STZ+CRV 20 grubu ile Sham ve Kontrol CRV 40 gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p>0.05). Sham ve Kontrol CRV 40
gruplari arasinda da anlamli farklilik gériilmedi (p>0.05). 3Sham ve CRV40’a, °STZ
ve STZ+CRV 40’a, °STZ'ye gore anlamlilh§ gosterir.

Kan glikoz degerlerinin analizinde 6 haftalik sure¢ incelendi. Deney
suresince olgllen kan glikoz dizeylerinin analizi 2-way ANOVA testi ile yapildi
(Sekil-16). ik o6lgimde kan glikoz degerleri ratlarda birbirine yakin olup
aralarinda anlaml bir farklihk bulunmadi. Carvacrol uygulamasinin 2.
haftasinda STZ grubu ile STZ+CRV 20 grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farkhhk olustu ve deney sonuna kadar da devamlilik gosterdi. 2.
haftada STZ grubu ile STZ+CRV 40 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilk gézlendi (p<0.05). Sekil-16’da 4. haftaya denk gelen 03.01.22
tarihindeki dlgumlere gore; STZ grubu ile STZ+CRV 40 grubu arasinda anlamli
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bir farkliik gézlenmedi (p>0.05). 5. ve 6. haftadaki dlgimlerde ise STZ grubu
ile STZ+CRV 40 grubu arasinda tekrar istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edildi (p<0.05).

Carvacrol uygulamasinin 2. haftasinda Sham ve Kontrol CRV 40 gruplari
ile STZ+CRV 20 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik
g6zlenmedi (p>0.05). Sham ve Kontrol CRV 40 gruplari ile STZ+CRV 40 grubu
arasinda deney suresince istatistiksel olarak anlamli farklilik korundu (p<0.05).
2. haftada yapilan kan glikozu élgtimlerinde, STZ+CRV 40 grubu ile STZ+CRV
20 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edildi ve deney

sonuna kadar anlamli farkhlik durumu varligini strdirda (p<0.05).

4.3. Hematoksilen — Eozin Boyama

Pankreas ve Langerhans adaciklarinin genel morfolojisini géstermek
amaciyla formol solisyonunda fiksasyonu saglanan dokularin kesitlerine
Hematoksilen-Eosin boyasi uygulandi. Hematoksilen-Eosin boyamasi ile tim
gruplarda pankreas dokusunun genel yapisinin korundugu goézlendi. Koyu
boyanan pankreatik asiner hucrelerin arasinda acgik renkli boyanan
Langerhans adaciklari gozlendi. Tum gruplarda Langerhans adaciklarinin
sinirlarinin dizgun oldugu belirlendi. Gruplar arasinda adacik sayisi farklihgi
tespit edilmedi. HE boyama ile 3 ve a hlcreleri segildi ve Sekil- 17°de gosterildi.
Adacik boyutlari degiskenlik gdsterdigi icin HE boyamada gruplar arasi 3

hicrelerinin dagilim oran farkhliklari degerlendiriimedi.
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Hematoksilen - Eosin Boyamasi
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Sekil-17: Tum gruplarin pankreas dokusunun Hematoksilen — Eozin boyamasi

(400x-100x) (Kirmizi ok: B htcresi, siyah ok: a hicresi)
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Sekil-18: Sham grubunun Hematoksilen-Eozin boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3

hicresi, siyah ok: a hicresi)

Sekil-19: Kontrol CRV 40 grubunun Hematoksilen-Eozin boyamasi (400x) (Kirmizi
ok: B hicresi, siyah ok: a hilicresi)
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Sekil-20: STZ grubunun Hematoksilen-Eozin boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3

hicresi, siyah ok: a hiicresi)

Sekil-21: STZ+CRV 40 grubunun Hematoksilen-Eozin boyamasi (400x) (Kirmizi ok:
R hlcresi, siyah ok: a hucresi)
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By

Sekil-22: STZ+CRV 20 grubunun Hematoksilen-Eozin boyamasi (400x) (Kirmizi ok:
3 hiicresi, siyah ok: a hucresi)

4.4, immiinohistokimyasal Degerlendirme

Tum gruplardaki ratlarin pankreas kesitlerinde; Langerhans adaciklarinda
bulunan B hicrelerini gostermek igin Anti-insilin, Anti-PI3K, Anti-pAkt ve Anti-
Glut-2 antikorlari ile immunohistokimyasal boyama yapildi. Sham ve Kontrol
CRV 40 gruplarinda anlamh farkhlik gézlenmedi. STZ grubunda 4 antikorda da
ekspresyonda azalma tespit edildi. STZ+CRV 40 ve STZ+CRV 20 gruplari,
STZ grubu ile kiyaslandiginda Langerhans adaciklarindaki 3 hicrelerinde

ekspresyon belirgin derecede yogun goruldu.

Tam gruplar p-Akt antikoru ile boyandiginda en zayif ekspresyonun STZ
grubunda oldugu goruildi. STZ grubu ile kiyaslandigi zaman STZ+CRV 40 ve
STZ+CRYV 20 tedavi gruplarinda ekspresyonun artmig oldugu gozlendi (Sekil-
35).
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4.4.1. insiilin immiinohistokimyasal boyama

Insiilin Immunohistokimyasal Boyama

Kontrol CRV 40

STZ

STZ + CRV 40

STZ + CRV 20

Sekil-23: Gruplarin anti-Insulin Antibody ile pozitif ve kontrol negatif boyamasi (400x)
(Kirmizi ok: B hucresi, siyah ok: a hiicresi)
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Tum gruplardaki ratlarin pankreas dokusu Anti-Insulin antikoru ile
immunohistokimyasal boyama sonrasi incelendi ve analizi yapildi. Denek
hayvanlarin pankreas dokusunda Langerhans adaciklari ve ekzokrin kismi
intakt olarak gozlendi. Anti-Insulin Antikoru ile yapilan incelemede; insulin
sekresyonunun gerceklestigi Langerhans adacigi 3 hicrelerinde ekspresyon
tespit edildi. Sham ve Kontrol CRV 40 gruplarinda R hicrelerinde yogun insulin
ekspresyonu mevcut iken STZ grubunda azalma gézlendi. Diyabetik gruplara
Carvacrol uygulanmasi ile insulin ekspresyonundaki degisim Sekil-23’te
gosterilmistir. Sham ile Kontrol CRV 40 gruplari arasinda istatistiksel anlamli
bir farklilk tespit edilmedi (p=0.107). STZ grubu; diger 4 grup ile
karsgilastirildiginda insulin ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli azalma
gozlendi (p<0.05). STZ+CRV 40 grubu ile STZ+CRV 20 grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkhlik bulundu (p<0.05). Diyabetik gruplar
icerisinde Anti-Insulin antikorunun ekspresyonu en yodgun STZ+CRV 20
grubunda goézlendi. TIDM rat modelinde Carvacrol’'n 20 mg/kg/gun doz
uygulanmasi ile 3 hicrelerinden insulin proteininin ekspresyonunda artis tespit
edildi. insilin sekresyon artisi, c¢alismamizda buldugumuz kan glikoz

dizeyindeki azalmay agiklamaktadir.

Sekil-24: Anti-Insulin Antibody ile Sham grubunun immunohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmizi ok: 13 hiicresi, siyah ok: a hicresi)
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B

Sekil-25: Anti-Insulin Antibody ile Kontrol CRV 40 grubunun immunohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hiicresi, siyah ok: a hlicresi)

LN
Sekil-26: Anti-Insulin Antibody ile STZ grubunun immunohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmizi ok: [ hicresi, siyah ok: a hicresi)
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Sekil-27: Anti-Insulin Antibody ile STZ+CRV 40 grubunun immunohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hlcresi, siyah ok: a hicresi)

Sekil-28: Anti-Insulin Antibody ile STZ+CRV 20 grubunun immunohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hlcresi, siyah ok: a hiicresi)
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4.4.2. PISK imminohistokimyasal boyama

PI3K Immunohistokimyasal Boyama

Sham

Kontrol CRV 40

STZ

STZ + CRV 40

STZ + CRV 20

Sekil-29: Gruplarin anti-PI3K Antibody ile pozitif ve kontrol negatif boyamasi (400x)
(Kirmizi ok: B hiicresi, siyah ok: a hiicresi)
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Tdm gruplardaki ratlarin pankreas dokusu Anti-PI3K antikoru ile
immunohistokimyasal boyama sonrasi incelendi ve analizi yapildi. Denek
hayvanlarin pankreas dokusunda Langerhans adaciklari ve ekzokrin kismi
intakt olarak goézlendi. Anti-PI3K Antikoru ile yapilan incelemede; PI3K
sekresyonu Langerhans adacigi 3 hucrelerinde gézlemlenmektedir. Sham ve
Kontrol CRV 40 gruplarinda 3 hicrelerinde yogun PI3K ekspresyonu tespit
edildi. Ancak; STZ grubunda zayif ekspresyon goézlendi (Sekil-32). Diyabetik
gruplara Carvacrol uygulanmasi ile PI3K ekspresyonundaki artis Sekil-29'da
gosterilmistir. Sham ile Kontrol CRV 40 gruplar arasinda istatistiksel anlamli
bir farklilk tespit edilmedi (p=0.513). STZ grubu; diger 4 grup ile
karsilagstirildiginda PI3K ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli azalma
gosterdi (p<0.05). STZ+CRV 40 grubu ile STZ+CRV 20 grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamh farklilik bulundu (p<0.05). STZ uygulanan gruplar
icerisinde; Anti-PI3K antikoru ile en yogun ekspresyon STZ+CRV 20 grubunda
go6zlendi. T1DM rat modelinde Carvacrol’tin 20 mg/kg/guiin doz uygulanmasi ile
PI3K protein ekspresyonunda artis tespit edildi. insiilin sekresyonunu baslatan
yolak oldugu icin, PI3K artisi 6nemlidir. PI3K proteini, STZ grubundaki gibi

azaldiginda insulin sekresyonu da bozulmaktadir.

Sekil-30: Anti-PI3K Antibody ile Sham grubunun immunohistokimyasal boyamasi (400x)
(Kirmizi ok: R hicresi, siyah ok: a hiicresi)
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Sekil-31: Anti-PI3K Antibody ile Kontrol CRV 40 grubunun immunohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hlcresi, siyah ok: a hiicresi)

Sekil-32: Anti-PI3K Antibody ile STZ grubunun immunohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmizi ok: [ hicresi, siyah ok: a hicresi)
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Sekil-33: Anti-P13K Antibody ile STZ+CRV 40 grubunun immunohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hlcresi, siyah ok: a hiicresi)

Sekil-34: Anti-PI3K Antibody ile STZ+CRV 20 grubunun imminohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hlicresi, siyah ok: a hicresi)
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4.4.3. p-Akt immunohistokimyasal boyama
pAkt Immunohistokimyasal Boyama
Negatif

Sham

Kontrol CRV 40

STZ

STZ + CRV 40

STZ + CRV 20

Sekil-35: Gruplarin anti-pAkt Antibody ile pozitif ve kontrol negatif boyamasi (400x)
(Kirmizi ok: B hucresi, siyah ok: a hiicresi)
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Tum gruplardaki ratlarin pankreas dokusu Anti-pAkt antikoru ile
immunohistokimyasal boyama sonrasi incelendi ve analizi yapildi. Denek
hayvanlarin pankreas dokusunda Langerhans adaciklari ve ekzokrin kismi
intakt olarak gozlendi. Anti-pAkt Antikoru ile yapilan incelemede; PI3K
aktivasyonu ile pAkt ekspresyonunu Langerhans adacigi R hucrelerinde
gozlemlemekteyiz. Sham ve Kontrol CRV 40 gruplarinda 3 hicrelerinde
belirgin pAkt ekspresyonu tespit edildi. Ancak; STZ grubunda c¢ok zayif
ekspresyon gozlendi (Sekil-38). Diyabetik gruplara Carvacrol uygulanmasi ile
pAkt ekspresyonundaki artis Sekil-35’te gdsterilmistir. Sham ile Kontrol CRV
40 gruplari arasinda istatistiksel anlaml bir farklilik tespit edilmedi (p=0.352).
STZ grubu; diger 4 grup ile karsilastinldiginda pAkt ekspresyonu istatistiksel
olarak anlamli azalma gosterdi (p<0.05). STZ+CRV 40 grubu ile STZ+CRV 20
grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml farkhlik bulundu (p<0.05). STZ
uygulanan gruplar igerisinde; Anti-pAkt antikoru ile en yodun ekspresyon
STZ+CRV 20 grubunda go6zlendi. T1DM rat modelinde Carvacrol’in 20
mg/kg/gun doz uygulanmasi ile pAkt protein ekspresyonunda artig tespit edildi.
insiilin sekresyonunu tetikleyen sinyal yolaginda PI3K, Akt fosforilasyonunu
uyarir, pAkt formuna getirerek aktivasyonunu saglamaktadir. Diyabetik
gruplara Carvacrol uygulanmasi sonucunda; PI3K ekspresyon artisi ile uyumlu

olarak pAkt ekspresyonunda da artis tespit edildi.
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Sekil-36: Anti-pAkt Antibody ile Sham grubunun immunohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmizi ok: f3 hicresi, siyah ok: a hlcresi)

Sekil-37: Anti-pAkt Antibody ile Kontrol CRV 40 grubunun immunohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hlcresi, siyah ok: a hiicresi)
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Sekil-38: Anti-pAkt Antibody ile STZ grubunun immunohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmizi ok: f3 hicresi, siyah ok: a hlcresi)

Sekil-39: Anti-pAkt Antibody ile STZ+CRV 40 grubunun immunohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hlcresi, siyah ok: a hiicresi)
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Sekil-40: Anti-pAkt Antibody ile STZ+CRV 20 grubunun immunohistokimyasal

boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hlcresi, siyah ok: a hiicresi)
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4.4.4. Glut-2 immunohistokimyasal boyama

Glut-2 Immunohistokimyasal Boyama
Glut-2 Negatif

vy

Sham

Kontrol CRV 40

STZ

STZ + CRV 40

STZ + CRV 20

Sekil-41: Gruplarin anti-Glut-2 Antibody ile pozitif ve kontrol negatif boyamasi
(400x) (Kirmizi ok: [ hicresi, siyah ok: a hicresi)
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Tum gruplardaki ratlarin pankreas dokusu Anti-Glut-2 antikoru ile
immunohistokimyasal boyama sonrasi incelendi ve analizi yapildi. Denek
hayvanlarin pankreas dokusunda Langerhans adaciklari ve ekzokrin kismi
intakt olarak gdzlendi. Anti-Glut-2 Antikoru ile yapilan incelemede; R hicre
membraninda yerlesim gosteren Glut-2'nin ekspresyonunu, 3 hicrelerinde
gozlemlemekteyiz. Sham ve Kontrol CRV 40 gruplarinda B hicrelerinde yogun
Glut-2 ekspresyonu gdzlendi. Ancak; STZ grubunda zayif ekspresyon tespit
edildi (Sekil-44). Diyabetik gruplara Carvacrol uygulanmasi ile Glut-2
ekspresyonundaki artis Sekil-41’de gosterilmistir. Sham ile Kontrol CRV 40
gruplari arasinda istatistiksel anlamli bir farkhlik tespit edilmedi (p=0.375). STZ
grubu; diger 4 grup ile karsilastirildiginda Glut-2 ekspresyonu istatistiksel
olarak anlamli azalma gosterdi (p<0.05). STZ+CRV 40 grubu ile STZ+CRV 20
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhhk bulundu (p<0.05). STZ
uygulanan gruplar igerisinde; Anti-Glut-2 antikoru ile en yodun ekspresyon
STZ+CRV 20 grubunda go6zlendi. T1DM rat modelinde Carvacrol’'un 20
mg/kg/gin doz uygulanmasi ile Glut-2 protein ekspresyonunda artis tespit
edildi. Glut-2, R hucrelerine glikoz alimini artirarak insulin sekresyonunu
uyarmaktadir. Diyabetik gruplarda CRV uygulanmasi ile Glut-2 proteinindeki

ekspresyon artisi, insulin protein ekspresyonundaki artisi da agiklamaktadir.
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Sekil-42: Anti-Glut-2 Antibody ile Sham grubunun immunohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmizi ok: 13 hicresi, siyah ok: a hlcresi)

Sekil-43: Anti-Glut-2 Antibody ile Kontrol CRV 40 grubunun immunohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hlcresi, siyah ok: a hlicresi)
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Sekil-44: Anti-Glut-2 Antibody ile STZ grubunun immunohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmizi ok: 13 hicresi, siyah ok: a hlcresi)

Sekil-45: Anti-Glut-2 Antibody ile STZ+CRV 40 grubunun immunohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hilicresi, siyah ok: a hiicresi)
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Sekil-46: Anti-Glut-2 Antibody ile STZ+CRV 20 grubunun immunohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: 3 hlicresi, siyah ok: a hticresi)

4.5. immiinohistokimyasal Analiz

Tez galismamizda immunohistokimyasal yontem ile boyanan dokularin
Olympus BX50 mikroskobu ile Zeiss Axiocam ICc 5 kamera kullanilarak
fotograflari ¢ekildi. Dokularin goruntusu Image J programi kullanilarak
immunohistokimyasal boyanma yuzdeleri hesaplandi. Image J ile elde edilen
veriler GraphPad Prism 8 InStat (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA) programinda degerlendirildi. Gruplar arasi farklilikta One Way ANOVA
testi Holm-Sidak metodu kullanild. istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul
edildi. Anti-Insulin, anti-PI3K, anti-pAkt ve anti-Glut-2 antikorlari i¢in ayri ayri

boyanma ylzdeleri hesaplandi ve analizleri yapildi.
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4.5.1. Anti-Insulin antibody ile immiinohistokimyasal analiz
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Sekil-47: Pankreas dokusu Langerhans adaciginin anti-Insulin antikoru ile
immunohistokimyasal boyanma yodunlugunun analiz grafigi ile gosteriimesi.

Sham grubu ile STZ grubu arasinda, STZ grubu ile STZ+CRV 40 grubu
arasinda, STZ grubu ile STZ+CRV 20 grubu arasinda ve STZ+CRYV 40 grubu
ile STZ+CRV 20 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriildii(p<0.05). 3Sham’a, P°CRV-40'a, °STZ’ye ve STZ+CRV 40’a goére

anlamliligi gosterir.
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4.5.2. Anti-PI3K antibody ile immunohistokimyasal analiz

PI3K
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Sekil-48: Pankreas dokusu Langerhans adaciginin anti-PI3K antikoru ile
immunohistokimyasal boyanma yogunlugunun analiz grafigi ile gosteriimesi.

Sham grubu ile STZ grubu arasinda, STZ grubu ile STZ+CRV 40 grubu
arasinda, STZ grubu ile STZ+CRV 20 grubu arasinda ve STZ+CRYV 40 grubu
ile STZ+CRV 20 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriildii(p<0.05). 3Sham’a, P°CRV-40'a, °STZ’ye ve STZ+CRV 40’a goére
anlamlhiligi gosterir.
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4.5.3. Anti-pAkt antibody ile immunohistokimyasal analiz

pAkt
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Sekil-49: Pankreas dokusu Langerhans adaciginin anti-pAkt antikoru ile
immunohistokimyasal boyanma yogunlugunun analiz grafigi ile gosteriimesi.

Sham grubu ile STZ grubu arasinda, STZ grubu ile STZ+CRV 40 grubu
arasinda, STZ grubu ile STZ+CRV 20 grubu arasinda ve STZ+CRYV 40 grubu
ile STZ+CRV 20 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gorildi(p<0.05). 3Sham’a, "Kontrol CRV-40’a, °STZ'ye ve STZ+CRV 40’a
gore anlamlih@r gosterir.
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4.5.4. Anti-Glut-2 antibody ile immunohistokimyasal analiz
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Sekil-50: Pankreas dokusu Langerhans adaciginin anti- Glut-2 antikoru ile
immanohistokimyasal boyanma yogunlugunun analiz grafigi ile gosterilmesi.

Sham grubu ile STZ grubu arasinda, STZ grubu ile STZ+CRV 40 grubu
arasinda, STZ grubu ile STZ+CRV 20 grubu arasinda ve STZ+CRYV 40 grubu
ile STZ+CRV 20 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gorildii(p<0.05). 83Sham’a, P"CRV-40'a, °STZ'ye ve 9STZ+CRV 40’a gére

anlamlihgi gosterir.
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5.TARTISMA

Diabetes mellitus alarm seviyesine ulasan onemli bir halk saghgi
sorunudur. Gunumuzde dunyada diyabet tanili kisi sayisi yarim milyardan
fazladir. Ayrica 6 gebelikten 1’inde gebelikte hiperglisemi tespit edilmektedir®®.
Diabetes mellitus, yetersiz insilin salinimina eslik eden yuksek kan glikoz
duzeyi ile tanimlanan ve cesitli nedenler ile ortaya g¢ikan heterojen bir
hastaliktir. Otoimmun bir hastallk olan T1DM, pankreasta [ hcrelerin
yikimina neden olmaktadir??’. Carvacrol, Oregano ve thyme(kekik)de bulunan
monoterpenik fenollerden biridir?2. Antibakteriyel 6zellik tagimaktadir??®.
Ayrica CRV’nin anti-inflamatuar, antioksidan ve bakterisidal etkileri
bulunmaktadir*'*. Yapilan bir ¢alismada; Carvacrol'iin antioksidatif ve anti-

inflamatuar etkilerinin diyabeti énlemede etkin oldugu bulunmustur®,

PI3K/Akt sinyal yolaginin insulinin salgilanmasinda énemli bir yeri vardir.
Glikoz alimi, glikoneogenez ve glikojen baglanmasinin duzenlenmesinde etkili
olan bir yolaktir?°, Bu yolak ile glikoz tasinmasi, insllin gen transkripsiyonu ve
R hiicresinin varligini strdirmesi diizenlenmektedir?!. Glut-2; pankreatik 3
hicrelerde, karacigerde, ince bagirsakta ve endoderm kokenli diger

hiicrelerde yiiksek dizeyde bulunmaktadir?®

. Glikoz ile uyarilan insulin
sekresyonu, metabolik homeostazin normal isleyisinde merkezi bir konumda
yer alir. Bu slre¢, B hucrelerine Glut-2 araciidiyla glikoz alhmi ile
uyariimaktadir. Bir glikoz tasiyicisi olan Glut-2, R hicresi igerisinde glikoz

alimini tetikleyerek ilk haberci olarak gérev almaktadir?®3,

Carvacrol ile ilgili yapilan daha dnceki ¢calismalarda CRV’nin Tip 1 DM’de
kan glikoz seviyelerini dusurdugu gosterilmig, ancak bu dususun hangi
mekanizmalar ile gerceklestigi bu ¢aligmalarda gosteriimemistir. Yine daha
onceki calismalar icerisinde T1DM’de Carvacrol’'in dogrudan pankreas
Langerhans adacigindaki [ huacreleri Gzerinde etkinligini  gdsteren
immunohistokimyasal bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle biz arastirmamizda,
Carvacrol'in diabetes mellitus Uzerindeki etkisini pankreatik dokuda PI3K/Akt
yolagi araciligi ile Glut-2 ve insulin  ekspresyon degisimini

immunohistokimyasal ydntemler ile gOstererek incelemeyi planladik. Bu
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amagla kontrol, diyabetik ve Carvacrol ile tedavi edilen diyabetik gruplar
olusturduk. Diabetes mellitus intraperitoneal uygulanan streptozotocin ile
olusturuldu. Deney suresince hayvanlarin kan glikoz duzeyi ve vucut agirliklari
Olculerek takip edildi. Deney sonunda pankreas dokulari eksize edildi ve
histolojik incelemesi yapildi. Bu ¢alismanin en 6nemli sonucu; pankreasta
Carvacrol’in kan glikozunu dusurucu etkisini PI3SK/pAkt yolagi Gzerinden Glut-

2 ve insulin ekspresyonunu artirarak gostermesidir.

Calismamizda vicut agirliklarinda gruplar arasinda anlamli bir fark
gorulmedi. STZ grubunda belirgin hiperglisemi tespit edildi. Kan glikoz duzeyi
Carvacrol ile tedavi edilen diyabetik gruplarda disus egiliminde bulundu.
Cahismamiz ile Tip 1 diabetes mellitusta; 40 mg/kg/gin Carvacrol ile
karsilastirildiginda 20 mg/kg/gin Carvacrol uygulanmasinin kan glikoz
seviyesini diugurmede daha etkili oldugu istatistiksel olarak anlamli dugus ile
de tespit edildi. 20 mg/kg Carvacrol’lin diyabetik ratlarda anti-diyabetik etkinligi

belirlenmis oldu.

Calismamizi destekleyecek sekilde; diyabetik model olusturulup Carvacrol
ile tedavi edilen hayvanlarda Carvacrol’un anti-diyabetik etkisi sonucuna

ulasan baska calismalar da bulunmaktadir.

Yilang Li ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptidi bir calismada farelerde tip
1 diabetes mellitus olusturmak icin 5 gun sure ile 45 mg/kg i.p. STZ
uygulanmis. Tedavi i¢in uygulanacak etkin Carvacrol dozunu belirlemek igin
oncelikle 3 gruptaki 8’er fareye 10 mg/kg/gtin, 20 mg/kg/giun ve 40 mg/kg/guin
dozlarinda CRV 2 hafta siresince i.p. uygulanmig. Carvacrol, 1% DMSO
icerisinde ¢ozdurilmus. CRV tedavi gruplarinda glikoz seviyesindeki azalma
20 mg/kg CRV dozunda daha etkili bulunmus olup 20 mg/kg ile 40 mg/kg
arasinda onemli bir farklik tespit edilmemistir. Bu nedenle c¢alismaya 10
mg/kg/gin ve 20 mg/kg/gin CRV etkisinin karsilastirlmasi igin devam
edilmistir. CRV’nin uzun suredeki anti-hiperglisemik etkisini goérmek icin
calisma 4 hafta ile 6 haftaya uzatiimistir. 20 mg/kg CRV ile tedavi edilen grupta
glikoz duzeyi, diyabetik gruba gore 6nemli Olgide dusuk oldugu ve tedavi

suresi uzadikca kan glikoz duzeyindeki dususun arttigi bulunmustur.
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Calismada Carvacrol’'n anti-hiperglisemik etkisinin doza bagh oldugu
sonucuna ulasiimistir. Plazma insulin dizeyi olgiimus ve diyabetik grup ile
CRV ile tedavi edilen diyabetik grup arasinda oOnemli bir farklilik

bulunmamigstir??,

Oysa calismamizda diyabetik ratlarda 6 hafta CRV
uygulanmasi ile insllin sekresyon artisini pankreatik 3 huicrelerinde
ekspresyon artigi ile gosterdik. Calismamiz ile benzer olarak bu galismada da
20 mg/kg Carvacrol’in 4 hafta veya 6 hafta sureli tedavisinin diyabette plazma
glikoz duzeyini 6nemli derecede dusurdugu bulunmustur. Yilang Li ve
arkadaslari galismasinda Carvacrol’in etkisini sadece kan glikozu degerleri
uzerinden  goOstermisken biz  ayni  etkiyi ek olarak histolojik,

immunohistokimyasal yontemler ve mekanizmayla gostermis olduk.

2020 yilinda yapilan farkh bir ¢alismada; 5 gliin boyunca 45 mg/kg/gin
intraperitoneal STZ uygulamasi ile diyabet olusturulan farelerde CRV 6 hafta
boyunca intraperitoneal uygulanmigtir. Kontrol, STZ ve CRYV verilen 2 tedavi
grubundan olusan toplam 4 hayvan grubu olusturulmustur. Tedavi gruplarina
her gun dusuk doz 10 mg/kg CRV ve yuksek doz 20 mg/kg CRV verilmistir.
Calismada farelerin torasik aortalari SM-a-actin, Ki67 ve PCNA antikorlari ile
immunohistokimyasal agidan incelenmigtir.  Yapilan Western Blot
calismasinda gruplarin pAkt, PTEN, GSK-33 ve PDK1 ekspresyonlari
karsilastinlmistir. Diyabetik grupta pAkt, PDK1 ve GSK-3B ekspresyonu
disuk; 10 mg/kg ve 20 mg/kg CRV uygulanan diyabetik gruplarda ise kontrol
grubuna benzer sonug elde edilmigtir. Diyabette major patolojik degisiklik aorta
duvarinda incelme olmasidir. CRV ile tedavi edilen diyabetik gruplar, kontrol
grubu ile karsilastirldigi zaman aort duvar kalinhginda farklihk tespit
edilmemesine ragmen diyabetin neden oldugu hipergliseminin belirgin olarak
azaldigi sonucuna ulasiimistir. 10 mg/kg ve 20 mg/kg CRV verilen gruplar
arasinda anlamli bir farkhlik bulunmamistir. Ayrica bu ¢alismada; ilk dnce PI3K
inhibitdrd uygulanmasi ile CRV’nin diyabette aortik hiperkontraktilite Gzerindeki
etkisinin ortadan kalktigi gorulmustar. Bu sonug ile CRV’nin, PI3K/Akt yolagini
aktive ederek etkili oldugu gosterilmistir!*®. Calismamizda da pankreatik R
hucrelerindeki CRV etkisini; PI3K/Akt sinyal yolag uzerinden inceledik:

T1DM’de pankreatik R hulcrelerinde ekspresyonu azalan pAkt ekspresyonu
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diyabetik gruplara CRV uygulanmasi ile artis gosterdi. Bu calisma da
sonuglarimizla uyumlu olmaktadir. Ayrica CRV’nin kan glikozunu dusurtcu
etkisini; bu galismada yapilmayan pankreas Langerhans adaciklari uzerinde
anti-P13K ve anti-pAkt antikorlari ile immunohistokimyasal incelemeler yaparak
sonucumuzu destekledik. Hiperglisemi durumunda 6 haftalik Carvacrol
uygulamasi sonucunda iyilesme olmasi, bizim ¢alismamizdaki CRV’nin anti-

diyabetik etkisini destekler niteliktedir.

Ning Hou ve arkadaglarinin 2019 yilinda farelerde yaptigi calismada T1DM
olusturmak icin STZ 45 mg/kg/gin dozunda 5 gun art arda intraperitoneal
uygulanmistir. 2 ayri gruptaki diyabetik farelere CRV 10 mg/kg/gin ve 20
mg/kg/giin dozunda 6 hafta boyunca i.p. yolu ile verilmistir. Carvacrol
¢6zucusl olarak 0.1% DMSO kullaniimistir. 20 mg/kg CRYV ile tedavi edilen
diyabetik farelerde 4. haftada kan glikoz dizeyinde énemli bir disis meydana
gelmistir. 6. haftada; hem 10 mg/kg hem de 20 mg/kg CRV uygulanan
diyabetik grupta kan glikoz diuzeyi diyabetik gruba gore belirgin derecede
disuk bulunmustur. Hayvanlarin kalbinin histolojik kesitleri incelendiginde;
diyabetik grupta ventrikiler duvar kalinhginda azalma gortulmus olup bu
histopatolojik degisikligin 20 mg/kg/gun CRYV ile tedavi edilen diyabetik grupta
olmadigi tespit edilmistir. Diyabetik kalpte olugan patolojik degisikliklerde; 10
mg/kg CRV’ye gore 20 mg/kg CRV uygulanmasi ile dizelme daha fazla
olmustur. Kontrol grubu ile karsilastinldiginda diyabetik grupta hipertrofik
kalpte PI3K/Akt sinyal yolaginin belirgin derecede baskilandigi bulunmustur.
Bununla iligkili olarak Western Blot calismasi ile; diyabetik grupta PI3K, PDK1
ve Akt ekspresyonlarinda 6nemli derecede azalma oldugu sonucuna
ulagilmistir. CRV ile tedavi edilen diyabetik gruplarda ise PI3K, PDK1 ve Akt
fosforilasyonunda belirgin artis oldugu bulunmustur. Kardiyomiyosit hucreleri
galisildigi icin CRV’nin GLUT-4 Uzerindeki etkisi incelenmistir. PI3K/Akt yolagi
ile baglantili olarak diyabetik durumda azalan GLUT-4 ekspresyonu; diyabette
CRV uygulanmasi ile artmistir'®®. Diyabetik gruba 6 hafta sireyle uygulanan
20 mg/kg dozunda CRYV ile kan glikoz dizeyinde anlamli disus olmasi bizim
calismamizi destekler niteliktedir. Deneyimizin 2. haftasinda kan glikoz

dizeyinde; 20 mg/kg CRV uygulanan diyabetik grup ile Sham grubu arasinda
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istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik bulunmadi. Kan glikoz duzeyindeki
azalmanin nedeni immunohistokimyasal boyama ile de gosterildi.
Calismamizda CRV uygulanan diyabetik gruplarda pankreatik 3 hiicrelerinde
insulin ekspresyon artisi gosterildi. Calismamizda CRV’nin etki mekanizmasini
incelemek icin  PI3K ve Akt fosforilasyonunun ekspresyonunu
immunohistokimyasal olarak pankreas 3 adacik hicrelerinde gosterdik. Bu
calisma kardiyomiyositlerde oldugu igin GLUT-4 c¢alisiimis olup biz
calismamizda pankreatik R hulcrelerinde GLUT-2 ekspresyon degisimini

inceledik.

Wenjing Deng ve arkadaglari tarafindan 2013 yilinda yapilan Carvacrol’in
diyabetik ratlarda biligsel defisiti iyilestirme etkisi ile ilgili galismada oncelikle
diyabet olusturmak icin 65 mg/kg STZ tek doz i.p. olarak uygulanmigtir. 3
diyabetik tedavi grubu olugturulmus ve 25, 50 ve 100 mg/kg/gin CRV dozlari
7 hafta boyunca ratlara i.p.olarak verilmistir. Veriler biyokimyasal analiz ve
biligsel fonksiyon testi ile incelenmigtir. CRV uygulanan diyabetik gruplarda
kan glikoz duzeylerinde dusus oldugu gosterilmistir. 7 haftalik deneyin
sonucunda 25 mg/kg CRV uygulanan ratlarda kan glikoz ortalamasi 305
mg/dL, 50 mg/kg CRV grubu ortalamasi 295 mg/dL ve 100 mg/kg CRV grubu
ortalamasi 289 mg/dL olarak dlgulmustur. Diyabetik grup ile kiyaslandiginda
25, 50 ve 100 mg/kg CRV uygulanan diyabetik gruplarda kan glikoz
dizeyindeki dusus istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Diyabetik ratlarda
CRV tedavisinin biligsel fonksiyonlari iyilestirdigi, néronal hicre o6limuani
azalttig1 bulunmustur. Bulgular ile CRV’nin anti-diyabetik ve ndroprotektif
etkilerinin; anti-oksidatif ve anti-inflamatuar o6zellikleri ile iligkili oldugu
sonucuna variimistir™®, CRV’nin diyabette kan glikoz diizeyinde belirgin disls
olmasi bizim calismamizi destekler niteliktedir. Ancak bu calismada 25, 50 ve
100 mg/kg/guin CRV 7 hafta uygulanmis olmasina ragmen kan glikoz
dizeyindeki dusus bizim calismamiza gbére daha az olmustur. Bizim
calismamizda, diyabetik ratlara 6 hafta sureyle 20 mg/kg/gin Carvacrol
uygulanmasi sonucu kan glikoz ortalamasi 230 mg/dL bulundu. Ayrica
calismanin sadece baslangicinda ve sonunda kan glikoz duzeyi bakilmig olup

takibi yapiimadigi icin aradaki haftalarda kan glikoz dizeyindeki degisim
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gosterilmemigtir. Diger ¢alismalarda ve bizim ¢alismamizda en etkin Carvacrol
dozu 20 mg/kg/gun olarak gosterilmistir. Ancak; bu ¢alismada Carvacrol dozu
arttikca kan glikozunun daha fazla dustigu gdsterilmigtir fakat 25, 50 ve 100
mg/kg Carvacrol uygulanan gruplar arasinda kan glikozunu dusirme etkinligi

acisindan istatistiksel olarak anlamliliga bakilmamistir.

2020 yilinda yapilan bir calismada diyabetik erkek ratlarda Carvacrol’in
ureme hasarindan koruyucu etkilerini arastirmak amaciyla 4 grupta toplam 74
Wistar cinsi rat kullanilmistir. Diyabetik model olusturmak igin STZ 55 mg/kg
tek doz i.p. uygulanmistir. CRV 75 mg/kg/gin dozunda 4 hafta ve 8 hafta
boyunca ratlara gavaj yolu ile verilmistir. 4. haftanin sonunda 4 gruptaki ratlarin
bir kismi dekapite edilmis; 8. haftanin sonunda kalan ratlar ile deney
sonlandiriimistir. Bu calismada elde edilen veriler biyokimyasal analiz ve
Western blot ile incelenmistir. 4. haftanin sonunda diyabetik grup ile CRV ile
tedavi edilen diyabetik grup arasinda serum glikoz dederi agisindan farkllik
bulunmamisken; 8. haftanin sonunda gruplar arasi anlamli farklilik tespit
edilmistir. Bu caligmada diyabetik testiste Carvacrol’'in koruyucu etki
mekanizmasinin Nrf2/HO-1 sinyal yolagini aktive ederek anti-oksidatif etki
gosterdigi  belirtilmigtir. CRV, diyabetin neden oldugu testikiler hasari
onlemede basarili bulunmustur. 75 mg/kg/gun Carvacrol uygulanmasi ile kan
glikoz duzeyinde dusUs bu calismada 4. haftada tespit edilmemis; 8. haftada
anlamli diistis bulunmustur?*®. Oysa bizim calismamizda 2. haftada CRV 20
mg/kg/gun doz ile kan glikoz dizeyinde dislUs saglandi ve diyabetik gruba
kiyasla istatistiksel anlamli sonu¢ elde edildi. Biz ¢alismamizda 2. hafta
itibariyle sonug almaya bagsladik. Bu galismada ise ileriki haftalarda sonug

alinmasinin nedeni yuksek dozda uygulanan CRYV olabilir.

Literatir tarandigi zaman, Carvacrol’in Tip 1 diabetes mellitusta anti-

diyabetik etkisinin olmadigini sdyleyen ¢alismalar da mevcuttur.

2014 yilinda yapilan bir galismada, STZ ile induklenmis diyabetik ratlarda
7 gun sureyle 25 mg/kg/gun ve 50 mg/kg/gin Carvacrol uygulanarak sonuglar
biyokimyasal olarak incelenmistir. Zeytinyaginda ¢ézdurulen CRV, intragastrik

tip aracih@i ile oral yoldan verilmistir. Biyokimyasal analizde AST ve ALT
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degerleri DM grubunda yuksek bulunurken; CRV tedavi gruplarinda kontrol
grubuna yakin sonuglar bulunmustur. Serum insulin dizeyi DM ve CRYV tedavi
gruplarinda benzer sekilde dusuk olgulmus olup gruplar arasinda anlamli
farklilik tespit edilmemistir. Sonug olarak Carvacrol’in kan glikozunu disuricu
etkisinin gorulmedigi bildirilmistir. Karacigeri koruyucu etkisi olabilecegi icin
diyabetik kisilerin diyetine eklenmesinin sakincasi olmadigi goérusune
varilmigtir. CRV ile pankreasta istenilen etkinin olusmadigi fakat herhangi bir
zararli etkisinin de olmadidi belirtilmigtir'®®. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak
bu calismada CRV’nin kan glikozuna etki etmeme nedeni: Carvacrol’in etki

goOstermesi igin 7 gunlUk deney suresinin kisa olmasi olabilir.

Carvacrol’in Tip 2 DM Uzerindeki etkinligini gosteren bilimsel ¢calismalar

da mevcuttur.

2020 yilinda Wei Zhao ve arkadaslari Carvacrol’'in T2DM nedenli vaskuler
inflamasyon Uzerindeki etkisini arastirmak igin 45 adet C57BL/KsJ diyabetik
fare ve 15 adet non-diyabetik kontrol fare ile galisma olusturmustur. Diyabetik
tedavi gruplari: DM+5 mg/kg CRV (dusuk doz) ve DM+10 mg/kg CRV (yuksek
doz) olarak dizenlenen deney 6 hafta surmuagstur. CRV gavaj ile uygulanmistir.
Deney sonunda kan glikoz ve serum insulin duzeyi olgimu yapilmistir.
Immunohistokimyasal calismada: anti-NF-kB kinase inhibitorii, anti-NF-kB
inhibitor-a, anti-NALP3, anti-NF-kB, anti-phosphorylated insulin receptor,
anti-phosphorylated insulin receptor substrate-1 ve anti-TLR4 antikorlari ile
calisiimistir. Calismada CRV’nin etkisi TLR4/NF-kB sinyal yolagi tzerinden
arastinlmigtir. Diyabetik grup ile karsilastinldiginda DM+CRV tedavi
gruplarinda kan glikoz duzeyinde azalma oldugu gorulmustur. Diyabetik grupta
5 mg/kg ve 10 mg/kg CRYV ile alinan sonuglar birbirine yakin bulunmustur.
T2DM olan farelerde artis gosteren serum insulin dizeyi 5 mg/kg ve 10 mg/kg
CRV uygulanmasi ile azalarak normal seviyeye yaklagim gostermistir. CRV,
diyabetik farelerin thoracoabdominal aortalarinda insulin sinyal molekullerinin
ekspresyonunu Onemli derecede azaltmigtir. Diyabetik hastalarda insulin
rezistansinin asil nedeni olan inflamatuar belirteclerin serumdaki duzeyi

DM+CRV gruplarinda belirgin olarak dusls gostermistir. Sonug¢ olarak
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Carvacrol TLR4/NF-kB sinyal yolak aktivitesini azaltmistir. Diyabetik farelerde
5 mg/kg CRV ve 10 mg/kg CRV kan glikoz duzeyinde 6nemli bir digus

saglamistir®,

2013 yilinda yapilan bir galismada yuksek yagli diyet ile beslenen
farelerde diyabet modeli olusturulmustur. Carvacrol’in kan glikoz dizeyine
hangi dozda daha etkili olduguna karar vermek amaciyla dncelikle Carvacrol
10, 20 ve 40 mg/kg/gun dozlarinda 15 gln sireyle hayvanlara oral yol ile
uygulanmistir. Kan glikoz duzeyini dusirmede en etkili dozun 20 mg/kg/gun
oldugu sonucuna ulasiimistir. Calismada kan glikoz dizeyindeki degisim;
sadece CRV ve CRYV ile bir anti-diyabetik olan Rosiglitazone (RSG) kombine
verilerek arastiriimisgtir. Deney 35 gun surmuastur. Yuksek yagl diyetle
beslenen farelerde ylksek kan glikoz ve insulin dizeyi mevcutken CRV
tedavisi ile normal seviyeye yakin kan glikoz ve insilin dizeyi tespit edilmistir.
Bu calismada CRYV tedauvisi ile bir anti-diyabetik olan RSG’nin kan glikozunu
dusuracu etkisine benzer bir sonug elde edilmis olup kombine kullaniminda
kan glikoz dizeyinde daha fazla dusis oldugu gdézlenmistir. Pankreasin

sadece hematoksilen-eozin boyamasi yapilmigtir®’,

Bizim c¢alismamizi
destekleyerek bu deneyde de Carvacrol’'in anti-diyabetik 6zelliginin en etkili
dozu 20 mg/kg/gun olarak bulunmustur. 20 mg/kg CRV tedavisi ile diyabetik

farelerin kan glikoz dizeyinde normal dizeye yakin sonug elde edilmistir.

Wei Zhao ve arkadaglarinin 2021 yilinda yaptigi 6 haftalik deneyde
farelerde T2DM olusturuimus ve CRV’nin diyabet nedenli olusan karaciger
hasarindaki koruyucu etkisi arastiriimistir. CRV 10 mg/kg/gin dozunda 6 hafta
uygulanmistir. Biyokimyasal ve immunohistokimyasal incelemeler yapiimigtir.
Diyabetik farelerde 10 mg/kg CRV ile 6 haftalik uygulama sonucunda aglik kan
glikozunda 6nemli derecede dusis oldugu bulunmustur. Kanda aglik insdlin
dizeyi de bakilmis ve diyabetik farelerde artan insilin seviyesinin CRV
tedavisi ile dustugu gozlenmigtir. Karaciger hasarinin gostergesi olan ALT ve
AST diyabetik farelerde yuksek; CRV tedavisi sonrasi ALT ve AST duzeyinde
disus tespit edilmistir. Ayrica galismada bobrek fonksiyonunu gosteren: BUN,

kreatinin ve urik asit duzeyleri de incelenmis ve diyabette artan bu degerlerde
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Carvacrol tedavisi sonrasi normale yakin duzey elde edilmigtir. T2DM’ye bagl
karaciger ve bobrek hasarinda CRV'nin iyilestirici etkisi oldugu biyokimyasal
analiz ve histolojik kesitler ile gosterilmistir. Yapilan immunohistokimyasal
calismalarda diyabetik fare karacigerinde; Akt, pAkt, NF-kB, mTOR, TLR4
ekspresyonu yuksek bulunmustur. CRV tedavisi sonrasi karaciger dokusunda
hem total hem fosforile Akt ekspresyonunun belirgin derecede baskilandigi
bulunmustur. Bu bulgular immunofloresan ve Western-Blot sonugclari ile
desteklenmigtir. Bu calisma ile T2DM ile olusan karaciger hasarini
Carvacrol’in insulin, TLR4/NF-kB ve AKT1/mTor sinyal yolaklari aracihgi ile
azalttig1 gosterilmigtir. 10 mg/kg/gun Carvacrol’in 6 hafta uygulanmasi ile
diyabetik farelerde kan glikoz duzeyinde belirgin azalma oldugu

bulunmustur?®®, Bu sonug da bizim ¢alismamizi desteklemektedir.

Memeli hicrelerinde PI3K/Akt/mTOR/p70S6K sinyal kaskadi, insulin ve
IGF-1’in etkilerini dizenlemektedir. Bu kaskadin akisinda herhangi bir
bozulma olmasi durumunda insulin rezistansi, T2DM ve kanser ortaya
cikabilir. Protein kinaz Akt, bu kaskadin kilit noktasindaki efektor kinazdir. Akt,
Glut-4’dn insuline bagh translokasyonunu ve glikoz tasinmasini artirir,
mTORC1 ve p70Sk6&’yi aktive eder?®®. Obezitede yag dokunun artmasi; ins{lin
rezistansi ve T2DM gelisimi i¢cin dnemli bir risk faktérudir. Obez ve ylksek
yagh diyet ile beslenen kemirgenlerde mTORC1 aktivitesi ylksek

bulunmustur?40-242,

Carvacrol’in pankreas dokusuna etkilerinin arastirildigi baska calismalar

da bulunmaktadir.

Asli Sen Dagh Gul ve arkadaglarinin 2013 yilinda yapmis oldugu
arastirmada ratlarin izole pankreas adaciklarinda H202 ile induklenen hasarin
oral Carvacrol tedavisine yaniti ¢ahsiimigtir. 40 Wistar Albino erkek rat
kullanilan ¢calismada oncelikle Carvacrol’in etkin dozunu bulmak icin 20, 40
ve 80 mg/kg/gun dozlarinda CRV orogastrik tup ile uygulanmistir. 9 gunluk
deney sonucunda en etkili yanit 20 mg/kg/gun CRV ile elde edilmistir. H202
ile olusturulan oksidatif hasar, 20 mg/kg CRV tedavisiyle iyilesme gostermistir.

Ancak ylUksek doz CRV,; adaciklarda meydana gelen doku hasarini

85



engellememistir. 80 mg/kg CRV uygulanan grupta; kontrol grubuna kiyasla
adacik dokusunun canlilik oraninda belirgin dislis olmustur?*®, Yapilan bu
arastirmada da ¢alismamizi destekler nitelikte Carvacrol 20 mg/kg/gun olarak

uygulandiginda pankreas dokusunda en etkin doz oldugu bulunmustur.

Bu sonuglar gostermektedir ki: Carvacrol dokulardaki oksidatif stresi
azaltmakta olup kan glikoz duzeyi Uzerinde dusurucu etkiye sahiptir. Biz de
calismamizda T1DM’de Carvacrol’in kan glikozunu dusulrict etkisini;
pankreatik dokuda PI3K/Akt yolagi Uzerinden Glut-2 ve insulin ekspresyonunu
artirarak gosterdigi sonucuna ulastik. Diger ¢alismalarda oldugu gibi bizim
calismamizda da diabetes melllitusta 20 mg/kg Carvacrol’'in kan glikoz

seviyesini digurmede daha etkili oldugunu gosterdik.
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6.SONUGLAR

Bu calisma ile Tip 1 diabetes mellitusta Carvacrol’'lin kan glikoz dizeyini
duslricl etkisini pankreas Langerhans adaciklarinda PI3K/Akt yoladi ile
gosterdigi ortaya ¢cikmistir. T1IDM’de Carvacrol uygulanmasi ile pankreatik 3
hicrelerinde Glut-2 ekspresyonunda artig tespit edilmis olup insilin proteini
ekspresyonunun da arttigi immunohistokimyasal yontemler ile gosterilmigtir.
Diyabette; Carvacrol'in Glut-2 ekspresyonu ve insilin sekresyonunu
pankreasta PI3K/Akt yolagdi ile artirdigi sonucu bulunmustur. Diabetes mellitus
durumunda; Carvacrol’'in kan glikoz duzeyini dusurmesi ile anti-diyabetik
tedavide ek olarak kullanilabilecedi; bu sayede insanlarin yagsam Kkalitesini
artirabilecegi ongorulmekte olup sonuglarin yapilacak deneysel caligmalar ile

desteklenmesi gerekmektedir.
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