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OZET

Deneysel Diyabet Olusturulmus Ratlarda Metformin HCI Etkisinin Histopatolojik

ve Immunohistokimyasal Olarak Arastirilmasi

Amag: Bu calismada, Tip 2 diyabet olusturulmus si¢anlarda metformin HCI ve
metformin HCI-yiiklii boncuklarin karaciger ve pankreas lizerindeki erken donem
histopatolojik ve immunohistokimyasal etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot:Kontrol, streptozotozin (STZ)-nikotinamid (NA), STZ-
NA+oral metformin HCI(OM), bos boncuk, metformin HCI+AL-CS ve metformin
HCI+AL olmak tizere toplam 6 grup olusturulmustur (toplam 43 sigan kullanilmistir).
Kontrol grubu disindaki sicanlara STZ’nin taze hazirlanmis ¢ozeltisi (40 mg/kg dozda)
uygulanmis, 15 dk sonra ise NA’nin % 0.9’luk NaCl igerisindeki ¢ozeltisi (120 mg/kg
doz) i.p olarak tek doz halinde uygulanmistir. Uygulamanin 7. giliniinde kan glukoz
diizeyi >126 mg/dl olanlar diyabetik olarak kabul edilip ilag uygulamasi yapilmistir ve
uygulamadan 72 saat sonrasiganlar sevofluran anestezisi altinda uyutulmustur. Alinan
pankreas ve karaciger  Orneklerinden hazirlanan preparatlar histopatolojik ve
immunohistokimyasal olarak incelenmistir.

Bulgular: Histopatolojik olarak, pankreasin langerhans adaciklarindaki atrofik
goriinimiin STZ-NA , STZ-NA+OM ve bos boncuk gruplarinda siddetli oldugu,
metformin HCI+AL-CS ve metformin HCI+AL gruplarinda ise bu atrofik goriiniimiin
azaldig1 belirlenmistir. Immunohistokimyasal olarak ise, langerhans adaciklarinin
capmin ve insiilin immunpozitif B hiicre sayillarinin STZ-NA, STZ-NA+OM ile bos
boncuk gruplarindaki siganlarda oldukg¢a az diizeyde oldugu saptanmistir. Fakat,
metformin HCI+AL-CS ve metformin HCI+AL gruplarinda langerhans adaciklarinimn
capt ile insiilin immunpozitif B hiicrelerin sayisinin arttig1 tespit edilmistir. Karacigerin
histopatolojik incelemesinde ise tiim deneme gruplarinda benzer diizeyde hidropik
dejenerasyon ve periasiner nekroz goriilmiistiir.

Sonu¢: Olusturulan diyabet modelinin pankreas ve karacigerde fizyolojik
fonksiyonlar1 etkileyecek oranda patolojik degisikliklere ve parankim hiicrelerinde
sayisal azalmaya sebep oldugu, fakat metformin HCI yiiklii ila¢ tasiyici sistemlerin
kullaniminin 6zellikle pankreasin langerhans adaciklari iizerindeki diyabetik etkiyi
azaltmada faydal1 olabilecegi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, histopatoloji, immunohistokimya, karaciger, pankreas.



ABSTRACT
Investigation of Histopathological and Immunohistochemical Effects of Metformin

HCI in Experimental Diabetic Rats

Aim: In this study, we aimed to investigate the early stage histopathological and
immunohistochemical effects of metformin HCI and metformin HCI-loaded beads in the
liver and pancreas of experimantal Type 2 diabetic rats.

Material and Methods: For this study, a total of 43 rats were divided in 6
groups as control, streptozotocin (STZ)-nicotinamide(NA), STZ-NA+oral metformin
HCI (OM), blank beads, metformin HCI+AL-CS and metformin HCI+AL. Type-2
diabetes was induced in overnight-fasted rats by single i.p injection of freshly prepared

STZ (40 mg/kg), 15 min later, the rats were given the i.p injection of freshly prepared
NA in NaCl (0.9%) solution (120 mg/kg) (except of control group). The development of
diabetes was confirmed by the elevate glucose level on day 7 of injection. The rats with
fastting blood glucose level higher than 126 mg/dl were considered as diabetics. The
solution of pure drug and the suspensions of the beads were administered to rats and
after 72 hours necropsy was performed to all rats under sevoflurane anesthesia.
Preparations made from the pancreas and liver samples were analyzed by using
histopathologic and immunohistochemical methods.

Results: Severity of atrophic appearance of pancreatic Langerhans islet was high
histopathologically in STZ-NA, STZ-NA+OM and blank beads groups. This situation
was decreased in metformin HCI+AL-CS and metformin HCI+AL groups.
Immunohistochemically, the diameter of Langerhans islet and number ofthe insulin
immune-positive 3 cells was quite minimal in rats of STZ-NA, STZ-NA+OM and blank
beads groups. However, the diameter of Langerhans islet and the number of insulin
immune-positive B cells was increased in metformin HCI, metformin HCI+AL-CS and
metformin HCI+AL groups. In the histopathological examination of liver hydropic
degeneration and necrosis at similar levels in all treatment groups were observed.

Conclusion: Induction of diabetes model in rats affected physiological functions
of pancreas, liver and caused to pathological changes of parenchymal cells like
numerical reduction but, the use of metformin HCI-loaded beads, particularly on
pancreatic islets of Langerhans was found to be beneficial in reducing the effects of
diabetes.

Key Words: Diabetes, histopathology, immunohistochemical evaluation, liver,
pancreas.
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM) insiilin hormonunun salgilanmasinda, etkisinde veya her
ikisindeki bozukluklar sonucu, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki
bozukluga bagl olarak gelisen, kronik hiperglisemi ile karakterize bir hastaliktir.
Genetik ozellikler, ¢evresel faktorler ve yasam tarzindaki degisikliklerin sonucu insiilin
eksikligi veya etkisizligi hastah@in gelisimine sebep olur.***Zamaninda kontrol ve
tedavi edilmediginde akut veya kronik komplikasyonlara sebep olarak, morbidite ve
mortaliteyi olumsuz etkileyerek halk sagligi a¢isindan Onemli  sorunlar
olusturmaktadir.»>°

DM, diinyada olduk¢a yaygin ve epidemik hale gelmis bir hastalik olup,
prevalanst her gecen giin engellenemeyen bir sekilde artmaktadir.*® Diyabet sikliginin
artist ile birlikte komplikasyonlar1 da artmakta ve her yil bu kronik
komplikasyonlarindan dolay1 3 milyon insan 5lmektedir.®2000 yilinda 171 milyon olan
diyabetli insan sayisi 2007°de 246 milyon, 2010°da 285 milyon olmus ve 2030 yilinda
438 milyon olacag tahmin edilmektedir.®® Tiirkiye’de ise DM prevalanst %13.7 olarak
bulunmustur.lOBirgok iilkede 6liime neden olan hastaliklar arasinda besinci sirada yer
alan DM etiyolojisi oldukca karmasiktir ve halen tam bilinmemektedir.""*?

DM yiiksek oranlarda mortalite ve morbiditeye neden olmas1 ve yayginliginin
yani sira, llkelerin saglik harcamalarinda da 6nemli mali yiik getiren bir hastaliktir.
DM ve komplikasyonlarinin tanisi, tedavisi ve bakimi i¢in her yil diinya genelinde 166
milyar Avro biit¢enin harcandigi bilinmekte, 2025 yilnda ise bu rakamin 216 milyar
Avro’ya ulasacagi tahmin edilmektedir.*® Amerika Birlesik Devletleri, sagliga harcadig
her 5 dolarin 1 dolarmi diyabetik hastalara harcamaktadir.*Diger iilkelerde de ulusal
saglik biitgesinin her yi1l %2.5-15’inin diyabetin dogrudan maliyetlerine harcandigi

gériilmektedir.15 Diyabet tanist konulmus bir hastanin ortalama yillik maliyeti



Avrupa’da 2.800 Avro’dur.®ABD’de ise 12.000 Dolar civar1ndad1r.17Tiirkiyede
diyabetin maliyeti hakkinda yapilmis aragtirmalara ait bilgiler ne yazik ki
bulunmamaktadir. Akalin ve ark.’® tarafindan 1998’de yapilan ve tigiincli basamak
saglik kurulusunda yaklasik bin olguyu kapsayan calismada diyabet hastalarinin yillik
tibbi maliyeti 1100-2100 Dolar olarak bulunmus ve bu maliyetin yaklasik yarisinin
tedavi maliyetlerinden kaynaklandigr goriilmiistiir. Diyabetik komplikasyonu olan
hastalarda bildirilen bu maliyetlerin 3 kat daha fazla oldugu belirtilmistir.
Arastirmalarin 6zelligi ve yontemlerine gore diyabetin iilkeye direkt maliyetinin 1 ile
2.5 milyar Dolar oldugu tahmin edilmistir.

Bir¢ok organda bozukluklara sebep olarak yasam kalitesini diisiiren ve pahali
tedavi gerektiren bir hastalik olan diyabet konusunda ¢ok sayida ¢aligma yapilmakta ve
bu calismalar tiim diinyada en fazla desteklenen ve ilgi ¢eken arastirmalar arasinda yer
almaktadir. Ayrica tedavi i¢in gilinde birka¢ kez insiilinenjeksiyonu, giiniimiizde
hekimleri 6zellikle oral antidiyabetik ajan kullanimina yoneltmistir. Ancak, bu etkin
maddelerin fazla olan yan etkilerini azaltmak, tedavi etkinligini ve hasta uyuncunu
artirmak iizere ilag tasiyict yeni sistemler (boncuk, mikrokiire, nanopartikiil gibi) ile
ilgili calismalar yogun bir sekilde gergeklestirilmektedir.

Bu c¢alismada, Tip 2 diyabet olusturmak iizere STZ (40 mg/kg) ve NA (120
mg/kg) uygulanmis siganlarda meydana gelen patolojik degisiklikler,metformin HCI-

yiiklii boncuklarin karaciger ve pankreas tizerinde Ki erken déonem etkileri incelenmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Diabetes mellitus (DM)

2.1.1. Tammm

DM, genetik ve immiin yapinin neden oldugu bir ¢ok faktorler sonucu,
pankreasin [ hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonunun sekresyonundaki
yetersizlikten ya da insiilinin perifer dokularda etkisinin azalmasindan ileri gelen,
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmalarinda bozukluklara yol agan, hemen hemen
tim sistemlerde komplikasyonlara neden olan ve kronik hiperglisemi ile karakterize

metabolik  bir hastaliktir. 1%

DM, insiilin hormonunun ger¢cek veya goreceli
yetersizligi yani sira, diger hormonlarin antagonistik etkisiyle de olusabilir.®> Bu
nedenle, DM c¢esitli nedenlere bagli olusan bir sendrom veya heterojen bir hastaliklar

grubudur.**°

DM’de viicutta fiziksel bir hastalik gelismesinin yani sira, hastada ruhsal
ve sosyal sorunlarda meydana gelebilmektedir?® Diyabetin goriilme sikligi yas
ilerledik¢ce artmaktadir. Kadinlarda ve sigsmanlarda daha sik goriilir ve diyabetik
nifusun %85’ i sismandir. Gebelik diyabetojen bir faktor olup, fazla hamilelik ve
dogum diyabete yatkin kisilerde hastaligin olusmasina neden olur. Dengesiz ve yetersiz
beslenme, enfeksiyonlar, cerrahi operasyon, anestezi stresleri ve bilingsiz ilag kullanma
da diyabetin olusumunu etkileyen faktorlerdir.?

insanlarda en sik goriilen endokrin hastalik olan diyabet®>?*

, ailesellik, insiilin
cevabi ve orijin yoniinden farkli olan primer ve sekonder diyabetik olmak iizere iki
major varyanta ayrilirlar. Primer (idiopatik) form da kendi igerisinde Tip I (insiiline
bagimli diyabet) ve Tip Il (insiiline bagimli olmayan diyabet) DM diye ikiye ayrilir."**°

DM teshis kriterleri ve siniflandirmasi kabul edilen Amerikan Diyabet Cemiyeti
(ADC) ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO)raporlarma gore yap11maktad1r.4DM icin kabul

goren genis kapsamli ilk siniflama 1980°de DSO tarafindan yaymlanmis ve 1985 de



yenilenmistir. DM; patogenez, prognoz ve tedaviye yanit agisindan farkli birgok
hastalig1 kapsadigi igin, glukoz intoleransi olan hastalarin siiflamasinda standardize
siniflama ve tanisal kriterlerin kullanilmasi1 gerekir. ADC Temmuz 1997°de tam1 ve
smiflama kriterleri yayinlamistir. Bu kriterler 2003 ve 2005 yillarinda yeniden
gl'incellenmistir.g"26 ADC’ nin yaymladig kilavuza®’ gore diyabet 4 klinik smifa
ayrilmstir:

1- Tip | DM (mutlak insiilin eksikligine yol agan Q hiicre destriiksiyonuna bagli)

2

Tip 1l DM (insiilin rezistansiyla beraber progresif insiilin sekresyon defektine
bagli)
3- Gestasyonel DM (GDM) (gebelik sirasinda tanis1 konan)
4- Diger nedenlere baglhh spesifik diyabet tipleri: Genetik Q hiicre
fonksiyonudefektleri, insiilin etkisinde genetik defektler, ekzokrin pankreas
hastaliklari(kistik fibrozis gibi), ila¢ veya kimyasal maddelere bagli.
Bu formlar tek tekagiklamadan Once, pankreas ve normal insiilin metabolizmasindan
kisaca bahsetmek yerinde olur. Ciinkii insiilin saliniminin ve etkilerinin hastaligin
patogenezinde biiyiik 6nemi vardir. 2

2.1.2. Pankreas

Pankreas, karaciger ve midenin gerisinde, kolumna vertebralis’in ventralinde,
duodenumun dorsalinde yer alir ve travmaya kars1 oldukga iyi korunmaktadir. Pankreas,
gelismekte olan duodenumdan koken alan dorsal ve ventral iki divertikulumdan
sekillenir. Ventral taslak pankreasin sag lobunu, dorsal taslak da sol lobunu olusturur.
Pankreasin ventral taslagindan duktus pankreatikus, dorsal taslagindan da duktus
aksesorius gelisir. Pankreas soluk kirmizi renkte ve elastiki kivamda olup ince bag doku

septumlar1 ile birbirinden ayrilan 16biiler bir yapiya sahiptir.lg'ZSYaptlgl salgilar



bakimindan, ekzokrin ve endokrin pankreas olarak ikiye ayrlhrl‘lg’28

ve aslinda bir organ
icerisinde iki organ gibidir.*

Ekzokrin Pankreas; organin yaklasik %80-90’nin1 olusturan bu kismi, asiner
bez yapisindadir ve proteinlerin, karbonhidratlarin ve yaglarin parcalanmasinda rol
oynayan Onemli sindirim enzimlerini salgllalr.l'lg'28 Pankreas salgisinda yer alan bu
enzimler, amilaz, lipaz ve proteolitik 6zellikteki tripsin, kimotripsin ve karboksipeptidaz
enzimleridir®®, Ekzokrin pankreasin en belirgin hastaliklary; kistik fibrozis, akut ve
kronik pankreatit ve karsinomlardir. Bu hastaliklar klinik olarak nispeten nadir
rastlanmakla birlikte, ortaya ¢iktiklari zaman yasami tehdit edici niteliktedirler.!

Endokrin pankreas; insiilin, glukagon ve diger bazi hormonlari salgilayan
Langerhans adaciklarindan olusur.*#*Kapillar bir yumakla sarilmis olan bu adaciklar
pankreas agirhiginin %1-3’linli olustururlar ve sayilar1 normalde 750.000 -3.75.0000
arasinda degisir.28 Langerhans adaciklarinda; boyanma Ozellikleri, graniillerin
ultrastriiktlirel yapilar1 ve hormon icerikleri sayesinde ayirtedilebilen 6zel sekrasyon

12 Bunlar arasinda, en yogun 4 hiicre tipi; alfa, B,

yapan degisik tip hiicreler yer alir.
delta ve gama (pankreatik polipeptid) hiicreleridir.'Alfa hiicreleri adaciklarin periferinde
yer alir ve hiicre populasyonunun yaklasik % 5-30’unu olusturur. Bu hiicreler kan
sekerini yiikselten glukagon hormonunu salgilar. B hiicreleri adaciklardaki hiicre
populasyonunun yaklasik % 60-70 ‘ini olusturur ve kan sekerini diisliren insiilin
hormonunu salgllarlar.l’?"28 Delta hiicreleri adacik hiicre populasyonunun %2-10’unu
meydana getirirler** ve iki alt tipi mevcut olup; biri somatotropin, digeri ise vazoaktif
intestinal  polipeptidi  iiretirler.”®  Adaciklarda yer alan gama hiicreleri
pankreatikpolipeptid salgilarlar.’®?® Pankreatik polipeptid hiicreleri sadece adaciklarda

lokalizeolmayip, pankreasin ekzokrin boliimiinde de dagiik olarak bulunurlar ve biitiin

hiicrelerin % 1-2’sini olustururlar. Urettikleri polipeptidin gastrik ve intestinal enzim



sekreasyonu ve intestinal hareketin inhibisyonu gibi etkileri vardir." Enterokromafin
hiicreleri ise serotonin salgllar.lg‘ZBEkzokrin ve endokrin pankreasta yiiksek bir rezerv
kapasitesi bulundugundan, organin ya da Langerhans adaciklarinin biiyiik bir kismi
yikimlanmadik¢a metabolik bozukluklar belirlenmez.?®

2.1.3. Insiilin

Insiilin salgisinin en 6nemli gdrevi kan glukozu seviyesini dﬁsﬁrmesidir.l‘sﬁ
hiicrelerinden insiilin salimu,iki fazl1 bir islemdir. Insiilin saliimini saglayan en 6nemli
uyart, ayni zamanda insiilin sentezini de baslatan glukozdur.Kan glukoz seviyesindeki
bir artis, B hiicre graniillerindeki depolardan ani bir insiilin salimim baslatir. Intraselliiler
metabolizmada glukozun baglattigi alterasyonlar, otonom sinir sisteminin normal
kolinerjik etkileri ile birleserek Bhiicrelerinden insiilin sekrasyonunu saglar.! intestinal
hormonlar, bazi aminoasitler (l6sin, arjinin) ve sulfoniliireler gibi ajanlar insiilin
salimin1 baglatir, fakat bu ajanlarin sentezi iizerinde etkisi yoktur.Eger sekretuar uyari
devam ederse, gecikmis ve uzamis bir cevap goriiliir. Bu olayda aktif insiilin sentezi
s6zkonusudur.

Insiilin anabolik hormonlarin basinda gelir ve su olaylarin gerceklesmesinde
gereklidir:

1. Glukoz ve aminoasitlerin transmembran ulasimu,

2. Karaciger ve iskelet kaslarinda glikojen olusumu,

3. Glukozun trigliseridlere doniistiiriilmesi,

4. Niikleik asit sentezi,

5. Protein sentezi.

Insiilinin baslica metabolik fonksiyonu viicutta bazi hiicrelerin icerisine glukoz

transport hizin1 artirmasidir. Bunlar miyokardiyal hiicreler, fibroblastlar, yag hiicreleri



ve ¢izgili kas hiicreleridir. Bu hiicrelerin toplami viicut agirhigmin tgte ikisini
olusturm'clktadlr.1‘2

Insiilin, reseptdriine baglandiginda, hedef hiicre ile etkilesime girerve glukoz
transport Uniteleri plazma membranindan Golgi sistemine gecer. Bu olay hiicresel
glukoz alimmi saglar. Yemek sonrast kan plazma insiilin ve glukoz diizeyi
yiikseldiginde, glukoz karaciger hiicrelerine girer; insiilin yiiksek, glukoz disiikligiinde
ise, glukoz insiilin vasitast ile hiicriye girer ve normoglisemi olusur.>

2.1.4. Etiyoloji

Bu hastaligin bazi formlari spesifik etiyoloji veya patojenez ile karakterize iken,
en yaygin formlarinda bile hastaligin etiyolojisi hala net degildir ve hastalik kendi dogal
seyri esnasinda ¢esitli klinik evrelere dogru ilerler. Klinik evrelere gore ve etiyoloji
hakkinda sinirlt bilgiler olmasina ragmen hastaligin gelistigi kisiler hastaligin degisik

etiyoloji ve dzellikleri agisindan smiflandirilabilirler.?
Tip | DM: Bu tip hastaligin olusumu pankreas hiicre bozuklugu, yetersizligi veya

yoklugu ile ilgilidir. Bu nedenle, insiilin eksikligi hiicre yetersizligine baghdlr.ZAdaClk
hiicre yikimindan birbirine bagl ii¢ mekanizma sorumludur. Bunlar; genetik egilim,
otoimmunite ve cevresel faktorlerdir.*

Genetik Yatkinhk: Tip I diyabet, en sik Kuzey Avrupa soyundan gelen kisilerde
rastlanir. Amerikan yerlileri ve Asyalilar dahil diger irklarda daha seyrek goriiliir. Bazi
ailelerde de yogunluk gosterir ve Tip I diyabeti olankisilerin birinci derece yakin
akrabalarm cocuklarmin %6’sinda bu hastalik goriilmektedir.’ Kalitimin baslica
etkenlerden biri oldugu konusunda genel bir goriis olmakla birlikte kalitim sekli kesin
olarak belirlenememistir.3

Otoimmunite:Tip | diyabetin baslamasi, Phiicrelerine karsi gelisen, yillar 6ncesi

baslayan ve hala devam eden otoimmun saldirt sonucudur ki klinik belirtileri goriilmez.*



Cevresel Faktorler: Cevresel faktorler ya B hiicrelerine zarar vererek ya da otoimmun
reaksiyonlar1 tetikliyerek etki ederler. Bu olayda viruslerin etkisi de olmaktadir.*
Sismanlik, stres, enfeksiyonlar, agir operasyon gegirmek, tiroid, hipofiz ve ya siirrenal
bezlerin asir1 ¢alismasi gibi etkenler diyabeti agia cikarabilir veya varolan hastalig
agirlastirabilir. Pankreas adaciklarinin yangi veya karsinomla yok olmasi ya da
pankreasin ¢ikarilmasi diger nedenler arasinda g:,rt')sterilmistir.3

Tip Il DM: Toplumda en sik goriillen diyabettir (diyabetli hastalarin ~%90-95’ini
olusturur). Pankreas hiicreleri genelde normal yapisinda ve kan insiilin diizeyi normal
siirlarda yada artmis olabilir.? Ozellikle obezitenin etkisi diistintildiigiinde hayat bi¢imi
hastaligin olusumunda 6nemlidir. Bu tipte genetik faktorler tip I diyabette oldugundan
daha biiyiik 6nem tasimaktadir. Ornegin tek yumurta ikizleri arasinda her ikisinde de
goriilme orant %60- 80°dir. Tip I diyabetten farkli olarak, hastaligin HLA genleri ile
iliskisi yoktur. Epidemiyolojik ¢alismalar, Tip II diyabetin birden fazla genetik defektin
toplam bir sonucu oldugunu gostermektedir.* Tip 11 DM igin risk faktorlerinin baslicalar:
sunlardir:1. Yaslanma, 2.Cinsiyet, 3.Genetik faktorler, 4.Genetik karigsma, 5. Ailevi
kiimelenme, 6.Genetik belirtegler, 7. Obezite ve viicut yag dagihmi, 8. Fiziksel
inaktivite, 9. Diyet, 10. Cinsiyet hormonlar1, 11.Alkol ve sigara kullanimz.*°

Sekonder Form:iki degisik sebebe bagl olarak gelisir.

1. Insiilin yapimmi olumsuz etkileyen nedenlerle ortaya ¢ikan bu form, pankreas
nekrozu ve sirozu ile sonuglanan pankreatitisler, pankreas neoplazileri ve langerhans
adaciklarini kapsayanamiloidozis gibi durumlarda goriiliir.

2. Pankreasla ilgili olmayan formu ise kopeklerde Cushing sendromu’unda goriliir.
Hipofiz 6n lobu adenomundan salgilananAdrenokortikotropik hormon(ACTH) adrenal

korteks etkisi ve kortikosteroid salimi ile veya adrenal korteks tiimér bagli olarak

kortikosteroid salinimiyla olusur. Hastalikta lipid metabolizmasi1 bozulur ve gonadlar



zarar goriir. Asirt salman glukokortikoidler yaglanma ve glikoneogenezisi artirirlar.
Devamli etkiler sonucunda Langerhans adacik hiicrelerinin yapilar1 bozulur, hidropik
dejenerasyona ugrar ve sonugta insiilin tiretimi azalir.?
Diyabetin etiyolojisinde 6nemli bir yer tutan oksidatif stres, oksidan olusumu ve
antioksidan savunma arasindaki dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasidir. Oksidatif
stres; yaglanma, kanser, kalp hastaliklari, diyabet ve diyabetin komplikasyonlar1 basta
olmak tizere pek ¢ok patolojik durumun ve de yaglanmanin patogeneziyle yakindan
iligkilidir. Diyabette oksidatif stres pek ¢ok mekanizmaya bagl olarak artabilmektedir,
ancak bu mekanizmalarin kesin katkisi tam olarak kanitlanmis degildir. Cok sayidaki
deneysel bulgular artan reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumunun ve zayiflayan
antioksidan savunmanin mekanizmalarin temelini olusturdugu séiylenmek‘[edir.31 Yine
diyabet sonucu olusan oksidatif stres mekanizmasina bagli olarak apoptozisin ortaya
cikabilecegini ve bu durumun da infertiliteye sebep olabilecegi rapor edilmistir. *

2.1.5. Patogenez

Diyabetin patogenezinde ve komplikasyonlarinda bir ¢cok mekanizma One
stiriilmiistiir. Komplikasyonlarin temel nedeni olarak serbest radikaller, en ¢ok kabul
goren mekanizmalar arasindadir. Bu yilizden tedavide kullanilacak ilag, antidiyabetik
etkisini saglarken, antioksidan dengeyi de desteklemelidir.®
Hastaligin Patogenezinde;
1. B hiicre harabiyeti ve fonksiyon bozuklugu,
2. Insulin direnci,
3. Hepatik glukoz iiretiminde artis gibi ii¢ ana metabolik bozukluk sorumludur.®3*
Hastaligin primer formuna ait Tip | ve Tip Il diyabetin patogenezleri farklilik

gosterirler.t219



Tip | DM, esas olarak f hiicre harabiyeti ve insiilin salgisinin olduk¢a yada tam olarak
eksikligi ile karakterize bir hastaliktir.***** Bu tip diyabet daha ¢ok cocuk ve
genglerde goriildiigiinden juvenil diyabetes mellitus olarak ta tanimlanmaktadir.>? Tip |
diyabet genelde ¢ocukluk caginda gelisir ve ergenlikte kendini gosterir ya da daha
siddetli hale gelir. Bu durumdaki hastalar hayatlarini siirdiirmek igin insiiline ihtiyag
duyarlar. Bu nedenle insiiline bagimli DM adi verilir.Insiilin olmadig1 zaman, hastalarda
akut ketoasidoz ya da koma gibi ciddi komplikasyonlar gelisir.'Insiilin direnci,
bozulmus glukoz toleransi ve diyabetin gelismesinde esas rol oynar ve obez bireylerde
sik goriilmektedir.*** Adacik hiicre yikimindan etiyolojide de belitildigi iizere; genetik
egilim, otoimmunite ve c¢evresel faktorler gibi birbirine bagli {ic mekanizma
sorumludur. Tip I diyabetin bir yatkinlik geni, 6. kromozomda major histokompatibilite
kompleksinin  simif 1I antijenlerinin bulundugu (HLA-D) kodlandig1 bolge
bulunmaktadir. Ilgili genlerin tip I diyabete olan yatkinligi ne tiir mekanizmalarla
artirdig1 hentiz agiklik kazanmamaistir. Bununla birlikte sinif II HLA genleri pankreatik3
hiicre otoantijenine karsi immun yaniti etkileyebilir ya da bir Bhiicre otoantijeni,
anormal immunolojik bir immunolojik reaksiyona neden olacak sekilde sunulabilir.
Adaciklarda diger hiicre tipleri korunurken, B hiicreleri segici bir sekilde yikimlanirlar.
Tip | diyabette,p hiicre kaybinin nedeni, otoimmunite ve bagisiklik sistemi kaynakli
hasardir."?

Tip 11 DM, ¢ok daha sik rastlanan bir tip olmasina ragmen, patogenezi hakkinda ¢ok
daha az sey bilinmektedir." Insiiline bagli olmayan bu tip diyabette insiilin, hedef
hiicreler tizerinde etkili olamamaktadir.?Yine, Tip Il diyabette karakterize olan iki
metabolik defekt; insiilinin B hiicrelerinden diizensiz sekrasyonu ve periferdeki
dokularn insiiline cevapsizligidir (insiilin direnci). Tip II diyabetin erken donemlerinde,

hiperglisemiye karst B hiicre cevabindaki diizensizliklerin, insiilin sentezi
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yetersizliginden daha etkin oldugu goriiliirken, hastaliin daha sonraki dénemlerinde,
hafif ya da orta derecede bir insiilin eksikligi mevcuttur. Bu, tip | diyabettekinden daha
az siddettedir. Tip II diyabetteki insiilin eksikliginin nedeni heniiz tam olarak agiklik
kazanmamustir. Ancak geri doniisiimsiiz bir bir B hiicre hasar1 s6z konusudur.Tip I
diyabetten farkli olarak, bu tip diyabette adacik hiicrelerinde viral ya da immun sistem
kaynakli bir hasara ait bir kanit yoktur.  hiicreleri de dahil olmak {izere biitiin somatik
hiicreler genetik olarak yikimlanmaya yatkindirlar ve bu durum [ hiicrelerinde
azalmaya yol agmaktadir. Kronik hiperglisemi siirekli B hiicrelerinde uyarilmaya neden
olarak, bu hiicrelerde bir yorgunlugun olusmasini saglamaktadir. Tip II diyabetin
gelismesinde diger 6nemli bir faktoriin instilin direnci oldugudur. Ancak olusan bu
direncin hiicresel ve molekiiler reaksiyonlart heniiz tam olarak agiklik kazanmamustir.
Insiilin reseptdrlerinin sayisinda bir azalma ve reseptor sonrast sinyallerde diizensizlik
vardir. Bu mekanizmalar sonucu olusan insiiline diren¢, dolasimdaki insiilinin,
glukozun vyeterli kullanimini saglayamamasini, daha uzun siireli hiperglisemi ve
pankreatik B hiicrelerin daha uzun siireli uyaris1 gibi sonuglari dogurmaktadir.™* Tip Il
diyabetin olusumunda obezite sonderece onemli bir g¢evresel faktordiir ve bu tip
diyabetlilerin %80’ obezdir.>??

Son zamanlarda, Tip II diyabetin patogenezinde amilinin rolii ilgi odag:
olmustur. Normalde [ hiicreleri tarafindan iretilen bu protein insiilin ile birlikte
salgilanir. Tip II diyabetli hastalarda, amilin B hiicreleri disinda, sinuzoidal boslukta
birikir amiloidin boyama 06zelligi tasir. Sonug olarak, Tip II diyabet hem bozulmus
insiilin saliminin hem de son organ duyarsizliinin  neden oldugu kompleks ve
multifaktorel bir hastaliktir."Kuhad ve Chopra®®da STZ ile deneysel diyabet olusturulan
ratlarda, diyabete bagli 6nemli bir mikrovaskiiler komplikasyonu olan diyabetik

noropatik agrinin azaltilmasinda likopenin olumlu etkisini bildirmislerdir. Doku donér
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sikintisin1 agmak i¢in, bir strateji olarak insiilin iireten P hiicreleri ya da 3 hiicre benzeri
cok sayida hiicreler olusturmak amaciyla, hiicre kiiltiirlerinde c¢ogaltilmis adacik
hiicreleri implantasyonununsiganlarda diyabeti iyilestirip iyilestirmeyecegini incelemek
icin yapilan c¢alismada, adacik hiicrelerinin implantasyonu diyabet i¢in umut verici
hiicresel tedavi yaklasimi oldugu rapor edilmistir.>’

2.1.6. Bulgular

Hastalarin 6nemli bir kisminda hastaliga ait herhangi bir bulgu saptanmaz ve
cogu defa sinsi bir baglangi¢ gozlenir. Bu nedenle hasta kan sekerinin belli bir degeri
gecmesinden sonra hastaliga ait ortaya c¢ikan belirtilerle hekime bagvurur. Bazen de
hastalik akut veya kronik komplikasyonlar ile kendini gosterir. Anemnezde hastalarin
ailesinde ¢ogunlukla var olan diyabet oykiisii anlatilir. Hastaligin ortaya ¢ikis yasi
genellikle 40 yasmn iizerindedir. Hastalarin yaklagik %85°i obezdir ve bu obezlik
abdominal 6zelliktedir. Bazi olgularda kisa siirede fazla kilo artisi ile bozulmus glukoz
tolerans1 seklindeki hastalik asikar diyabete d6nﬁsebilir.4’20’38
Karakteristik klinik bulgular;; 20 yasindan 6nce baslayan Tip I diyabetli hastalarda;

kronik hiperglisemi, poliiiri, polidipsi, polifaji ve ketoasidoz goriiliir.**®

Poliiiri; plazma
glukoz konsantrasyonu, bobrek glomeriillerinin glukoz igin esigi olan 180 mg/dl’y1
asmasi1 sonucunda, plazma glukozunun idrara ge¢mesi ile olusan osmotik diiireze bagl
olarak gelisir. Polidipsi; poliiiri nedeniyle olusan hiperosmolariteye baglidir.*?*%®
Insiilin eksikliginde glukozun kas ve yag dokusu tarafindan emilimi azalir veya
tamamen yok olur. Karacigerdeki yedek glikojen depolarida yok olur ve bunu agir aglik
hipoglisemisi ve glukoziiri takip eder. Glukoziiri ozmotik diiirezi baslatarak, poliiiriye
sebep olur. Bu durum agir su ve elektrolit kaybina yol agarak susama merkezlerini

harakete gecirir ve polidipsi meydana gelir. Polifaji ise, insiilin eksikligi sonucu

proteinlerin ve yaglarin anabolizmadan, katabolizmaya dogru yon degistirmesi ile
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olmaktadir. Artmis istaha ragmen, katabolik etkiler sonucu kilo kayb1 ve kas zayifligi
meydana gelir. Tip Il diyabetli hastalarda da poliiiri ve polidipsi goriiliir. Fakat bu
hastalar genelde tip | diyabetli hastalardan daha yashi ( 40 yas tiizeri) ve daha
sismandlrlar.1

DM pankreastaki patolojik degisiklikler langerhans adaciklari ile ilgilidir ve
olgularin % 20’ sinde genel histolojik yontemlerle herhangi bir morfolojik degisiklik
gosterilemez. Cogu kez adaciklardaki degisiklikler hafiftir ve hastaligin klinik siddeti ile
bir iliski bulunamaz.® Diyabette, pankreasta makroskopik bir degisiklik olmasi seyrek
olup bazen pankreas kiigiik (35 gr altinda) bulunabilir. Makroskopik olarak fibrozis
saptanabilir, ama lipomatozis 6nemli derecede degildir. Pankreas tas1 bulunur veya
bulunmaz. Diyabetle birlikte hemosiderin birikmesine bagli olarak, pankreas pas gibi
kahve renktedir. Hem adaciklarin B hiicrelerinde hem de asiniis hiicrelerinde
hemosiderin pigmenti birikebilir. Pankreasin 5/ 6 s1 karsinom veya pankreatitis sonucu
harap olursa diyabet olusabilir. Ancak, langerhans adaciklarinin biiyiik bir kismi bezin
kuyruk bolgesinde yerlestiginden etkilesme az olur.® Juvenil diyabet ile eriskin ¢cagda
baslayan diyabette goriilen patolojik degisiklikler arasinda belirgin farkliliklar vardir.
Juvenil diyabette, adacik sayisinda ve boyutlarinda azalma goriiliir. Adaciklarin ¢ogu
kiiciik ve belirsizdir. B hiicrelerinde taneciklerin tiikkenmesigdriiliir. Bazi olgularda
fibrozis ve 16kosit infiltrasyonu (insiilitis) goriiliir. Ozellikle T lenfositlerden olusan bu
infiltrasyon da tip | diyabette goriiliir. Eriskin ¢agda baslayan Tip II diyabette adacik
sayist genellikle normaldir ve hastalarin yaklasik %20’sindebelirgin bir patolojik
degisiklik bulunmaz. B hiicreleri normal veya orta derecede azalmistir. Adaciklarda
hiyalin birikmesi gozlenebilir. Eriskin diyabette adaciklarda en sik goriilen degisiklik
amiloidoz’dur. Adacik hyalinizasyonu denilen amiloid birikmesi, adacik kapillerleri

cevresinde birikir, adacik hiicrelerine baski yaparak onlar1 iten,eozinofilik, amorf bir
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materyal olarak gozlenir. Daha ileri donemlerde adaciklari tamamen tikar. Tedavi
edilmemis, yetersiz tedavi gormiis veya komadaki hastalarda bazen [ hiicrelerinde
vakuolizasyon (glikogenezis) goriiliir.*? Adaciklarin sayisindaki ve boyutlarindaki
artis  Ozellikle diyabetik anneden dogan nondiyabetik yenidoganda goriilen
karakteristikozelliktir.!

Pankreas disindaki diger organlarda da lezyonlar olusur. Bobreklerde proksimal
tubuluslarin ve henle kulbunun epitelyum hiicrelerinde asir1 miktarda  glikojen
bulunur. Karacigerde hepatositlerin sitoplazmalarinda depolanmis glikojen miktari
azalmisken, cekirdeklerde artabilir ve ¢ekirdekler cam gibi berrak goriiniir. Deri, ¢izgili
kas ve kalpte de glikojen icerigi bakimindan degisiklik goriiliir.® Yapilan deneysel
calismalarda karacigerde, hafif diizeyde konjesyonlar, hidropik dejenerasyon ve
periasiner nekroz sekillenmesi ve periportal alanlarda yangisal hiicre infiltrasyonlari
varlig1 rapor edilmigtir.****

Diyabetin uzun siiredeki etkileri, progresif gelisen spesifik komplikasyonlara yol
acar. Bunlar, potansiyel korliige gidebilen retinopati, renal yetersizlikle sonuglanabilen
nefropati ve noropati ile karakterize mikrovaskiiler komplikasyonlar ile miyokard
infarktlisi, inme ve periferik arter hastaliklarin1 kapsayan makrovasiiler
komplikasyonlar olarak 2 grupta incelenebilir.*?

Diyabetin vaskiiler sistem iizerinde agir etkileri vardir. Aorttan en kiiciik
arterlere ve kapillerlere kadar her ¢esit damar etkilenir. Kii¢iik kan damarlarini tutan
damar lezyonlar1 (diyabetik mikroanjiopati) yaygindir. Bu degisiklikler kapillerlerin
bazal membranlarinda diffiiz kalinlasmasi ile kapiller ve arteriol duvarlarinda madde
artisidir.  Aortta ve biiyiik ve orta ¢apli arterlerde hizli ve siddetli ateroskleroz
goriiliir."Hipertansiyon ve lipid metabolizmasi bozukluklar1 diyabetli bireylerde

yaygindir.*?Aterosklerotik lezyonlar erken yaslarda goriilebilen ve daha agir olma
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egilimindedir. Ateroskleroza bagli kroner arterlerin etkilenmesi ile myokard enfarktiisii,
bacak damarlarinin etkilenmesi ile de alt ckstremitelerde ve parmaklarda gangren
sekilenebilir.1’42Kardiyovask1'iler komplikasyonlar tip |l DM hastalar1 arasinda en
onemli morbidite ve mortalite nedenidir.** DM bireylerde koroner arter hastaligi 2-4 kat
artmistir ve bu artis ¢esitli etnik ve 1irk gruplarimi kapsayan bir¢ok proseptif ¢alisma
sonucu g('jsterilmistir.‘l4

Diyabetik noropati, diger periferik noropati nedenleri disinda, diyabetin seyrinde
klinik veya subklinik diizeyde ortaya cikabilen periferik sinir tutulumudur.”® Diyabet
tanis1 kondugunda hastalarin %10’unda ndropati bulunurken, 20 yilin sonunda bu oran
%50  olmaktadir. DM’da ndropati prevelanst %5 ile %60 arasinda
bildirilmektedir.**Kuhad ve Chopra®® da streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet
olusturulan ratlarda, diyabete bagli 6nemli bir mikrovaskiiler komplikasyonu olan
diyabetik noropatik agrinin azaltilmasinda likopenin olumlu etkisini bildirmislerdir.

Diyabetik nefropati, diyabetin etkiledigi hedef organlardan biri olan bobreklerin
hasar1 ve bobrek yetmezligi sonucu gelisir ve bu hastaliga bagli 6liim nedenleri arasinda
myokardial enfarktiisten sonra ikinci sirada yer almaktadir. Glomeruler lezyonlar
olarak, aterosklerozis, nekrotizan papillit ve pyelonefrit gorillen i¢ Onemli
bozukluktur***Glomeriiluslardaki kapillar bazal membranlar tim damar boyunca
kalinlasma gosterirler. Diffiiz glomeriiloskleroz, mezangial hiicre prolifertasyonu ve
beraberinde mezangial matrikste diffiiz artis olarak tanimlanabilir ve her zaman bazal
membran kalinlagmas1 ile iligkilidir. Nodiler glomeriiloskleroz, lobiiliin mezangial
merkezindetop seklinde matriks birikimleri sonucudur.! Diyabetin en énemli ve yasam
kalitesini bozan komplikasyonlarindan olan diyabetik nefropati ilk defa 1936’da
Kimmelsteil ve Wilson tarafindan tanlmlanmlstlr.47'49 Genellikle bobrek yetersizligi ile

sonuglanir ve son donem bdobrek yetersizligine yol agan en énemli neden de diyabetik
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nefropatidir.>® Diyabetik nefropati tip | veya tip Il DM vakalarin %30-50sinde
gérﬁlﬁr.51 Son yillarda diyabetik nefropati insidansi ve prevalansi giderek artmakta ve
nefropatisi olan tip II DM hasta orami tip I DM hastalarinda goriilen orana
yaklasmaktad1r.52

DM’ de en belirgin tubiiler lezyon proksimal tubiillerin distal boliimiinde ve
henle kulpunun ¢ikan kismindaki epitel hiicrelerinin glikojen depolamasidir. Renal
tubiiler hiicreler glukoz seviyesinin renal esigin iizerine ¢ikmasiyla glukozu asiri
miktarlarda resorbe ederler ve glikojen olarak biriktirirler.>® Vardi ve ark.** 6zellikle
korteksin medullaya yakin bdliimlerinde tiibiil epitel hiicre sitoplazmasinda farkl
caplarda yogun PAS(+) glikojen birikimine rastladiklarini ve melatonin verilen grupta
ise tlibiiler glikojen miktar1 diyabet grubuna gore azaldigimi ve STZ verilen grupta
izledikleri hidropik degisiklikleri gosteren hiicre sismesi ve intrasitoplazmik
vakuolizasyon, melatonin grubunda hafiflemis oldugunu ¢alismalarinda bildirmisler ve
bu bulgular ile uyumlu olarak Cam ve ark.”® da diyabetik siganlarda izlenen diffuz
hidropik degisikliklerin, melatonin grubunda sadece belli alanlarla siirlandigini
raporetmigler. Patolojik olgularda ve deneysel diyabetik nefropatide ektraselliiler
matriks bilesenlerinin birikimi ile olusan glomerular ve tiibliler bazal membran
kalinlasmast cesitli aragtirmacilarca belirtilmektedir.>>™’

Yasl hastalarda periferik noropati olusma egilimindedir ve periferik sinirlerde
myelin kaybi alanlar1 gorilir. En sik olarak alt ekstremitelerde periferik simetrik
noropati meydana gelir. Yaygm goriilen noropati formu distal duyusal ve otonomik
polindropatidir. Bu durum hem motor hem de duyu fonksiyonlarini
etkiler.'*?***® Ayrica barsak ve mesane fonksiyonlarinda bozulma ve seksiiel impotansa
neden olabilir. Beyinde gelisen mikroanjiyopatiler néronal dejenerasyona yol agar.

Ayrica serebrovaskiiler enfarktiisler ve beyin kanamalarina egilim dikkat cekicidir."*?
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Hastaligin g6z lezyonlari retinopati, kararakt olusumu ya da glokom seklindedir.
Gorme bozuklugu ve bazende tam korlilk, uzun siireli diyabetin en korkulan
sonuglarindandir. #2988 proiferatif retinopatidzgiin bir diyabet lezyonudur ve bir cok
oftalmolojist tarafindan diyabet igin diagnostik olarak kabul edilen bir bulgudur.
Proliferatif retinopatide bozukluk olarak retinada yeni damar olusumu ve fibrozis gelisir
ve olgularin % 25’inde korliikle sonuglanir. Non proliferatif retinopatide ise intraretinal
ya da preretinkanamalar, mikro anevrizmalar, venoz dilatasyonlar, retinal eksudasyon,
O6dem ve retinal kapillerlerde kalinlasma gibi bozukluklar sekillenir ki mikroanjiopati
gelisir.® 20 yildan daha uzun siireli tip | diyabetlilerin hemen hemen hepsinde tip I
diyabetlilerin ise %60’dan fazlasinda degisik derecelerde retinopati  gbriiliir.”®
Giinlimiizde, gelismis batili lilkelerdeki 40-65 yas grubunda, diyabetik retinopati en sik
korlik nedenidir.®*®'Glokom: Agik agih glokom DM populasyonda DM olmayanlara
oranla 1.4 kat daha fazladir.**®*Deri lezyonlar1 olarakta pruritus vulva ve deri
enfeksiyonlari sekilenir.™*

Morbidite ve mortalite acisindan bakildiginda, DM tiim diger pankreas
hastaliklarim geride birakacak 6zelliktedir.'Tipi ne olursa olsun, uzun siireli diyabetin
morbiditesi; mikroanjiopati, nefropati ve noropati gibi komplikasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Ayrica myokardial infarktiis, serebrovaskiiler gelismeler, bacakta
gangren ve bobrek yetmezligi gibi ateroskleroz kaynakli olaylar hayati tehdit eden
onemli diger komplikasyonlardir. Deneysel ve klinik bulgularin ¢ogu, diyabetin
komplikasyonlarinin metabolik dengesizliklerin, 6zellikle de hiperglisemininsonucu
oldugunu gostermektedir. Diyabetik hastalar deri enfeksiyonlarina, tiiberkiiloz,pnémoni
ve pyelonefrite karsi ileri bir duyarliliga sahiptirler ve bu tiir enfeksiyonlardiyabetiklerin
% 5’inde o6liime neden olur. Bu hastaliklar nedeniyle tip | diyabetli hastalarda, tip 1l

1,64

diyabetli hastalara gore daha sik 6liim goriiliir.”” Tiim bu komplikasyonlar hem tip |

17



hem de tip Il DM’ de goriilebilmekle birlikte bazi farkliliklar vardir. Tip II DM’lu
hastalarin mortalitesinde en ¢ok suclanan makrovaskiiler komplikasyonlar iken, tip I
DM’lu nefropatiye bagli olusan kronik bobrek yetmezligi oliimlerin ¢ogunlukla
sebebidir (1,10). DM hastalarin immun savunma mekanizmalari genellikle bozulmustur.
Hiperglisemi ve asidoz, lokdsitlerin enfeksiyon bolgelerine migrasyonunun
bozulmasina ve fagositik aktivitelerinin degismesine neden olur.®

2.1.7.Teshis ve Tedavi

DM, anamnez, klinik muayene ve kurallara uygun serum veya plazma glukoz
yogunluklarinin dl¢lilmesiyle konur.zeDiyabet aclik hiperglisemisi ile karakterize
olmakla birlikte Klinik olarak belirgin olmayan devrelerde, genelliklede glukoz
intoleransinin oldugu doénemde, teshis edilebilir.?’ADC kriterlerine gore diyabetin
gecerli tanisi, aclik durumunda en az 2 defa ardasik sekilde oOlcililen vendz plazma
ornegindeki glukoz diizeyinin 126 mg/dl olmasi ile konur. Yine aglikveya tokluk
durumuna bakilmaksizin giiniin herhangi bir zamaninda 6l¢iimii yapilan vendz plazma
ornegindeki glukoz diizeyinin 200 mg/dl olmasiyla beraber poliiiri, polidipsi ve
aciklanamayan kilo kayb1 gibi diyabet semptomlarinin varligi ile OGTT’ de 2 saatlik
plazma glukozu 200 mg/dl (1.1 mmol/l) olmast ile de diyabet tanisi konulabilir.%%

Giiniimiizde, DM laboratuar ortaminda yapilan tanmisinda su kriterler
kullanilmaktadir:
1. Aclik (bir gecelik) sirasinda vendz plazma glukoz konsantrasyonlarinin, birden fazla
> 140 mg/dl ya da daha yiiksek seviyelerde saptanmasi.
2. 75 gr glukoz alimindan sonra: I) ikinci saatteki vendz plazma glukoz
konsantrasyonunun < 200mg/dl ya da daha yiiksek ve II) en az bir plazma glukoz

degerinin iki saatlik test sirasinda < 200 mg/dl ya da daha yiiksek bulunmast.*
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2.1.8. Streptozotosin and Nikotinamid

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, STZ ve NA birlikte kullanilarak Tip 2 diyabet
gelistirilmis sicanlara (tedavi uygulanmis ve uygulanmamis) ait organlar (karaciger ve
pankreas) incelenmistir.

Streptozotosin (STZ) bir glukozamin-nitrozoiire bilesiktir. Nitrozotire siniftaki
diger alkile edici maddelerde oldugu gibi, DNA hasarina sebep olmasi nedeniyle
hiicreler ic¢in toksiktir.®’ Streptozotosinf hiicrelerine yiiksek toksisitesi nedeniyle
bilimsel arastirmalarda, deney hayvanlarinda intravendz enjeksiyon ile diyabet
gelistirilmesi igin kullanilmistir.®®*®°STZ  antineoplastik etkili bir antibiyotiktir.”
1960'larda STZ’nin pankreasin B hiicreleri i¢in seg¢ici bir sekilde toksik oldugu tespit
edilmistir. Bu 6zelliginden dolayi, diyabetik hayvan modeli olusturulmasindakullanimi

72 Ozdemir ve ark.® STZile diyabet olusturulmus sicanlarda, akut

Onerilmistir.
doneme ait patolojik degisiklikleri incelemislerdir. Vardi ve ark.>® ise sicanlara
intraperitoneal STZ uygulamasi sonrasi (tek doz; 45 mg/kg) deneysel olarak
olusturduklart diyabet modelinde bobreklerde meydana gelen histolojik degisiklikler
lizerine melatoninin iyilestirici etkilerini arastirmiglardir.

" STZ ile farelerde olusturdugu deneysel diyabet ¢aligmasinda

Karaboga
astrositlerde yer yer proliferasyon yanisira hiicresel pleomorfizm ve hiperkromazi
artistna  dikkat ¢ekmistir. STZ sicanlarin  tedavisi marasmus, polidipsi, istah,
hiperglisemi ve hiperinsiilinemiye yol agmustir. Rathinam ve ark.”, STZ ile indiiklenmis
diyabetik siganlarda pankreas ve karacigerde olusan histopatolojik bulgular ile B hiicre
koruyucu 6zellikleri i¢in myrtenal etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, “myrtenal” ile
tedavide adacik hiicrelerinin normale yakin kosullarda onarildigi, karaciger yapisindaki

degisikliklerinde onlendigi ve “myrtenal” maddesinin antihiperglisemik ve B hiicre

koruyucu etkileri oldugu ve yeni bir antidiyabetik madde olarak kabul edilebilecegi
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rapor edilmistir. Weicheng Hu ve ark.”® *da, STZ ile indiiklenmis diyabetik sicanlarda,
Alnus hirsuta, Rosa davurica, Acanthopanax senticosusve Panax schinseng’den olusan
ve diyabet hastaliginin tedavisinde kullanilan bir halk recete formiilasyonunun
antidiyabetik etkilerini degerlendirmisler, STZ’ye bagli olarak marasmus, polidipsi,
istah, hiperglisemi ve hiperinsiilinemiye yol agmistir. Buna ek olarak, diyabetik
siganlarin pankreas B-hiicrelerinin sayisinda ve instlin seviyesinde belirgin bir azalma
oldugu, yiyecek kaynagina HFE eklenmesinin, serum glukoz ve trigliserid seviyesini
diisiirdiigii ve pankreas adacik hiicrelerinin normal histolojik goriiniimiinii korudugu
tespit edilmistir. Bundan dolayi, hipoglisemik ve hipolipidemik etkilerine bagli olarak
HFE’nin potansiyel giiglii bir antidiyabetik ajan olabilecegi raporlanmustir. Ismail ve
ark® ise metforminin serum lipitleri, insiilin rezistansi ile ilgili ¢esitli genlerin
ekspresyon seviyeleri, ayrica, karaciger ve pankreasta olusturdugu histopatolojik
degisimleri aragtirmak lizere ratlarda Tip 2 diyabet modeli gelistirmek tizere STZ (35
mg/kg, 1.p.) kullanmislardir.

Nikotinamid (NA) hayvan diyabet modellerinde STZ nin diyabetojenik etkilerine
karst koruyucu olarak kullanilmaktadir. Ciinkii NA, poli [adenozin difosfat riboz]
polimeraz aktivitesini inhibe eder, hiicre i¢i nikotinamid adenin diniikleotid seviyelerini
diizeltir ve nitrik oksitin sitotoksik etkilerine karsi Phiicrelerini korur.*”” STZ ve
NA’nin Tip Il diyabet olusturmak amaciyla birlikte farkli dozlarda (sicanlarda 110-

120mg/kg i.p., farelerde 150 mg/kg i.p.) kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur.”®"

2.1.9. Metformin HCI

Metformin biguanid tiirevi olan ve Tip II diyabet tedavisinde yaygin olarak
diinya ¢apinda yaklasik 120 milyon hastaya regetelendirilmektedir.®

Metformin antihiperglisemik ila¢ olarak Amerika’da 1995 yilinda onaylanmistir.

Metforminin esas etkisi hepatik glukoz ¢ikisini azaltmak, karaciger ve diger periferik
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dokularin insiiline kars1 duyarliligini ise artirmaktadir. Ayrica, periferik dokular (iskelet
kaslar1 gibi) insiilin-aracili glukoz kullanimini artirirken, ince bagirsaktan glukoz
absorpsiyonunu, plazma trigliserid ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) seviyelerini ve
glukoneogenezi ise azaltmaktadir. Sonug¢ olarak,metformin net bir hipoglisemiye neden
olmadan hem aglik hem de postprandial plazma glukoz seviyesini hizla
diisiirmektedir.**®* Bunun yanisira, metforminin insiilin reseptor ekspresyonu ve tirozin
kinaz aktivitesi tlizerindeki olumlu etkilerinin insiilin duyarliliginin iyilestirilmesine
katkida bulundugu diistiniilmektedir. Ayrica, glukagon benzeri peptid-1'in plazma
seviyesini artirirken peroksizom proliferator-aktive reseptdr-a’ya bagli olan bir
mekanizma yoluyla da adacik inkretin reseptor gen ekspresyonunu indiiklemektedir.”"

Metformin tedavisinin basglangicta bulanti, kusma, diyare, gaz, karin agris1 gibi
istenmeyen yan etkiler olugsmakta ve bu nedenle, Metformin tok karnina alinir ve giinlitk
maksimum dozu 3 g'dir, Ancak maksimum etki genellikle 1.5-2 g doz ile
géﬁjlmektedir.84’85 Diisiik dozla baslanarak yavas bir sekilde doz artirilirsa genellikle iki
haftalik siire sonrasinda bu etkiler kaybolmaktadir. Uzun siireli kullanimda ise B12
vitamin eksikligine ve nadir olarak laktik asidoza neden olabilmektedir.!""8>

Metformin nispeten diisiik (%50-60) biyoyararlanima ve kisa-degisken bir
biyolojik yarilanma &mriine (0.9-2.6 saat) sahiptir.® Bu nedenlerle, metforminin
modifiye salim yapan dozaj sekillerinin hazirlanmasi metforminin biyoyararlanimini
artirma, dozlama sikligini ve yan etkilerini azaltma ve hasta uyuncunu artirma agisindan
faydali olacaktir.”"®

Metformin ile yapilan hayvan calismalarinda metforminin yagh karaciger
hastaligin1 diizelttigi, hepatomegali, steatozis ve aminotransferaz anormalliklerini

gerilettigi gosterilmistir.go’91 Metformin ile yapilan insan calismasinda da verilen

metforminin ortalama transaminaz seviyelerini azalttigi, insiilin duyarliligini 6nemli
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derecede diizelttigi ve karaciger biiyiikliigiini %20 azalttig gos‘[erilmistir.92 Yapilan

%9 metforminin transaminaz seviyelerini normale dondirdiigii ve hedef

calismalarda
organlarin histolojisinde iyilesme sagladigi bildirilmistir. Diger oral ajanlar ve insiilinle
kombinasyonunda da kilo artis1 gézlenmez. Bu nedenle obez hastalarda ilk tercih edilen
oral antidiyabetik bir ilag olup, normal kilodaki hastalarda da glisemik kontroli
iyilestirdigi bildirilmistir.?>® Tip | diyabetli hastalara insiilin tedavisine ilave olarak
metformin  uygulamiglar ve giinliik insiilin ihtiyacinda azalma oldugunu
géstermislelrdir.(‘w'99

Metformin tedavisi alan obez, Tip Il DM'i hastalarda mikrovaskiiler
komplikasyonlarda, diyabete bagh tiim son noktalarda ve mortalite hizlarinda belirgin
azalma saptanmistir.”® O yiizden kontrendikasyon yoksa obez, Tip Il DM'li hastalarda
ilk segenek olarak kullanilmasi 6nerilmistir. Metforminin diger oral antidiyabetiklerden
onemli bir farki da kilo almay1 onleyici etkisidir. Metformin tek basina kan sekerinde
60-70 mg/dL, HbA. diizeyinde %1.5-2 azalma saglamaktadir. Metforminin bu etkileri
yaninda plazma lipid ve fibrinolizis iizerine olumlu etkilerinin goriilmesi 6nemini iyice
alrt‘urmls‘ur.101

Bir¢ok organda bozukluklara sebep olarak yasam kalitesini diisliren, uzun siireli
ve pahali bir tedavi gerektiren bir hastalik olan diyabet konusunda, etiyoloji,
patogenezis, tedavi ve korunmasina yonelik ¢ok sayida c¢alisma yapilmakta ve bu
caligmalar tiim diinyada en fazla desteklenen ve ilgi ¢eken arastirmalar arasinda yer
almaktadir. Diger taraftan insiilinkullanimimin giinde birka¢ kez enjeksiyonu gibi
uygulama zorlugu, giliniimiizde hekimleri o6zellikle oral antidiyabetik ajanlarin
kullanimina yoneltmistir. Bu sayilan sebeplerden dolayr diyabet 6zellikle beseri
hekimlikte olmak {izere  veteriner hekimlikte de Onemini uzun yillardan beri

kaybetmeyen bir konudur,*6:17°5:73.102103
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Bu ¢alismada, Tip II diyabet olusturmak iizere STZ (40 mg/kg) ve NA (120
mg/kg) uygulanmis siganlarda meydana gelen patolojik degisiklikler ve metformin HCI-
yiklii boncuklarinin karaciger ve pankreas iizerindeki erken donem etkileri

incelenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez kapsaminda kullanilan materyal ve gerceklestirilen yontemler asagida
belirtilmistir.

3.1. Deney Hayvanlan

Deneysel olarak yapilan bu ¢alismada, Atatiirk Universitesi, Deney Hayvanlar
Yerel Etik Kurulu’'ndan 14.11.2013 tarih 6/145 protokol numaras: ile etik onay
almmistir (EK I). Calisma i¢in 180-250 g agirlik araliginda erkek Sprague-Dawley cinsi
43 adet sigan Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ATADEM)’nden temin edildi.

3.2. Deneysel Protokol

Deneysel galisma i¢in siganlar rastgele secilerek asagida belirtilen gruplar (6
grup) olusturulmustur. Deney hayvanlarinin standart sigan yemi ile beslenmeleri
saglanmig ve icme suyu siseleri gilinliikk olarak degistirilmistir. Tiim siganlar deney
oncesi ve deney sonlanincaya kadar deney hayvanlari laboratuarinda 12/12 saat
karanlik/aydinlik periyodunda, 24+2°C oda sicakliginda barindirilmistir.
Bu gruplar:

Grup I: Kontrol grubu, herhangi bir deneysel islem gerceklestirilmemis grup (n=6).
Grup Il (STZ-NA): STZ (40 mg/kg; tek doz i.p., 1 mL) ve NA (120 mg/kg; tek doz
i.p., 1 mL) ile diyabet olusturulmus hayvanlar (DM grubu) (n=8)

Grup Il (STZ-NA+OM): Saf Metformin HCI ¢6zeltisi (100 mg/kg; oral yolla) verilen
diyabetik hayvanlar (n=6);

Grup IV. Bos boncuk formiilasyonuverilen diyabetik hayvanlar(n=8)

Grup V. Metformin HCI igeren AL-CS boncuk formiilasyonu (100 mg/kg metformin
HCl’ye esdeger)verilen diyabetik hayvanlar (n=9)

Grup VI.Metformin HCI igeren AL boncuk formiilasyonu (100 mg/kg metformin
HCI’ye esdeger) verilen diyabetik hayvanlar (n=6)
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Metformin HCI igeren boncuk formiilasyonlar1 diyabetik sicanlara 100 mg/kg
metformin HCI’ye esdeger olacak sekilde oral yolla uygulanmaistir.

Diyabet olusturmak i¢in STZ (Sigma) enjeksiyonundan bir gece dnce, sicanlara
yem verilmesi kesilerek sadece su verilmistir. STZ enjeksiyonundan once sicanlarin
baslangi¢ agirliklar (g) ve bazal kan glukoz degerleri (mg/dL) glukometre (On.Call®
Plus, Acon Lab., Inc. Amerika) ile 6l¢iilmiistiir. Daha sonra, Grup I disindaki gruplara
ait sicanlarda diyabet olusturmak ic¢in, hemen deney oncesi pH 4.5 soguk sitrat tamponu
icinde hazirlanmig STZ ¢ozeltisi (1 mL; 40 mg/kg dozda) siganlara i.p. olarak enjekte
edilmis ve bu enjeksiyondan 15 dakika sonra hemen uygulama Oncesi hazirlanan
NA’nin % 0.9’luk NaCl igerisindeki ¢ozeltisi (1 mL) i.p. olarak hayvanlara (120 mg/kg)
verilmistir. Uygulamanin 7. gliniinde kuyruk veninden alinan kan 6rneklerinde aclik kan
glukoz diizeyi >126 mg/dL olanlar diyabetik (Tip II) olarak kabul edilip calismaya dahil
edilmistir. Daha sonra, metformin ¢ozeltisi ve boncuk formiilasyonlar1 oral olarak
uygulanmis ve bu uygulamadan 72 saat sonra si¢anlar sevofluran anestezisi altinda
uyutularak organlar1 alinmustir.

3.3. Makroskobik Incelemeler

Sicanlarin 6tenazi sonrast nekropsileri yapilarak organlarin (pankreas, karaciger)
makroskobik muayeneleri gergeklestirilmistir.

3.4. Histopatolojik Incelemeler

Nekropsi sonrasi, mikroskopik incelemeler icin pankreas ve karaciger dokulari
%10’luk tamponlu formalin soliisyonuna almmustir. Ornekler iizerinde yapilan
Laboratuvar islemleri Erzurum Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dalinda gergeklestirilmistir. Patoloji Laboratuvarina getirilen doku
orneklerinin iyi tespit edilebilmesi icin iki asamali bir uygulama gerceklestirilmistir. 1.

tespit isleminden sonra kiigiiltiilen dokulara 2. tespit islemi uygulanmis ve sonra siirekli
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akan musluk suyu altinda yikamaya birakilan dokular formalin kalintilarindan
armdirilmistir. Blok biiytikliiglinde ve 0.5 cm kalinhiginda hazirlanan doku parcalari
otomotik takip cihazinda (SHANDON Citadel 1000) dehidrasyon, seffaflandirma ve
parafinizasyon islemleri amaciyla alkol ve ksilol serilerinden gegirilmistir. Hazirlanan
parafin bloklardan mikrotomda (Reichart-Rotary) 5 mikron kalinliginda kesitler alinmig
ve saglanan tiim kesitler Hemotoxilen-E0sin boyama yontemi ile boyanmlstlr.104

Hazirlanan preparatlarin  mikroskobik muayeneleri Olympus BXS51(DP72
kamera atagmanli) marka 151k mikroskobu ile yapilmistir. Isik mikroskobunda incelenen
rastgele 10 sahadaki kesitlerde ait gozlenen histopatolojik bulgular; pankreasin
langerhans adaciklarinin atrofik goriiniimiine gore; normal (-), hafif (+), orta (++) ve
siddetli (+++), karaciger ise nekrotik ve dejeneratif degisiklikler yoniinden yok (-), hafif
(+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirilmistir. Gerekli goriilen kesitlerin
mikroskobik fotograflari ¢ekilmistir.

3.5. Immunohistokimyasal incelemeler

Pankreasin langerhans adaciklarindaki B hiicrelerinin insiilin immunpozitifligi
Streptavidin-Biotin Kompleks metoduna gore immunohistokimyasal olarak ilgili
firmanin dnerdigi sekilde yapilmigtir (LSAB+ System- HRP, DAKO Carpinteria, USA).
Bu amagla polilisinli lamlara alinan kesitler ksilol ve alkol serilerinden gecirilmis, sonra
kesitler PBS (phosphate buffer solution) ile yikanmis ve %3’lik H,O,de 10 dk.
tutularak endojen peroksidaz inaktivasyonu saglanmigtir. Dokulardaki antijeni agiga
cikarmak i¢in antijen retrieval sollisyonu ile 2x5 dk 500 watt’da mikrodalgada muamele
edilmistir. Daha sonra, PBS ile yikanan dokular 37° C’ de 30 dk. siireyle Anti-insiilin
primer antikoruyla (1/1000) (Monoclonal Anti-Insiilin Antibody, Katalog No: 12018,
SIGMA) inkube edilmistir. Inkubasyon sonunda PBS ile yikanan dokular biyotinlenmis

antikor ve Streptavidin- HRP’de 15’er dk. Bekletilmistir. Kromojen olarak 3,3
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diaminobenzidine (DAB) kullanilmistir. Yaklasik 2 dk. kromojende bekletilen kesitler
saf su ile yikandiktan sonra Mayer’in hematoksileni ile zit boyama yapilmis ve kesitler
tizerine entellan damlatilarak 151k mikroskobunda incelenmistir.

Karatug105 ‘un uyguladigr yontemin modifikasyonuna gore degerlendirme
yapilmistir. Bu amagla immunohistokimyasal olarak pankreastaki rastgele 10 sahadaki
langerhans adaciklarinin ¢aplart ve insiilin immunpozitif [ hiicrelerin sayilari

belirlenerek her bir hayvana ait ortalama sayisal degerler asagidaki formiile gore

belirlenmistir.

Langerhans adaciklarinin toplam ¢apt

Ortal deg =
rtalama deger (cap/u) Langerhans adaciklarinin toplam sayist

Langerhans adaciklarindaki toplam hicre sayist

Ortal deger (hii =
rtalama deger (hicre sayis) Langerhans adaciklarinin toplam sayisi

3.6. Istatiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmede SPSS 20.0 programi kullanilmustir. Histopatolojik
incelemede pankreastaki langerhans adaciklarinin atrofik goriinimii ve karacigerdeki
nekrotik-dejeneratif degisikliklere ait verilerin gruplar arasi farkliligi Kruskal Wallis
testi, farkliligi olusturan gruplarin tespitt Mann Whitney U testi ile belirlenmistir.
Immunohistokimyasal olarak elde edilen parametrik verilerin degerlendirilmesinde ise
One-Way ANOVA ve gruplar arasi farkliligin istatistiksel 6nemi Tukey HSD testi ile

incelenmistir. (p<0.05 degeri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmektedir).
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4. BULGULAR

Deneysel olarak yapilan bu ¢alismada, olusturulan Tip IIDM’de pankreas ve
karacigerde sekillenen patolojik bulgular ve etkin madde/etkin madde igeren tasiyici
sistemlerin uygulanmalar1 sonucu gozlenen degisikliklerincelenmis ve saptanan
makroskobik ve mikroskobik oOzellikteki patolojik bulgulara ait bulgular asagida
verilmistir.

4.1. Makroskobik Bulgular

Otenazi sonrasi nekropsileri yapilan siganlarin organlar1 (pankreas ve karaciger)
herhangi bir makroskobik lezyon olup olmadigini saptamak iizere incelenmis ve dikkat
cekici bir bulgu gozlenmemistir.

4.2. Mikroskobik Bulgular

Alman doku Ornekleri tizerinde histopatolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler yapilmistir.

4.2.1. Histopatolojik Bulgular

Pankreasin histopatolojik incelemesinde kontrol grubu ile diger gruplar arasinda
langerhans adaciklarinin atrofik goriiniimii siddetiyoniinden istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1) p<0.05. STZ-NA ve STZ-NA+OM gruplari
(Grup 11 ve 1ll) arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir
(Sekil 4.1) p>0.05.Metformin HCI igeren AL-CS ve AL boncuk formiilasyonlarinin
verildigi gruplar (Grup V ve VI) arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir. Ancak, STZ-NA ve STZ-NA+OM (Grup Il ve I1l) ve bos boncuk (grup
IV) gruplar ile Metformin HCI i¢eren AL-CS ve AL boncuk formiilasyonlar1 (Grup V
ve VI) arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (Sekil 4.1)

p<0.05.
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Sekil 4.1. Pankreasta goriilenhistopatolojik degisikliklerin siddeti

Kontrol grubundaki (Grup I) sicanlarin pankreas dokular1 normal histolojik
yapisinda gorilmiistiic (Sekil 4.2). STZ ve NA ile indiiklenmis diyabet grubundaki
(Grup 1II) sicanlarin pankreasinin, ekzokrin pankreas kisminda herhangi bir
histopatolojik bulguya rastlanmazken, endokrin pankreas kisminda dejeneratif ve
nekrotik degisliklere rastlanmistir. Bu gruptaki si¢anlarin endokrin pankreasindaki
lanherghans adaciklarinin dejeneratif ve nekrotik degisiklikler sonucu atrofik bir
goriinim aldigr tespit edilmistir (Sekil 4.3), STZ-NA+OM (Grup Ill) ve bos boncuk
(Grup 1V) gruplarindaki si¢anlarda lanherghans adaciklarinda dejeneratif ve nekrotik
degisiklikler sonucunda atrofik goriiniimiin devam ettigi belirlenmistir(Sekil 4.4 ve
Sekil 4.5). Metformin HCI igeren AL-CS ve AL boncuk formiilasyon (Grup V, VI)
gruplarinda ise nekrotik ve dejeneratif degisikliklerin diger deneysel gruplardaki

siganlara gore azaldig tespit edilmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
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Sekil 4.2. Normal goriiniimdeki pankreas,kontrol grubu (Grup I). Pankreas. Langerhans
adaci181 ve ekzokrin pankreasin normal histolojik goriintimi. HE. 20um.

Sekil 4.3. STZ-NA grubu (Grup II). Pankreas. Atrofik langerhans adacigi. HE.
20pm.
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Sekil 4.4. STZ-NA+OM grubu (Grup Il1). Pankreas. Atrofik langerhans adacigi. HE.
20pm.

Sekil 4.5. Bos boncuk grubu (Grup IV). Pankreas. Atrofik goriinlimdeki langerhans
adacigi. HE. 20um.
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Sekil 4.6. Metformin HCl igeren AL-CS boncuk grubu (Grup V). Pankreas. Langerhans
adacig1. HE. 20um.

Sekil 4.7. Metformin HCI igeren AL boncuk grubu (Grup VI). Pankreas. Langerhans
adacig1. HE. 20um.
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Karacigerin histopatolojik incelemesinde kontrol grubu ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (Sekil 4.11) p<0.05. STZ-NA, STZ-
NA+OM (Grup Il ve 1) ve bos boncuk (Grup 1V) gruplari ile Metformin HCI igeren
AL-CS ve AL boncuk formiilasyonlar1 (Grup V ve VI) arasinda ise istatistiksel olarak
anlamli bir fark tespit edilememistir (Sekil 4.8) p>0.05.
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Sekil 4.8. Karacigerde goriilen histopatolojik degisimlerin siddeti.

Kontrol grubundaki siganlarin karaciger dokularinin normal histolojik yapisinda
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.9). STZ-NA ve STZ-NA+OM (Grup 1l ve Ill) ve bos
boncuk (Grup 1V) gruplari ile metformin HCI igeren AL-CS ve AL boncuk formiilasyon
(Grup V ve VI) gruplarindaki siganlarin karacigerinde hidropik dejenerasyon ve
periasiner nekroz goriilmiis (Sekil 4.10-14), ayrica hafif diizeyde konjesyon, periportal

alanlarda yangisal hiicre infiltrasyonlarin da mevcut oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.9. Normal goriiniimdeki karaciger dokusu, kontrol grubu (Grup I). Karaciger.
Normal histolojik goriiniim. HE. 20pum.

Sekil 4.10. Karacigerde hidropik dejenerasyon ve periasiner nekroz. (STZ-NA; Grup 1)
HE. 20um.
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Sekil 4.11. Karacigerde hidropik dejenerasyon ve periasiner nekroz. HE. 20um.
(STZ-NA+OM;Gruplll)

Sekil 4.12. Karacigerde hidropik dejenerasyon ve periasiner nekroz. HE. 20um. (Bos
boncuk; Grup 1V)
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Sekil 4.13. Karacigerde hidropik dejenerasyon ve periasiner nekroz. HE. 20um.
(Metformin HCL igeren AL-CS boncuk; Grup V)

Sekil 4.14. Karacigerde hidropik dejenerasyon ve periasiner nekroz. HE. 20um
(Metformin HCl igeren AL boncuk, Grup VI)

36



4.2.2. immunohistokimyasal Bulgular

Langerhans adaciklarinin ¢api ve insiilin immunpozitif B hiicre sayilar1 agisindan
kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). STZ-NA ve STZ-NA+OM (Grup Il ve Ill) ve bos
boncuk (Grup V) gruplan arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir (p>0.05). Benzer sekilde, Metformin HCI igeren AL-CS ve AL boncuk
formiilasyon gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir
(p>0.05). Fakat, STZ-NA, STZ-NA+OM (Grup Il ve Il ) ve bos boncuk (Grup V)
gruplari ile Metformin HCI igeren AL-CS ve AL boncuk formiilasyon gruplar1 (Grup V
ve VI) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (Tablo 4.1 ve Tablo
4.2) p<0.05.

Tablo 4.1. Langerhans Adaciklarinin Cap1

Gruplar Cap (um)

Kontrol 45.15+3.41°
STZ-NA 11.04+0.60°
STZ-NA+OM 12.61+1.84°
Bos boncuk 12.86+1.23"
Metformin HCI-AL-CS boncuk 23.06+1.78°
Metformin HCI-AL boncuk 25.57+0.95°

ab.c Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan gruplar arasinda fark vardir (p<0.05)

Tablo 4.2. Langerhans Adaciklarindaki Insiilin Pozitif B Hiicre Sayisi

Gruplar Hiicre sayisi
Kontrol 32.17+1.86°
STZ-NA 4.48+0.62"
STZ-NA+OM 6.15+0.87"
Bos boncuk 4.5340.55"
Metformin HCI-AL-CS boncuk 13.01+1.78°
Metformin HCI-AL boncuk 15.91+1.18°

abC Ayn siitunda farkli harfleri tastyan gruplar arasinda fark vardir (p<0.05)
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Kontrol grubundaki siganlarin pankreas dokularindaki langerhans adaciklarinin
¢ap1 ve insiilin immunpozitif  hiicre sayilari normal diizeyde goriilmistiir (Sekil 4.15).
STZ-NA (Grup II) grubundaki sicanlarin pankreasindaki lanherghans adaciklarmin
capinin kiiciildiigii ve insiilin immunpozitif B hiicre sayilarinin azaldig: tespit edilmistir.
STZ-NA, STZ-NA+OM (Grup ) ile bos boncuk (Grup 1V) gruplarindaki siganlarda
langerhans adaciklarimin ¢ap1 ile inslilin B immunpozitif hiicre sayilarindaki
yetersizligin devam ettigi belirlenmistir (Sekil 4.16-18) Metformin HCI i¢eren AL-CS
ve AL boncuk formiilasyon (Grup V, VI) gruplarinda ise langerhans adaciklarinin ¢ap1
ile insiilin B immunpozitif hiicrelerin sayisinin diger deneme gruplarina gore arttigi

goriilmiistiir (Sekil 4.19-20).
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Sekil 4.15. Normal goriinimdeki langerhans adacigmin ¢api ve insiilin f immunpozitif
hiicreler. IHC. 20um. (Kontrol, Grup I)

Sekil 4.16 Langerhans adaciginin ¢apinda ve insiilin B immunpozitif hiicrelerde azalma.
IHC.20um. (STZ-NA; Grup 1)
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Sekil 4.17. Langerhans adaciginin capinda ve insiilin B immunpozitif hiicrelerde
azalma. IHC.20pm. (STZ-NA+OM; Grup I1I)

Sekil 4.18. Langerhans adaciginin capinda ve insiilin B immunpozitif hiicrelerde
azalma. IHC.20um. (Bos boncuk; Grup 1V)
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Sekil 4.19. Langerhans adaciginin ¢apinda ve insiilin B immunpozitif hiicrelerde
azalma. IHC.20um. (Metformin HCl i¢eren AL-CS boncuk, Grup V)

2007[imi

Sekil 4.20. Langerhans adaciginin capinda ve insiilin B immunpozitif hiicrelerde
azalma. IHC.20um.(Metformin HCl i¢eren AL boncuk; Grup VI)
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5. TARTISMA

DM, insiilin hormonunun gercek veya goreceli yetersizligi ve glukoz
intoleransinin ortak payda oldugu, kronik hiperglisemi ile karakterize metabolik
hastaliklarin heterojen bir grubudur.>*?**®Giiniimiiziin en 6nemli saghk sorunlarmdan
birisi olan DM, dinyada hizla yayillan ve kronik seyreden bir metabolizma

3107By hastaligim etiyolojisinde ¢ok sayida faktér rol oynamaktadir ve

hastaligidir.
kronik hiperglisemi ile beraber insiilin sekresyonundaki, aktivitesindeki veya her
ikisindeki defektler sonucunda karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda
bozukluklar ile ortaya ¢ikmaktadir.»*'%

Bir¢cok organda komplikasyonlara sebep olarak yasam kalitesini diisiiren, uzun
siireli ve pahali bir tedavi gerektiren diyabetin, etiyoloji, patogenezis, tedavi ve
korunmasina yénelik ¢ok sayida arastirmalar yapilmaktadir, 0> 73102103

Yapilan son galismalar, Tip Il diyabetin patofizyolojisi ile ilgili olarak bazi kritik
yonleri agiga ¢ikarmistir. Bunlar, orta siddette (hafif tip) Tip II diyabet hastalarinda
glikoz alim1 (oral) sonrasi kan sekeri saglikli kisilere gore daha fazla artmakta ve bu
artis daha uzun stireli olmaktadir. Bununla birlikte, serum insiilininde beklenen artis
daha gec gerceklesmekte ve uzun siire devam etmektedir. Ayrica, B-hiicre fonksiyon
bozukluguna ek olarak bastirilmamis glukagon konsantrasyonu s6z konusudur. Daha
siddetli (belirgin diyabetli kisilerde) diyabet hastalarinda ise glikoz seviyesi daha
yiiksek, B-hiicre disfonksiyonu daha ciddi ve bastirillmamis normal glukagon seviyeleri
sdzkonusudur. '

Tip Il diyabet modeli gelistirilmesinde kemirgenler genetik faktorler gibi
nedenlerden dolayi ilk tercih edilen ve yaygin olarak kullanilan hayvanlardir. Hayvan

calismalarinda diyabet olusturmak amaciyla farkli yontemler (cerrahi, farmakolojik,

genetik) kullanilmaktadir. STZ, diyabetojenik bir ajan olarak farmakolojik yontemle
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diyabet olusturmak amaciyla yaygin bir sekilde, intraperitonal (i.p.), intravendz (i.v.)
veya subkiitan (s.c.) yollarla ve genis bir doz aralifinda (siganlarda genellikle uygulanan
doz araliklari: 40-80 mg/kg i.v. yolla; 35 (yiiksek yaglh diyetle birlikte)-150 mg/kg i.p.
yolla; 60-100 mg/kg s.c. yolla) uygulanabilmektedir.****™2%Hjicre i¢inde biriken
STZ'min, reaktif oksijen radikallerinin olusumuna neden olarak pankreatik B hiicre
hasarina yol agtigi bilinmektedir."****? Verilen doza bagl olarak Tip I veya Tip II
diyabet modellerinin hayvanlarda olusturulmas: saglanmaktadir.””******Bunlardan,

Srinivasan ve ark.'*®

sicanlarda diisiik doz STZ enjeksiyonu ile Tip 2 diyabet modeli
olusturmak iizere yaptiklar1 bir ¢alismada, 25 mg/kg dozunda STZ enjekte edildiginde
Tip | veya Tip Il diyabetin olusmadigi,35 mg/kg STZ uygulanan siganlarda ise
¢ogunlukla hiperinsiilinemi ile birlikte insiilin direncinin gelismesiyle Tip II diyabet
modelinin olusturulabildigi ve plazma glukoz seviyesi 300 mg/dL ve iizeri olan
sicanlarin Tip Il diyabet grubu olarak ayrildigi, 45 ve 55 mg/kg dozlarinda STZ enjekte
edilen gruplarda ise Tip | diyabetin gelistigi rapor edilmistir. Hazman da yaptigi
¢alismada™® STZ’yi 30 mg/kg dozunda birer hafta arayla 2 defa olmak iizere i.p. olarak
enjekte etmis ve plazma glukoz seviyeleri 300 mg/dl ve {izerinde olan siganlarda Tip II
diyabet olustugu kabul edilmistir.

Vardi ve ark.> yaptiklari ¢alismada, tek doz STZ'nin (45 mg/kg) i.p. enjeksiyonu
ile diyabetik sican modeli olusturduklarini, daha 6nce yapilan calismalarda®®'°STZ
enjeksiyonunu takiben 48-72 saat sonra hiperglisemi meydana geldigi bilgisiyle uyumlu
olarak STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra yapilan Olclimlerde hiperglisemiyi
saptamiglardir.

Sadece STZ kullanilarak Tip II diyabet modeli gelistirilmesindeki bu

belirsizlikler nedeniyle, Tip Il diyabet modeli olusturmak iizere siganlarda STZ nin -
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sitotoksik etkilerine karst NA’nin koruyucu etkilerinden faydalanmak {izere STZ ve
NA’nin siklikla birlikte kullanildigi ¢caligsmalar yatpllmlstlr.78’117

Sicanlarda Tip Il diyabet modeli olusturmak tizere STZ ve NA birlikte ilk olarak
Masiello ve ark.™® tarafindan kullanilmis ve aragtirmacilar, STZ-NA kullanimuyla diger
mevcut modellere (Goto-Kakizaki si¢anlari, neonatal donemde-STZ enjekte edilmis
siganlar gibi) gore yetiskin sicanlarda insan Tip II diyabetine daha yakin deneysel
diyabet olusturduklarini rapor etmislerdir.

STZ-NA ile indiiklenmis Tip Il diyabetmodeliasagidaki ozelliklere sahiptir.
Bunlar: 18119
a. Orta derecede ve stabil seyreden bir hiperglisemi (yasam icin disaridan

insiilin kullanimi1 gerektirmez);
b. P-hiicrelerinde ve insiilin depolarinda azalma;
C. Ancak, hala glukoza ve siilfoniliire tiirevlerine karsi insiilin duyarliliginin
devam etmesi;

d. Esas olarak bozulmus insiilin sekresyonundan dolay1 glukoz intoleransi;
e. Polifaji ve Polidipsi goriilmesi.
Diger bir galismada, 2 aylik Wistar cinsi siganlara 200-230 mg/kg dozda
nikotinamid i.p. olarak uygulanmis ve bu uygulamadan 15 dakika sonra STZ (60
mg/kg) ise i.v. olarak sicanlara verilmistir. Sicanlarin ¢ogunlugunda (%75-80) yaklagik
%40’lik pankreatik B-hiicre azalmasi (o-hiicrelerinde degisme olmamistir) oldugu ve
orta derecede, stabil seyreden bir hiperglisemi (tokluk hiperglisemisi; 150-180 mg/dl)
gelistigi raporlanmistir. % 20-25’lik kisminda ise ya 2-3 haftada siddetli diyabet
gelistigi ya da normoglisemik olarak devam ettigi saptanmlsur.117

STZ ve NA’nin dozlari, birbirine gére uygulama zamanlar1 ve hayvanlarin yasi

sonuglar etkilemektedir. Daha gen¢ hayvanlar STZ’ye daha az duyarhidir ve NA daha
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iyi bir koruma saglar. Yapilan deneysel ¢alismalarda, STZ i.p. veya i.v. olarak 45-65
mg/kg araliginda, NA ise i.p. olarak 60-290 mg/kg dozlarinda kullanilarak diyabet
modeli gelistirilmistir. NA, STZ uygulamasindan 15-30 dakika oncesinde hayvanlara
tatbik edilebildigi gibi STZ injeksiyonu sonrasi 2 saate kadar da hayvanlara
uygulanabilmektedir ve NA, STZ’nin sitotoksik etkilerine kars1 koruyucu o6zelligini
gosterir. Ancak, uygulama sonrasi belirtilen siirenin asilmasi ile birlikte NA’nin -
hiicreleri tizerindeki koruyucu etkisi azalmaktadir (STZ uygulamasi sonras1 ne kadar
kisa stirede uygulanirsa o kadar koruyucu o&zellik gésterir)llgséz konusu tez
calismasinda, STZ uygulanmasindan 15 dakika sonra NA uygulanmustir.

Szkudelski'® STZ ve NA dozlarmin énemli oldugunu, segilen doza gore
olusacak diyabetin siddetinin degistigini ve STZ-NA kullanilarak gelistirilen diyabet
modelinin diyabetin farkli yonlerinin arastirilmasi acisindan faydali bir model oldugu
raporlanmistir.

Barik ve ark.*?!

tarafindan “ Ichnocarpus frutescensin” sulu kok ekstrelerinin
antidiyabetik aktivitetesini degerlendirmek lizere STZ (60 mg/kg tek doz, i.p.) ve STZ
uygulamasini takiben 15. dakikada NA (120 mg/kg tek doz i.p.) si¢anlara (bir gece
oncesinden ag¢ birakilmis) uygulanmis ve uygulamanin 7. giiniinde plazma glukoz
seviyeleri ol¢iilmiistiir. Aglik plazma glukoz seviyesi >126 mg/dL olan siganlar Tip II
diyabetli olarak se¢ilerek ¢alismaya dahil edilmistir. Ekstrenin 6nemli antidiyabetik etki
gosterdigi ve glukoz toleransini artirdigr saptanmaistir.

Weng ve ark?® ise STZ-NA’y1 (65 mgkg iv.-110 mg/kg ip.; STZ
uygulamasindan 15 dakika once enjekte edilmis) 220-240 g agirliginda, bir gece ag
birakilmis siganlara tatbik etmisler ve uygulamanin 7. gilinlinde aclik kan glukoz

seviyesini tespit etmislerdir. A¢lik kan glukoz degeri > 126 mg/dL olan sicanlar Tip II

diyabetli olarak kabul edilerek deneysel ¢alismaya dahil edilmistir.
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Bir gece a¢ birakilmis, 200-300 g agirlik araliginda olan sicanlara STZ (60
mg/kg, i.p ) ve NA’nin farkli dozlarinin (95 mg/kg i.p.; 120 mg/kg i.p.) uygulandigi ve
enjeksiyonun 7. giiniinde aclik kan glukoz seviyeleri >126 mg/dL olan si¢anlarin Tip II
diyabetli olarak kabul edildigi calismalar da mevecuttur.*0123124

Bisht and Bhattacharya,”® “Desmodium gangeticum” ekstrelerinin etkilerini
STZ-NA ile indiiklenmis Tip II diyabetli si¢anlar iizerinde incelemislerdir. Tip 1l
diyabet gelistirmek i¢in bir gece a¢ birakilan siganlara STZ (40 mg/kg; tek doz olarak
i.p.) ve NA (110 mg/kg; tek doz i.p.) uygulanmustir. Tip II diyabet gelistirilen siganlara
(aglik kan glukoz seviyeleri >230 mg/dL) farkli ¢oziiciilerdeki ekstreler uygulanmig ve
sulu ekstrenin antidiyabetik etki acisindan iimit verici oldugu raporlanmistir.

Benzopironlarin antidiyabetik aktivitelerini degerlendirmek iizereyapilan baska
bir ¢alismada, bir gece a¢ birakilmis siganlara 60 mg/kg dozda STZ ve 120 mg/kg dozda
NA i.p. olarak uygulanmis ve 7 giin sonra aglik kan glukoz diizeyleri >200 mg/dL
olanlar Tip Il diyabetli olarak kabul edilerek galismaya dahil edilmistir. Kuersetin
maddesinin 6nemli bir hipoglisemik etki gosterdigi saptanmlstur.125

Tahara et al.'® Sprague Dawley cinsi sicanlarda STZ (50 mg/kg) ve NA (0, 50,
100, 150 ve 200 mg/kg) kullanarak diyabet olusturmuslardir. Sadece STZ kullanilarak
diyabet olusturulan siganlarin aclik plazma insiilin seviyesinin (0,27 ng/mL) saglikli
siganlarin plazma insiilin seviyesine (0,55 ng/mL) oranla 6nemli derecede azaldigini ve
diyabetik sicanlarin 6nemli bir kilo kaybina ugradigimi saptamislardir. Ancak, NA
kullanilmasiyla ve dozunun artirilmasiyla birlikte STZ tarafindan olusturulan
hiperglisemi, pankreas iizerindeki olumsuz etkiler ve viicut agirlik kaybinin ise azaldig
tespit edilmistir. 200 mg/kg kullanildiginda ise STZ’nin bu etkilerinin tamamen
onlendigi raporlanmistir. STZ (50 mg/kg) ile birlikte NA (50 mg/kg, 100 mg/kg, 150

mg/kg ve 200 mg/kg) kullanildiginda saptanan aglik plazma insiilin seviyeleri sirasiyla
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0,50; 0,52; 0,61 ve 0,70 ng/mL; aclik plazma glikoz seviyeleri ise STZ kullanildiginda
249+17 mg/dL, STZ-NA (50 mg/kg) kullanildiginda 179+15 mg/dL, STZ-NA (100
mg/kg) kullanildiginda 125+8 mg/dL ve diger iki NA (150 ve 200 mg/dL) dozu iginse
sirastyla 11745 mg/dL vel02+8 mg/dL ve saghkli sicanlar ig¢inse 94,6+5,3 mg/dL
olarak saptanmistir. Saglikli siganlarin ortalama agirhigi ile karsilastirildiginda STZ ve
STZ (50 mg/kg)-NA (50 mg/kg) uygulanan siganlarin ortalama agirliklar: istatistiksel
olarak farkli iken STZ(50 mg/kg)-NA (100, 150 ve 200 mg/kg dozlar1) uygulanan
sicanlarin ortalama agirliklar1 ise anlamli bir fark gostermemistir. Bu nedenle,
aragtirmacilar tarafindan ciddi diyabet modeli olusturmak i¢in sadece STZ (50 mg/kg)
kullanilirken 1limli diyabet modeli olusturmak icinse STZ-NA ig¢in sirastyla 50 mg/kg
ve 100 mg/kg dozlar secilerek kullanilmastir.

S6z konusu tez caligmasinda ise, yukaridaki bilgiler ve 6n demeler sonucunda,
STZ-NA (40 mg/kg, i.p.-120 mg/kg, i.p.) uygulanmis siganlarin aglik kan glukoz
seviyeleri uygulamanin 7. gilinlinde kuyruk veninden alinan kan Orneklerinde
glukometre (On.Call® Plus, Acon Lab., Inc. Amerika) kullanilarak tespit edilmis ve
aclik kan glikoz diizeyi >126 mg/dL olanlar diyabetik (Tip II) olarak kabul edilmistir.

STZ ile diyabet modeli olusturulmus sicanlarda, akut doneme ait patolojik
degisiklikler bir ¢ok arastirici tarafindan rapor edilrnistir.39’&_’4’73’102’127 Ozdemir ve ark.*,
tarafindan STZ ile diyabet olusturulmus ratlarda, kan glukozu degeri 200-300 mg/dl
arasindaki grup (D1) ile kan glukozu 300 mg/dl’den fazla olan grup (D2) arasinda akut
doneme ait patolojik degisiklikler incelemis, pankreas, karaciger, dalak ve bobrekte
diyabetli gruplar ile kontrol grubu arasinda dejenerasyon agisindan istatistiksel olarak
anlamh bir fark (p<0.05) bulundugu, DI ve D2 arasinda ise anlamli bir fark

bulunmadigi (p>0.05) bildirilmistir.
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Ozmen ve ark. da, *" STZ ile olusturulan ve daha sonra kisa etkili insiilin(INS)
verilen DM’a yonelik klinik, patolojik ve immunohistokimyasal olarak inceledikleri
calismada, STZ ve STZ+INS gruplarinda 24 saat sonra hiperglisemi saptandigini, STZ
ve STZ+INS grubunda histopatolojik bulgularin benzerlik gosterdigini ve her iki
grupta da dejenerasyon saptandigini, ancak immunuhistokimyasal incelemede STZ+INS
grubunda insiilin salgilayan hiicrelerde STZ grubuna gore daha fazla azalma
saptandigini rapor etmislerdir. Karatug105’da yaptig1 deneysel calismada STZ verilen
diyabetik bireylerde % insiilin pozitif hiicre alaninda azalmanin ve kan glukoz degerlerinde
artigin oldugunu bildirmistir.

Nakamura ve ark.?® STZ-NA ile indiiklenmis Tip II diyabetik fare modelinde
patofizyolojik degisimleri incelemislerdir. Sadece STZ (100 mg/kg, i.p.) ve STZ (100
mg/kg, i.p.) ile birlikte NA’nin iki farklt dozu (120 ve 240 mg/kg, i.p.) uygulanarak
farelerde diyabet gelistirilmis ve sadece STZ kullanilan fare dokularinda spesifik olarak
ve belirgin bir sekilde B hiicre kaybr meydana gelmistir. Ancak, STZ-NA kullanimiyla
pankreatik B hiicrelerindeki morfolojik hasarin sadece STZ grubuna gore belirgin
ol¢iide azaldig raporlanmistir.

NA’nin STZ tarafindan olusturulan pankreatik B hiicre hasarim1 doz bagimh
olarak kismen onledigi ile ilgili yaymlanmis ¢aligmalar mevcuttur.**"*# Bundan dolay,
STZ-NA uygulanmis Tip II diyabetli sicanlar ylikselmis kan glukoz degeri ve kismen
azalmis f hiicre kaybu ile karakterizedir,** 120129

Bu tez ¢aligmasinda, pankreas histopatolojik incelenmis ve kontrol grubu ile
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). STZ-NA ve STZ-NA+OM gruplar1 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilememistir (Sekil 4.1) p>0.05.Metformin HCI igeren AL-CS ve AL

boncuk formiilasyon gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
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edilememistir (Sekil 4.1)p>0.05. Fakat, STZ-NA, STZ-NA+OM ve bos boncuk
gruplariile metformin HCI igeren AL-CS ve AL boncuk formiilasyon gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmis olmasi, saf etkin madde (Grup I1I) ve
bos ila¢ tasiyict sistemle (Grup V) karsilastirildiginda, etkin madde yiiklii boncuk
formiilasyonlarinin (Grup V ve VI) histopatolojik degisimlerin hafifletilmesi agisindan
etkili oldugunu gostermistir.

STZ-NA grubundaki sicanlarin pankreasinin, ekzokrin pankreas kisminda
histopatolojik  bir bulguya rastlanmazken, endokrin pankreasta lanherghans
adaciklarinin nekrotik ve dejeneratif degisiklikler sonucu atrofik bir goriiniim aldig
goriilmistiir.Salem ve ark.10? diyabetik sicanlarda 3 hiicreleri iizerindeki aloe vera (AV)
koruyucu etkisini belirlemek amaciyla sadece STZ’nin tek doz i.p. olarak uygulanmasi
ile yaptiklar1 c¢aligmada, birgok adacik hiicrelerinde sitoplazmik vakuollesmeye ve
piknotik cekirdeklere rastladiklarini bildirmislerdir. Abunasef ve ark.**® da yaptiklari
deneysel ¢alismada, streptozotosinin agirlikli olarak adaciklar merkezinde olmak iizere
pankreas adaciklarinda ciddi dejeneratif degisikliklere neden oldugunu, bazi hiicrelerin
kopiiklii veya seffaf hale gelmis, sitoplazmalari genislemis vakuolizasyonlar
gosterdigini ve ¢ekirdeklerde karyolysis goriildiiglinii rapor etmislerdir.

Yukarida da acikladigr gibi STZ-NA’nin birlikte kullanimi ile bu degisimler
NA’nin koruyucu etkisinden dolay1 sadece STZ kullanimina gore azalmis sekilde tespit
edilmektedir, !t 120129

S6z konusu tez ¢alismasinda, deney hayvanlarina STZ-NA ve STZ-NA+OM ve
bos boncuk gruplarindaki siganlarin lanherghans adaciklarinda nekrotik ve dejeneratif
degisiklikler sonucu atrofik goriinlimiin devam ettigi belirlenmistir. Metformin HCI
iceren AL-CS ve AL boncuk formiilasyon gruplarinda ise nekrotik ve dejeneratif

degisikliklerin diger deneysel gruplardaki siganlara gore azaldigi tespit edilmis olup,
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etkin madde yiikli ilag tasiyict sistemlerin (AL-CS ve AL boncuk) saf etkin maddeye
gore daha etkili oldugu saptanmustir.

Abunasef ve ark.™°

STZ ile ratlarda deneysel olusturduklar1 ve pankreas
Bhiicrelerindeki  histolojik, immunohistokimyasal, morfometrik ve biyokimyasal
degisiklikleri inceledikleri diyabet model ¢alismalarinda, immunohistokimyasal
bulgular olarak; kontrol grubunda, adaciklarin ve B hiicrelerinin alanda yogun olarak
bulundugu ve pozitif insiilin sentezinin f hiicrelerinin sitoplazmasinda koyu kahverengi
graniil seklinde pozitif goriiliirken, diyabetik grup B hiicreleri sayisinda ise belirgin bir
azalma gosterdigi bildirilmis, kafein verilen grubun [ hiicreleri sayisinda ve 3
hiicrelerinin alan ylizdesinde Onemli bir artis gozlendiginden, kafeinin diyabette
koruyucu rolii olabilecegi rapor edilmistir. Yaptigimiz bu calisma da benzer sekilde
kontrol grubundaki si¢anlarin pankreas dokularindaki langerhans adaciklarinin ¢ap1 ve
instilin immunpozitif B hiicre sayilar1 normal diizeyde goriilmistir. STZ-NA
grubundaki sicanlarin pankreasindaki lanherghans adaciklarinin ¢apinin kiigiildiigii ve
insiilin immunpozitif B hiicre sayilarinin azaldig: tespit edilmistir. STZ-NA ile birlikte
STZ-NA+OM ve bos boncukgruplarinda bulunan siganlarda lanherghans adaciklarinin
capt ile insililin B immunpozitif hiicre sayilarindaki yetersizligin devam ettigi
belirlenmistir. Metformin HCI igeren AL-CS ve metformin HCI igeren AL boncuk
guruplarinda ise lanherghans adaciklarinin ¢api ile insiilin B immunpozitif hiicrelerin
sayisinin diger deneme gruplarina gore arttig1 goriilmiistiir.

Bu tez calismasinda, kontrol grubundaki sicanlarin karaciger dokulari normal
histolojik yapisinda goriiliirken, STZ-NA ve STZ-NA+OM, bos boncuk, metformin
HCI igeren AL-CS ve AL boncuk formiilasyon gruplarindaki siganlarin karacigerinde
hidropik dejenerasyon ve periasiner nekroz ile hafif diizeyde konjesyon, periportal

alanlarda yangisal hiicre infiltrasyonlar1 saptanmistir. Histopatolojik olarak karacigerde
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goriilen dejeneratif desikliklere benzer bulgular baska arastirmacilar tarafindan yapilan
deneysel diyabet ¢alismalarinda da rapor edilmigtir.>%*

Aboonabi ve ark.*’tarafindan yapilan bir ¢calismada STZ (60 mg/kg, i.p.) ve NA
(120 mg/kg, i.p.) kullanilarak diyabet gelistirilmis si¢anlarin (aglik kan glukoz diizeyi
>126 mg/dl) karacigerinde kontrol grubu (saglikli siganlar) ile karsilastirildiginda
patolojik degisimler (sinlizoidal ve merkezi ven dilatasyonu, merkezi ven cevresinde
inflamasyon ve hepatositlerde nekroz) oldugu saptanmustir.

Insiilin rezistans1 Tip Il DM hastalarinda hipergliseminin esas nedenlerinden
birisidir.Insiilin rezistansma bagl hiperinsiilinemi, makrovaskiiler komplikasyonlar ile
yakindan iligkilidir. Dolayistyla insiilin duyarliligini artiran ilaglar diyabet tedavisinde
énemlidir."****By grup i¢inde yer alan metformin temelde hepatik glukoz yapimini ve
insiilin rezistansini azaltarak kan glukoz diizeylerini diisiiriir."*****Ancak, metformin
klinik olarak 1950’li yillardan beri bilinmesine ragmen etki mekanizmasi tam olarak
aciklanamamistir. Metformin tarafindan insiilin duyarlili@inin iyilestirilmesi, onun
insiilin reseptdr ekspresyonu ve tirozin kinaz aktivitesi lizerindeki olumlu etkilerine
baglanmaktadir. Metformin, kismen inkretinlerin ¢oklu bilesenlerinin modiilasyonu
yoluyla da faydali metabolik etkiler gosterebilmektedir. Metformin akut bir sekilde
glukagon benzeri peptid-1 (glukagon-like peptide; GLP-1)'in plazma seviyesini
artirirken peroksizom proliferatdr-aktive reseptdor (PPAR)-a’ya bagli olan bir
mekanizma  yoluyla da adacik inkretin  reseptér gen  ekspresyonunu
indiiklemektedir.”*Metforminin  antihiperglisemik etkinligi (insiilin  duyarliligim
artirarak) sonucu glukotoksisiteyi azaltmasiyla indirekt olarakphiicre fonksiyonlarini
iyilestirdigi gosterilmistir."*®

Ismail ve ark.® Tip Il diyabet gelistirilmis sicanlarda metforminin molekiiler ve

immiinohistokimyasal etkilerini incelemek lizere serum lipit profilini, insiilin direnci ile
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ilgili ¢esitli genlerin ekspresyon seviyelerini, karaciger ve pankreasta meydana gelen
histopatolojik degisimleri degerlendirmislerdir. Tip Il diyabet gelistirmek tizere yiiksek
yagl diyetle beslenen siganlara 35 mg/kg dozda STZ i.p. olarak uygulanmis ve Tip II
diyabetli kabul edilen sicanlara metformin (400 mg/kg/giin) 4 hafta boyunca oral yolla
verilmistir. Metforminin diyabetik siganlarda, serum lipid profilini normallestirerek
insiilin ~ direncine bagli semptomlar1 diizelttigi, insiilin reseptor ve lipid
metabolizmasiyla ilgili genlerin (a¢il-CoA oksidaz, karnitinpalmitoiltransferaz-1
veperoksizom proliferator-aktive reseptor-a) ekspresyonunu artirdigi, aynt zamanda
metformin uygulamasinin hepatosit sitoplazma ve parenkimasinda rejeneratif
degisiklikleri uyardigi ve ayrica, insiilin salimi ve pankreasin [ hiicrelerinin
rejenerasyonu izerinde de pozitif etkileri oldugu tespit etmisler ve bu durumu
metforminin karaciger hiicreleri  sitoplazmalarinda ve parankiminde rejeneratif
degisiklikleri uyardigini, pankreasta ise tedavinin olumlu sonucu olarak insiilin sinyali
ile pankreatik B hiicrelerinin yenilenmesini indiikledigi seklinde bildirmislerdir.

k.’** metforminin pankreatik B-hiicreleri lizerindeki direkt etkilerini

Patané ve ar
incelemek iizere bir ¢aligma yapmislar ve metforminin B-hiicrelerinin salgi fonksiyonu
tizerinde dogrudan faydali etkilere sahip olabilecegini ifade etmislerdir.

Bagka bir ¢alismada, fare embriyonik pankreasi metformine maruz birakilmis ve
B-hiicre gelisiminin erken evresinde metformine maruziyetin pankreatik ve endokrin
progenitorlerin sayisinda artisa neden oldugu bildirilmistir."*

Yapilan baska bir calismada,® %70 karaciger rezeksiyonundan hemen sonra
baslanarak sicanlara 40 mg/kg/glin metforminin i.p. olarak verildigi ve rezeksiyonundan
sonraki 3. ve 7. giinlerde siganlarin sakrifiye edilerek karaciger rejenerasyonunun

degerlendirildigi ve metformin kullaniminin rejenerasyonu anlamli bir sekilde artirdigi

bildirilmistir.
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Bu calismada immunohistokimyasal bulgular degerlendirildiginde, Langerhans
adaciklarinin ¢ap1 ve insiilin immunpozitif § hiicre sayilar1 agisindan kontrol grubu ile
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir. STZ-NA ve
STZ-NA+OM ve bos boncuk gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilememistir. Benzer sekilde, metformin HCI igeren AL-CS ve AL boncuk
formiilasyon gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemezken,
STZ-NA, STZ-NA+OM ve bos boncukgruplari ile metformin HCI i¢ceren AL-CS ve AL
boncuk formiilasyon gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir. Etkin madde yiiklii ilag tastyict sistemlerin (AL-CS ve AL boncuk) saf etkin

maddeye gore langerhans adaciklari lizerinde olumlu etkisi oldugu saptanmuistir.

Diyabet iizerine ¢aligmalar tiim diinyada en fazla desteklenen ve ilgi ¢eken caligmalar

arasindadir ve diyabet; insan yasaminin ugruna asilmasi gereken bir hastaliktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Gerek beseri gerekse veteriner hekimlikte popiilaritesini uzun yillardan beri

kaybetmeyen DM giiniimiizde de onemli bir metabolizma hastaligi ve saglik sorunu

olarak birgok iilkede 6liimlere neden olan ilk bes hastalik igerisinde yer almaktadir.

1.

Bu ¢alismada;

Nekropside, tiim ¢aligma gruplarindan alinan organlarda (karaciger ve pankreas)
herhangi bir makroskobik bulgu gézlenmemistir.

Mikroskobik incelemede kontrol grubundaki siganlarin pankreas ve karaciger
dokularinin normal histolojik yapilarinda oldugu goriilmiistiir.

Histopatolojik muayenede, pankreasin histopatolojik incelemesinde kontrol
grubu ile diger gruplar arasinda langerhans adaciklarmin atrofik goriiniimii
yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
STZ-NA ve STZ-NA+OM gruplari ile metformin HCI iceren AL-CS ve AL
boncuk formiilasyon gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir (p<0.05). STZ-NA ve STZ-NA+OM ve bos boncuk gruplarindaki
siganlarin karacigerlerinde goriilen hidropik dejenerasyon, periasiner nekroz,
konjesyon, periportal alanlarda yangisal hiicre infiltrasyonlar1 gibi histopatolojik
bulgular agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir
(p>0.05).

Langerhans adaciklarinin ¢api ve insiilin immunpozitif  hiicre sayilar1 agisindan
kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir.

STZ-NA grubundaki si¢anlarin pankreasindaki lanherghans adaciklarmin

capmin kiiciildiigii ve insiilin immunpozitif f hiicre sayilarinin azaldig: tespit
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edilmistir. STZ-NA+OM ve bos boncuk gruplarindaki siganlarda langerhans

adaciklarinin ¢api ile insiilin B immunpozitif hiicre sayilarindaki yetersizligin

devam ettigi belirlenmistir. Bununla birlikte, metformin HCI igeren AL-CS ve

AL boncuk formiilasyon gruplarinda ise langerhans adaciklarinin ¢api ile insiilin

B immunpozitif hiicrelerin sayisinin saf madde ve bos ilag tasiyici sistemlerin

uygulandig1 gruplara gore arttig1 goérilmiistiir.

Hazirlanan ilag tasiyici sistemlerin (metformin HCI igeren AL-CS ve AL boncuk
formiilasyonlar1) metforminin etkinligi iizerinde olumlu etkiler olusturdugu ve bu
sistemlerin diyabetik siganlarin pankreas ve karaciger dokularindaki hasarin azaltilmasi
acisindan etkili olabilecegi de goriilmiistiir.

Sonug olarak, olusturulan diyabet modelinin pankreas ve karacigerde fizyolojik
fonksiyonlar1 etkileyecek oranda patolojik degisikliklere ve parankim hiicrelerinde
sayisal azalmaya sebep oldugu, metformin HCIl yiiklii ilag tasiyict sistemlerin
metforminin antidiyabetik etkilerinin agisindan faydali olabilecegi saptanmistir. Ayni
dogrultuda daha ileri yeni ¢alismalar yapilmas: planlanmalidir. Bu ¢aligmada saglanan

verilerin literatiire ve sonraki ¢calismalara katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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