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Diinya ¢apinda yaklasik 425 milyon kisiyi etkileyen diyabetes mellitus (DM), 6nemli
morbidite ve mortalite nedenidir. Diyabetten etkilenen insanlarin % 80'i diisiik ve orta
gelirli tilkelerde yasadigi bilinmektedir. Etkin tedavisi yapilamayan DM, bobrek
yetmezIigi, korliikk, ampiitasyon ve kardiyovaskiiler hastalik dahil olmak iizere

mikrovaskuler ve makrovaskiler komplikasyonlara yol agabilir. Bu komplikasyonlar

ise viicuttaki cogu dokuyu etkileyebilmektedir.

Hiperglisemi ile karakterize olan diyabet, artan oksidatif stres ve sitokin seviyeleri,
glukoz ve lipid metabolizmasinin diizensizligi gibi ¢esitli mekanizmalarla karaciger

hasarina neden olabilir. Bu yiizden tip 1 diyabetes mellitus (DMT1) ve tip 2 diyabetes

mellitus (DMT?2)’de hepatik siiregler diizensizlesmektedir.
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Gucll bir endojen radikal suptrictu olarak melatonin, sadece oksidatif seviyeleri
azaltmakla kalmayip, aym1 zamanda inflamasyona karst etkili bir savunma
olusturmaktadir. Ayrica melatonin kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve obezite gibi
kronik hastaliklarin kontroliinii de kolaylastirmaktadir. Calismalarda melatoninin anti-
diyabetik 0Ozellige sahip oldugu gosterilmistir. Hayvanlar {izerinde yapilan
pinealektomi ¢aligmalarinda diisiik melatonin seviyelerinin diyabet hastaligina

yatkinlig1 artirabilecegi kanitlanmistir.

Krosin, antioksidan aktiviteye sahip safranin ana bilesenidir. Oksidatif stresle olusan
reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) olusumunu baskilayabilmektedir. Calismalarda
krosinin glutatyon sentezini ve oksidatif strese karsi endojen savunmayi arttirdigi
gosterilmistir. Krosinin diger farmakolojik 6zellikleri ise antihiperlipidemik, anti-
inflamatuvar, antikanser, antiartritik, hepatoprotektif ve kardiyoprotektif olmasidir.
Ayrica krosinin tip 2 diyabet komplikasyonlarini da azalttig1 bilinmektedir ve deneysel
olarak olusturulan diyabet modelinde krosinin hiperglisemiye karsi yararli etkileri

oldugu agiklanmistir.

Bu c¢alisgmada, melatonin varliginda ve yoksunlugunda streptozotosin ile diyabet
olusturulmus ratlarda krosinin oksidatif stres Uzerine etkisinin arastiriimasi
amaglanmistir. Caligmanin ilk giinii pinealektomi islemi uygulanmaistir, calismanin son
gund ise (30. Gin) intraperitonal (i.p) olarak streptozotosin (STZ) (50 mg/kg) ile

diyabet modeli olusturulmustur.

Calismada 250-300 gram 60 adet erkek Wistar albino turd rat kullanildi. Ratlar, her
grupta 10 adet olacak sekilde 6 gruba ayrilmustir (Kontrol, Sham + STZ, PINX,
PINX+STZ, PINX+Krosin, PINX+STZ+Krosin).

Caligmamizda pinealektomi yapilan hayvanlarda diyabet olusturulmasi, serum
karaciger enzimlerinde (alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, alkalen
fosfataz) ciddi artiglara neden olmustur. Ayn1 zamanda krosin tedavisinin uygulanmasi

pinealektomi uygulanmis diyabetik ratlarda karaciger enzimlerinde diisiis saglamistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5409706/#B10-nutrients-09-00367

Ayrica STZ enjeksiyonunun yapilmasi karaciger dokusunda malondialdehit (MDA),
total oksidan seviyesi (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) diizeylerinde ciddi artisa
neden olurken, rediikte glutatyon (GSH), total antioksidan seviyesi (TAS), stiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) dlzeylerinde ise ciddi azalmalara neden olmustur.
Ancak pinealektomi uygulanmis diyabetik sicanlarin krosin ile tedavi edilmesi,
karaciger dokusu MDA ve GSH diizeylerinde, oksidan/antioksidan dengesinde ve
antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD ve CAT) ciddi iyilesmeler gozlenmesine
neden olmustur. Calismada histopatolojik ve immunohistokimyasal sonuglar
degerlendirildiginde pinealektomi uygulanmis diyabetik siganlarda karaciger hasari
tespit edilmistir. Sonug olarak krosin hiperglisemi ve oksidatif stres kaynakli olusan
karaciger  hasarim1  hafifletmistir.  Calisma  bulgularirmiz g6z  Oniinde
bulunduruldugunda krosinin diyabet ve oksidatif stresin neden oldugu karaciger doku
hasarinda tedavi edici ajan olabilecegini diisiinmekteyiz. Fakat bu diislincenin

desteklenmesi igin daha ¢ok calisma yapilmalidir.
Anahtar Sozcukler : Pinealektomi, Krosin, Karaciger, Hiperglisemi, Streptozotosin,

Melatonin, Diyabetes Mellitus
Bilim Kodu : 1090
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Diabetes mellitus (DM), which affects approximately 425 million people worldwide,
is an important cause of morbidity and mortality. It is known that 80% of people
affected by diabetes live in low- and middle-income countries. Untreated DM can lead
to microvascular and macrovascular complications, including renal failure, blindness,
amputation, and cardiovascular disease. These complications can affect most tissues

in the body.
Diabetes mellitus, which is characterized by hyperglycemia, can cause liver damage

by various mechanisms such as increased oxidative stress and cytokine levels, and

dysregulation of glucose and lipid metabolism. Therefore, hepatic processes are
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dysregulated in type 1 diabetes mellitus (DMT1) and type 2 diabetes mellitus (DMT2).

As a potent endogenous radical scavenger, melatonin not only reduces oxidative levels
but also provides an effective defense against inflammation. In addition, melatonin
facilitates the control of chronic diseases such as cardiovascular diseases, diabetes and
obesity. Studies have shown that melatonin has anti-diabetic properties. It has been
proven in animal pinealectomy studies that low melatonin levels may increase

susceptibility to diabetes.

Crocin is the main component of saffron with antioxidant activity. It can suppress the
formation of reactive oxygen species (ROS) formed by oxidative stress. Studies have
shown that crocin increases glutathione synthesis and endogenous defense against
oxidative stress. Other pharmacological properties of crocin are antihyperlipidemic,
anti-inflammatory, anticancer, antiarthritic, hepatoprotective and cardioprotective. It
is also known that crocin reduces complications of type 2 diabetes, and it has been
reported that crocin has beneficial effects against hyperglycemia in an experimental

diabetes model.

In this study, it was aimed to investigate the effect of crocin on oxidative stress in rats
in whom diabetes was induced by streptozotocin in the presence and absence of
melatonin. Pinealectomy was performed on the first day of the study, and on the last
day (day 30) of the study, a diabetes model was created with intraperitoneal (i.p)
streptozotocin (STZ) (50 mg/kg).

In the study, 60 male Wistar albino rats of 250-300 grams were used. Rats were divided
into 6 groups, 10 in each group (Control, Sham + STZ, PINX, PINX+STZ,
PINX+KTrosin, PINX+STZ+Krosin).

In our study, the establishment of diabetes in animals that underwent pinealectomy
caused serious increases in serum liver enzymes (alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase, alkaline phosphatase). At the same time, administration of crocin
treatment resulted in a decrease in liver enzymes in pinealectomized diabetic rats. In

addition, STZ injection causes a serious increase in malondialdehyde [1], total oxidant
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level (TOS) and oxidative stress index (OSI) levels in liver tissue, while reduced
glutathione (GSH), total antioxidant level (TAS), superoxide dismutase (SOD) and
catalase levels. (CAT) levels, on the other hand, caused serious decreases. However,
treatment of pinealectomized diabetic rats with crocin resulted in significant
improvements in liver tissue MDA and GSH levels, oxidant/antioxidant balance and
antioxidant enzyme activities (SOD and CAT). When the histopathological and
immunohistochemical results were evaluated in the study, liver damage was detected
in diabetic rats who had undergone pinealectomy. As a result, crocin alleviated the
liver damage caused by hyperglycemia and oxidative stress. Considering our study
findings, we think that crocin may be a therapeutic agent in liver tissue damage caused
by diabetes and oxidative stress. However, more work needs to be done to support this

idea.

Key Word  : Pinealectomy, Crocin, Liver, Hyperglycemia, Streptozotocin,
Melatonin, Diabetes Mellitus.
Science Code : 1090
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BOLUM 1

GIRIS

Diyabetes mellitus (DM) diinya ¢apinda yayginlig1 giderek artan [2], 6nemli Olcude
morbidite ve mortaliteye neden olan [3] kronik metabolik bir bozukluktur [4].
Hastalik, pankreatik beta hiicre fonksiyonunu bozabilen, metabolik durumu
kotiilestirebilen, insiilin direncini artiran Kronik bir hiperglisemi tablosu seklinde
kendini gostermektedir [5]. insiilin bagimli Tip 1 DM (DMT1) ve Insiiline bagiml
olmayan Tip 2 DM (DMT?2) en sik goriilen DM gesitleridir [6].

DM ile iliskili makro ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin kilit noktast kronik
hiperglisemidir [7]. Hipergliseminin ana mekanizmalarindan birisi DMT1’de
otoimmiinitenin neden oldugu pankreatik beta hilicre harabiyeti, DMT2’de ise insulin
direnci ile asir1 insiilin sentezinin uyarilmasidir [8]. Hiperglisemi, kronik inflamasyon
belirteglerini artirabilir ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olabilir [9]. Ayn1
zamanda oksidatif stres ve inflamasyon da insilin direncine, bozulmus insiilin
sekresyonuna [10] ve diyabetin komplikasyonlarina sebep olabilmektedir [11, 12].
Oksidatif stres patofizyolojik mekanizmalar: indiiklemekte ve diyabete yol acabilen
patalojik yollar baglatabilmektedir [13, 14]. Ayn1 zamanda serbest radikal Gretimi ile
periferik insiilin duyarliliginda azalmaya yol agarak cesitli mekanizmalar yoluyla
DMT?2’ye de sebep olabilir [15].

Streptozotosin (STZ) alkilasyon maddesi, reaktif oksijen tirlerini (ROS) artirmaktadir
ve pankreas adacik hiicrelerindeki antioksidan sisteme zarar vermektedir [16]. Zarar
goren antioksidan sistem DNA zinciri kopmasina ve beta hiicre nekrozuna neden
olmaktadir [17, 18].



Glukoz homeostazinin kontroliinde karaciger 6nemli bir rol oynamaktadir. Karaciger,
DM'den en cok etkilenen dokulardan birisidir [19] ve DM, karaciger fonksiyon
bozukluguna neden olmaktadir [20]. Karaciger fonksiyon bozuklugu diyabetin
oldukca yaygin bir komplikasyonudur. Alkolik olmayan yagli karaciger hastalig1 ve
hepatik steatoz gibi hepatik-lipide bagli bozukluklar, diyabetik hastalarda en sik
gorilen karaciger hastaliklaridir [21]. Calismalar, diyabetik bireylerin % 70-90'inin
karacigere bagli bozukluklar yasadigini ortaya koymustur [22].

Pineal bezin temel islevlerinden birisi melatonin hormonunu salgilamaktir [23].
Melatonin geceleri sentezlenir ve dolagima salinir, ayrica vicudun sirkadiyen
dongusunde rol oynar. Anti-aging, antioksidan, anti-inflamatuvar ve antionkotik
etkilere sahip oldugu da bilinmektedir [24]. Melatoninin serbest radikalleri notralize
ederek hasar olusumunu 6nlemenin yaninda [25] organ ve dokularda glukotoksisiteyi
azaltarak komplikasyonlari onleyebildigi bilinmektedir [26]. Ayrica melatonin, [-
hiicre apoptozunu azaltarak, DMT2’de B-hiicre kaybi ve islev bozuklugunun neden

oldugu pankreas adacik yetmezligini 6nleyebilmektedir [27].

Yaslanma, diyabet ve diger yasa bagl hastaliklar i¢in risk faktortdir [28]. Yaslilarda
geceleri melatonin  seviyesi azalmaktadir [29]. Melatonin yoksunlugunda
(pinealektomi) hayvanlarda kolaylastirilmis glukoz tasiyicisi (GLUT) 4 geninin
ekspresyon seviyesinin azaldigi, glikoz intoleransinin ve insilin direncinin olustugu
goriilmistir [30]. Calismamizi planlarken melatonin yoksunluguna yol agan

pinealektominin diyabetle iligkilendirilmesinde bu durum g6z 6niine alinmistir.



Esas olarak Yunanistan, iran ve Hindistan'da tretilen safran (Crocus sativus L.) bir
baharat olarak kullanilmasinin yani sira geleneksel tipta yogun ilgi gormektedir [31].
Safran, krosin (dikarboksilik asitlerin mono- ve diglikosilik esterleri, krosetin),
pikrokrosin ve safranal gibi aktif bilesenleri icermektedir [32]. Calismalarda krosinin
antidiyabetik, anti-inflamatuvar ve antioksidan Ozellikler gosterdigi bulunmustur.
Aglik kan sekerinin, serum insiilin diizeylerinin, glukozillenmis hemoglobin Alc
(HbA1c) diizeylerinin iyilesmesinde ve hiperglisemi (zerinde olumlu etkiye sahip

oldugu ¢alismalarda gosterilmistir [33-35].

Bu caligmada krosinin, diyabet kaynakli hiperglisemi ile melatonin yoksunlugunda
(pinealektomi) olusan oksidatif stres {izerine olumlu etkisinin olabilecegini diistindiik.
Amacimiz dogrultusunda karacigerde oksidatif stres diizeyini belirlemek i¢in lipid
peroksidasyonunun toksik sekonder urtinlerinden birisi olan malondialdehit (MDA),
redikte glutatyon (GSH), total antioksidan (TAS) ve total oksidan (TOS) degerlerini,
hiicresel savunma sisteminin temel pargalar1 olan siperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) enzimlerinin seviyelerini 6lgtlik. Karaciger fonksiyon bozuklugunu
tespit etmek amaciyla da serum alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST) ve alkalen fosfataz (ALP) degerlerine baktik. Son olarak da
inflamatuvar karaciger hasarin1 gézlemlemek igin IL-1f degerine bakildi ve karaciger

dokusunda histopatolojik degisiklikler incelenmistir.



BOLUM 2

DiYABETES MELLITUS

DM, yirmi birinci ylizyilin en 6nemli halk sagligi sorunlarindan birisidir [36]. DM
vicutta yetersiz insilin sonucunda yiksek kan sekeri seviyeleri ile karakterize bir
heterojen bozukluktur [37, 38]. Diyabetin en yaygin bigimleri, pankreas beta hcresi
yikimina bagli olarak mutlak insilin eksikliginin ortaya ¢iktigr DMT1 ve insulin
direncinin hiperglisemiye yol agabilecegi DMT2’dir [39]. Diyabet hastalarinin
yaklagik %5-10'undan sorumlu olan DMT1, pankreas -hlcrelerini yok eden
otoimmuin bir sure¢ nedeniyle mutlak instlin eksikliginden kaynaklanmaktadir [40].

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) 425 milyon insanin diinya capinda diyabetten
etkilendigini bildirmektedir. Son yillarda diyabetten etkilenen birey sayis1 gelismis ve
gelismekte olan Ulkelerde giderek artmaktadir [41]. Diyabetten etkilenen insanlarin %
80'i diisiik ve orta gelirli Ulkelerde yasadigi ve bunun biyiik kismi ise Asya-Pasifik

bolgesinde oldugu bilinmektedir [42].

DMT2 artan prevalansi ve insidansi nedeniyle bir salgin haline gelmistir [43]. Bu
diyabet tipi yuksek kalorili diyet, artan sedanter davranis ile genetik, fizyolojik ve
yasam tarzi gibi ¢ok faktorll etiyolojiye sahiptir [44]. DMT2'i kisilerde beta hiicre
fonksiyonununda azaldig: da bilinmektedir [45].



2.1. DIYABETES MELLITUS’UN PATOFiZYOLOJISi

DM, karbonhidrat ve lipid metabolizmalarin1 etkiledigi i¢in karacigerde hasara ve
uzun vadeli komplikasyonlara yol acabilmektedir [46-48]. Karaciger normal glikoz
homeostazinin korunmasi i¢in ¢ok énemlidir. A¢lik durumunda, karaciger glisemiyi
kontrol altinda tutmak igin glikoz saglamaktadir. Boylece karaciger, noronlar, kirmizi
kan hucreleri ve renal medller hiicreler gibi zorunlu glikozla beslenen hiicre tiplerinin
ihtiyacin1 gidermektedir [49]. Karaciger postprandiyal normal glukoz toleransina da
katkida bulunmaktadir [50]. Glikojen sentez hizimi artirip hepatik glukoz ¢ikisini
baskilamaktadir [51]. Hepatik glukoz ¢ikisinin baskilanmasi, hepatik glikojenolizin ve

glukoneogenezin baskilanmasi ile olmaktadir [52].

Hiperglisemi, artan oksidatif stres ve sitokin seviyeleri ile glukoz ve lipid
metabolizmasinda diizensizligine neden olmaktadir. Bu yizden DMT1 ve DMT2’de
hepatik siire¢ler diizensizlesmektedir. [53]. Bozulmus glukoz homeostazi,
hiperinsulinemi ve hipertrigliseridemi ile karakterizedir. Ag¢lik durumunda
gerceklesen hiperglisemi ve hiperinsilinemi, insilinin kas glukoz alimindaki ve
hepatik glukoz uretimindeki basarisizligindan kaynaklanmaktadir. Hiperinstilineminin
karaciger, kas dokusu, yag dokusu, damar sistemi ve beyin dahil olmak tzere ¢oklu
dokularda gergeklesen instlin direncine neden oldugu bilinmektedir. Tokluk
durumunda insulin direnci, karacigerin glikoz Uretiminden sonra glikoz atimindaki
basarisizliktan kaynaklanmaktadir. Bu durum hiperglisemiye neden olmaktadir [54].
Sekil 2.1 de toklukta saglikli ve insiiline direngli durumda hepatik substrat akisi

sunulmustur.

Metabolik hastaliklarda 24 saatlik beslenme-aglik dongusinde karacigerin isledigi
besinlerin hem diizeni hem de akisi degismektedir. Ayni zamanda hepatik glukoz alim1
ve glikojen birikimi bozulmustur. Normalde inhibe olmas1 gereken glukoneogenez ve
de nova lipogenez yollar1 aktiftir. Yag asitleri iletimi, trigliserit esterlesmesi ve
sekresyonu hizlanmistir [55]. Obezite ve insulin direnci varliginda hiperinstlinemi
olmasina ragmen gece agliktan sonra hepatik glukoz Gretimi normal veya ylksek

olmaktadir. Bunun nedeni, instlinin hepatik glukoz alimi1 ve dretimini dizenleme



yeteneginin bozulmasidir [56]. Insiilin direnci genellikle DMT?2 ile iliskili olsa da son
caligmalar DMT1’de de insulin direncini bildirmistir [57].

Insiilin direnci varliginda insulin, pankreas adacik hiicrelerinden salgilamir fakat
metabolik dokularda glikoz alimin1 tetikleyemez. Bu durum kan sekerinin ve insulin
seviyelerinin yukselmesine neden olmaktadir. DMT2’de, insulin etkisinde ilerleyici
bir azalma olmaktadir. Sonugta glikozun dokulara tasinmasinda insilin verimli bir
sekilde kullanilamaz ve instlin reseptorlerinin de duyarsizlasmasina neden olmaktadar.
Bu durumda viicut glikoz homeostazin1 kolaylastirmak igin ek insulin Gretmektedir.
Insiilin direncindeki yilksek kan insilini, dislipidemi, yiiksek tansiyon ve glukoz
metabolizmas1 degisikligine neden olmaktadir [58]. Sekil 2.2 de DMT2 gelisimine
neden olan patofizyolojik yollar gosterilmistir [59].

Ekstra hepatik faktorler, hepatik glukoz Uretimi ile basarisiz insiillin baskilanmasina
neden olabilmektedir. Insiilin tarafindan gerceklestirilen pankreastan glukagon
sekresyonununda baskilanma ve yine insilin tarafindan gergeklestirilen yag dokusu
lipolizinin inhibisyonunda aksakliklar olusabilmektedir. Bu durum metabolik hastalig
olan bireylerde karaciger glukoz alimindaki bozulmay1 siddetlendirmektedir [60, 61].
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Sekil 2.1. Toklukta saglikli ve insiiline direngli durumda hepatik substrat akisi [56].
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Sekil 2.2. Tip 2 diyabet gelisimine neden olan patofizyolojik yollar [59].

Hiperinsilinemi varligi, ylksek hepatik glukoz Gretimi, glukoneogenez ve
glikojenolizdeki artig ile ilgilidir. Diyet karbonhidratin énemli bir kism1 karaciger
tarafindan glikojen olarak depolanmaktadir. Hepatik glikojen, glukozdan dogrudan
veya dolayli olarak sentezlenebilmektedir [62]. Daha sonra glikojenolizin aktivasyonu

ile emilim sonrasinda glikoz serbest birakilmaktadir [63].

Glukoneogenez ise bir gecelik agliktan sonra insanlarda toplam hepatik glikoz
uretiminin yarisindan sorumludur ve DMT2'li bireylerde acglik hepatik glikoz
uretimindeki artistan sorumludur [64-66]. DM’de glukoneogenezin glikoz Uretimine
daha fazla katkis1 olmaktadir [67, 68].

2.2. DIYABETES MELLITUS’UN SINIFLANDIRILMASI

Amerikan Diyabet Dernegi’'nin (ADA) siniflandirmasina gore diyabet hastaligi
temelde dort gruba ayrilmaktadir [69, 70].



Cizelge 2.1. Diyabetes Mellitus'un etiyolojik siniflandirmalari [71].

1. Tip 1 Diyabetes Mellitus (mutlak insulin eksikligine yol agan otoimmin B-hiicre yikimi)

2. Tip 2 Diyabetes Mellitus (¢ogunlukla instlin direncinin oldugu, B-hiicresinde insilin

sekresyonunun ilerleyici kayb1)

3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (gebeligin ikinci veya tcunci trimesterinde teshis edilen

ve agikar olmayan diyabet)

4. Diger Nedenlere Bagh Spesifik Diyabet Turleri

e  Beta hiicre fonksiyonunun genetik kusurlari

e Insiilin etkisindeki genetik kusurlar

e  Ekzokrin pankreas hastaliklar1 (pankreatit, travma/pankreatektomi, neoplazi, kistik
fibroz, hemokromatoz)

e Endokrinopatiler (akromegali, cushing sendromu, glukagonom, feokromositoma,
hipertiroidizm, somatostatinoma, aldosteronom )

e llag veya kimyasal kaynakli (vacor, pentamidin, nikotinik asit, glukokortikoidler,
tiroid hormonu, diazoksit, beta-adrenerjik agonistler, tiyazidler, fenitoin, alfa-
interferon)

e  Enfeksiyonlar (dogustan kizamikgik, sitomegaloviriis vb.)

e Immun aracili diyabetin yaygin olmayan formlari

e Diyabetle iliskili diger genetik sendromlar (down Sendromu, klinefelter sendromu,
turner sendromu, wolfram sendromu, friedreich ataksisi, huntington koresi, lawrence-

moon beidel sendromu, miyotonik distrofi, porfiri, prader-willi sendromu)

2.2.1. Diyabetes Mellitus Tip 1 (DMT1)

DMT1, otoimmin veya idiyopatik beta hiicre yikimi neticesinde siddetli insulin
eksikliginin olugmasidir [72]. Beta hiicre yikiminda T hicrelerinin  yaninda
makrofajlar da etkili olmaktadir. Sonucta pankres B-hiicre 6limda, instlin Gretiminin
eksikligi ve glikoz hassasiyeti olusmaktadir [73]. DMT1’li hastalarda yasam boyu
insilin replasman tedavisi gerekli olmaktadir [74].

DMT]1, acglik kan sekerinin yiiksek olmasi, hiperglisemi semptomlari ile herhangi bir
zamanda Olciilen kan sekerinin ylksek olmasi ve HbA1c¢’nin % 6,5 veya daha yiksek
olmasi ile teshis edilmektedir [75]. Cizelge 2.2 de diyabetin tani kriterlerinden
bahsedilmistir [71]. DM’nin gelisim siirecinde, diyabet tan1 kriterlerini gézlenmeden

aclik kan glukoz toleransinda ve/veya tokluk kan glukoz toleransinda bozulma



meydana gelebilir [76]. Cizelge 2.3 de bozulmus aglik ve tokluk kan glukoz

toleranslart sunulmustur [71].

DMT1 her yasta teshis edilebilmesine ragmen en sik cocukluk g¢aginda
gorulmektedir.Yapilan ¢alismalara gore ¢ocuklarda DMT1 insidans1 diinya ¢apinda
her yil % 2-5 oraninda artmaktadir [77] ve cografi bolgelere gore degisiklik
gostermektedir; Asya Ulkelerinde insidansi genellikle ¢ok diisiikken [78], bazi Avrupa

ulkelerinde ise 6rnegin Finlandiya'da oranlar oldukca ytksektir [79].

Yetiskin bireyler arasinda DMTL1 ile DMT2 ayrimi zor olmaktadir. Yetiskin DMT1
hastalarint DMT2 hastaligi olanlardan ayirma girisimleri, yetiskinlerin gizli otoimmin
hastalig1 ve ketoza egilimli diyabet olmak Uzere yeni hastalik siniflarinin 6nerilmesiyle

sonuglanmustir [80, 81].

Cizelge 2.2. Diyabetin tani kriterleri [71].

Aclik Plazma Glukozu > 126 mg/dl (7.0 mmol/L)

Plazma Glukoz konsantrasyonu >200 mg/dl (11.1 mmol/L)
(Son yemek tuketildikten sonra gegen zamana
bakilmaksizin giiniin herhangi bir saatinde
Olcilen plazma glukozu ve aymi zamanda
poliiiri, polidipsi veya agiklanamayan kilo
kaybi gibi DM semptomlarinin olmast)

Oral Glukoz Tolerans Testi Sonrasi (75 g glikoz | >200 mg/dl (11.1 mmol/L)

yuklemesinden 2 saat sonra dlgulen plazma

glukozu)
HbAlc >% 6,5

Cizelge 2.3. Bozulmus glukoz tolerans1 [71].

Bozulmus Aclik Glukozu 110 - <126 arasinda (6,1-7,0 mmol/L)
Bozulmus Tokluk Glukozu 140 -<200 arasinda (7,75-<11,1 mmol/L)
(iki saatlik tokluk glukozu)




2.2.2. Diyabetes Mellitus Tip 2 (DMT2)

DMT2, cevresel ve genetik duyarliliklarin etkili oldugu karmasik metabolik bir
hastaliktir [82]. DMT2’ nin dinya ¢apinda 400 milyondan fazla insanmi etkiledigi
tahmin edilmektedir ve prevalans: salgin boyutlarma ulasmistir [83]. DMT2’nin
komplikasyon ve komorbiditesinde aglik ve tokluk hipergliseminin gelismesi primer
etken olarak gosterilmistir [84]. DMT2, insulin direnci [85] ve adaciklardaki B hiicre
disfonksiyonu ile iliskilidir ancak etiyolojisi ve gelisim mekanizmalar1 hala tam olarak
anlagilamamistir. A¢hik kan sekeri, iki saatlik tokluk kan sekeri, glikozillenmis
hemoglobin ve insulin direnci gibi klinik gostergeler DMT2'nin tan1 ve
siiflandirmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir [86]. Cizelge 2.2 de diyabetin tani
kriterlerinden bahsedilmistir [71]. Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alisma ¢ocuklarda ve
ergenlerde DMT2'nin ¢arpict sekilde arttigini gostermistir [87]. ADA, DMT2 igin risk
faktorine sahip asir1 kilolu bireylerde 45 yasindan 6nce aglik veya rastgele kan glikozu
olcuma, oral glukoz tolerans testi veya HbAlc testinin dikkate alinmasini tavsiye
etmektedir [88].

Diyabet tanisi olmayan 65 yas ve Uzerindeki bireylerde diyabet veya prediyabet riski

icin aglik plazma glukozu ve/veya HbA 1¢ taramasinin yapilmasi Onerilmektedir [89].

2.2.3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM)

GDM, gebelik sirasinda gelisen ve hiperglisemi sonucunda insilin direncinin olusmasi
ile karakterize bir komplikasyondur. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) 2017
verilerine gére GDM, diuinya ¢apindaki gebeliklerin yaklasik % 14'Uni etkilemektedir
[90]. GDM gorulme siklig1 bir populasyonda veya etnik grupta DMT2 prevalansi ile
orantili olarak degismektedir. Afrikali, Hispanik, Hintli ve Asyali kadinlarda GDM
prevalansi beyaz kokenli kadinlara gore daha yuksek olmaktadir [91].

Obezite, mikro besin eksiklikleri, gebelik yasimin buyik olmasi ve ailede insulin
direnci veya diyabet dykusinin bulunmasi GDM igin risk faktoriidiir. GDM sonrast
kadinlarda DMT2 ve kardiyovaskdler hastalik olusma riski artmaktadir. Cocuklarda
da ileri donemlerde obezite, kardiyovaskiler hastalik, DMT2 ve GDM gibi saglik
sorunlari riski artmaktadir [92, 93].
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Insiilin gereksinimleri hamilelik sirasinda fizyolojik olarak artmaktadir [94]. Gebelik
doneminde ilerleyici instlin direnci, hamileligin ortalarindan baslayarak gelismektedir
ve Uclincu trimestera kadar ilerlemektedir [95]. TUmor nekroz faktor-alfa (TNF)-a,
plasental laktojen ve plasental blylime hormonu dahil olmak Uzere plasentadan
salgilanan hormonlar ve adipokinler, gebelikte insilin direncinin olas1 nedenleridir
[96].

Normal kiloda olan kadinlarda gebelik doneminde fizyolojik olarak artan insilin
direnci riski ve genetik 6zellikler nedeniyle GDM’ye kars1 duyarlilik gozlenmektedir
[97]. Ancak ¢ogunlukla asir1 kilolu/obez kadinlar GDM’den etkilenmektedir [98].

2.2.4. Diger Nedenlere Bagh Spesifik Diyabet Turleri

2.2.4.1. Monogenik Diyabet Sendromlari

Diyabetin monogenik formlar1 orta veya siddetli hiperglisemi ile sonuclanan, pankreas
beta htcrelerinin fonksiyonel kusurlari ile karakterize edilen bir durumdur. Tek gen
bozukluklarinin nadir goriilen heterojen bir grubunu temsil etmektedir [85, 99].
Pediatrik populasyonda monogenik diyabetin sistematik olarak tarandigi birkag
caligmada monogenik diyabetin tahmini prevalansinin %1.1-4,2 oldugu bulunmustur
[100].

2.2.4.2. Ekzokrin Pankreas Diyabeti (DEP)

DEP, pankreas hasar gordiigiinde ortaya ¢ikan bir diyabet seklidir. DEP hem ekzokrin
hem de endokrin islev bozuklugu ile karakterizedir [101]. Hem akut hem de kronik
pankreatit, DEP'nin en yaygin nedenidir. Diger nedenleri ise cerrahi pankreas
rezeksiyonu, pankreas kanseri, hemokromatozis ve pankreasin konjenital agenezisini
icermektedir [102]. Caligmalar DEP'in genellikle DMT2 ile karistirildigini
sOylemektedir [103].
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2.2.4.3. Ila¢ veya Kimyasal Kaynakh Diyabet

Glukokortikosteroid, statin, diuretik ve beta bloker gibi ilaglar hepatik glikoz tretimi,
pankreatik insilin sekresyonu ve periferik dokulardaki instlin duyarlilig1 tzerindeki
etkilerinden dolay1 diger ilaglara gére DMT2’yi daha ¢ok indiikleyebilmektedir [104].
2.2.4.4. Organ Nakli Kaynakh Diyabet

DM, Kkat1 organ transplantasyonunun sik gorilen bir sonucudur [105]. Yakin tarihli
Uluslararas1 Konsensiis Kilavuzlarina gore, transplant olan kisi hastaneden taburcu
edildikten sonra, organ nakli kaynakli diyabet tanisi icin ADA ve Diinya Saglik Orguitii
kriterlerinden herhangi biri kullanilabilir. Tani1 i¢in A¢lik kan glukozunu >126 mg/dL
(7 mmol/L) olmasi, diyabet semptomlari ile birlikte rastgele 6lgtlen kan glukozunun
>200 mg/dL (11.1 mmol/L) olmasi, 75 gram OGTT’den 2 saat sonra glukoz
seviyesinin > 200 mg/dl (11.1 mmol/l) olmasi ve HbAlc’nin > %6.5 olmasi
kullanilabilmektedir. Fakat HbAlc, nakilden sonraki ilk yil iginde organ nakli
kaynakl1 diyabet tanis1 igin tek basina kullanilmamalidir [106].

Organ nakli kaynakli diyabet gelisiminde rol oynayan risk faktorleri, DMT2’ye sebep
olan risk faktorleri ile ortaktir. Ancak DMT?2 risk faktorlerine ek olarak bazi nakille
ilgili risk faktorleri de mevcuttur. Bunlara immiin baskilayicilar ve enfeksiyon (hepatit
C virlisu veya sitomegalovirus gibi) 6rnek verilebilir. Nakilden hemen sonra kilo alim1
yaygindir ve organ nakli kaynakli diyabet gelisimi i¢in bir bagska onemli risk
faktorudir. Kilo alimi glukokortikoidlerin etkisinden kaynaklanabilecegi gibi,
hastanin nakil 6ncesine daha ylksek kalorili beslenmesinden de kaynaklanabilir [107].

Sekil 2.3 de nakil sonrasi diyabete neden olan etmenler sunulmustur [108].
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Onceden Var Olan Diyabet Riski:

Yag (=40)
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Diger: inflamasyon:
Otozromal dominant Sitomegalovirii
polikistik bibrek hastahdgn NAKIL s(CMV)
ile kistik fibrozisli SONRASI Henatit C
bireylerde organ nakli t————»| DIYABET ICIN |f—— P
sonrasinda RiSK Olenlerden“
Statin grubu ilaglar FAKTORLERI alinan donér
D vitamini digiikligii Reddetme
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immiin Baskilayicilar:

Kortikosteroid

Kalsindrin

Sekil 2.3.Nakil sonras1 diyabete neden olan etmenler [108].

2.3. DIYABETES MELLITUS’UN KOMPLiKASYONLARI

Diyabetik komplikasyonlarin altinda yatan mekanizmalar arasinda genetik ve
epigenetik modifikasyonlar, beslenme faktorleri ve hareketsiz yasam tarzi yer
almaktadir [109]. Bunun yaninda ROS’un agir1 Uretimi ile olusan oksidatif stresin de
onemli rol oynadigina dair artan kanitlar vardir [110]. Hem DMT1 hem de DMT?2
hastaliginin ortak ozelligi olan hiperglisemi, ciddi komplikasyonlara neden olma
potansiyeline sahiptir [111]. Diyabette ortaya ¢ikan komplikasyonlar, “mikrovaskiiler”
(kiiguk kan damarlarinin hasar gormesi) ve “makrovaskiiler” (atar damarlarin hasar
gormesi) olarak gruplandirilmaktadir [112]. DM, makrovaskiiler komplikasyonlarin
olusumunu arttirmaktadir. Makrovaskiler komplikasyonlarin baslica klinik belirtileri
koroner arter hastaligi, periferik arter hastaligi [113] ve felctir. Ozellikle, DM'li
hastalarda olimcul miyokard infarktis ve inme riski 2-4 kat artmaktadir [114].
Ateroskleroz, endotel hiicrelerindeki makrofajlarin ve T hticrelerinin damar duvarina
baglanmasina yol agtigi kronik bir durum olarak tanimlanmaktadir. Endotel hiicreleri,

oksitlenen diistik yogunluklu lipoprotein (LDL) pargaciklarini kan dolasimindan
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yakalamaya yatkindir [112]. Makrofajlar oksitlenmis LDL'yi aldiklarinda kopuk
hlcrelerine doniistir ve bunlar hasarli endotel bolgesinde birikmektedir. Kopuk
hicrelerinin ve monositlerin kalsifiye diz kas hucreleriyle birlestigi kumeler,
aterosklerotik plaklar olarak bilinmektedir. Kopuk hiicreleri kararsizdir ve sonunda
parcalanarak kolesterol ve diger bilesenlerini kana birakir. Bu maddeler kalbe veya
beyne giden kan akisin1 engelliyorsa sirasiyla miyokard infarktlst veya felg olay1

meydana gelmektedir [115].

Diyabete bagli baslica mikrovaskiiler komplikasyonlar ise nefropati, noropati ve
retinopatidir. Bu patolojik durumlar, proinflamatuvar belirteclerin ve oksidatif stresin
olusumuna yol acan kronik hiperglisemi ile baglantilidirlar [116]. Ayrica bu

komplikasyonlar, diyabetle iliskili Gnemli morbidite oranlarina sahiptir.

Diyabetik nefropati genellikle yuksek tansiyonun eslik ettigi ve glomerdler filtrasyon
hizinda ilerleyici azalma ile karakterize bir hastaliktir. idrar albumin atiliminda da artis
olmaktadir [117]. Diyabetik nefropati gortlen bireylerde normal bébrek fonksiyonuna
sahip bireylere gore 8 ila 10 kat kadar daha ylksek kardiyovaskuler mortalite orani
gorilmektedir [118].

Diyabetin en yaygin komplikasyonu olan diyabetik ndropati ise viicudun herhangi bir
bolgesindeki sinir liflerine (cogunlukla periferik duyu sinirleri) verilen hasarla
karakterizedir. Diyabetik noropatinin tespit edilen semptomlar1 arasinda uyusma,
yanma, gérme bozuklugu, denge kaybi, atrofi ve kalp hastaliklar1 yer almaktadir
[119]. Diyabetik noropatinin  patofizyolojisi, hem noronlar1  besleyen kan
damarlarindaki islev bozuklugunu hem de sinir hiicrelerinin hiperglisemiye bagli hasar

gormesini igermektedir [112].

Retina lezyonlar1 ve gérme bozuklugu ile sonuclanan diyabetik retinopati, diinya
capinda yetiskinler arasinda gorulen ve 6nde gelen bir korlik nedenidir. Retinopati,
kan-retina bariyerinin zayiflamasi, vaskiiler bazal membranin kalinlagmas1 ve retina
endotel htcrelerini  cevreleyen kontraktil hucrelerin  (perisitler) olumi ile
karakterizedir [112]. Noropati gibi, retinopatiye neden olan biyokimyasal

mekanizmalarin ¢ogu kronik hiperglisemi ile iligkilidir [117].
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BOLUM 3

OKSIDATIF STRES VE DiYABETES MELLITUS

Oksidatif stres, DM insidansi ile yakindan iliskilidir. Oksidatif stress, hlcrenin redoks
dengesinde bir bozulma oldugunda meydana gelmektedir. Hiicre zar1, DNA, protein
ve lipid gibi hayati biyomolekiillere zarar vermektedir [120]. Siirec hem diyabetin
baglamasini tesvik etmekte hem de hastalik durumunu ve buna bagli komplikasyonlari
siddetlendirmektedir. Ayrica, oksidatif stres karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasinin bozulmasi, mikro ve makrovaskiler islev bozukluklar1 gibi

komplikasyonlara da neden olmaktadir [121].

Oksidatif stres hasarina karsi en hassas dokulardan biri pankreastir [122]. Diger
dokulara kiyasla zay1f anti-oksidatif sisteme sahip oldugundan diger doku hiicrelerine
gore oksidatif hasara daha duyarlidirlar. Calismalar, oksidatif stresin pankreas hiicre
fonksiyonunu azaltmada rol oynadigin1 gostermistir. Oksidatif stres, gen
ekspresyonunu  etkilebilmenin  yaninda pankreas hicrelerinin  apoptozunu
indukleyebilmektedir [123].

Aragtirmalar, DMTI1’de otoimmin reaksiyonlar, sitokinler ve inflamatuvar
proteinlerin neden oldugu bozulmus beta hiicre fonksiyonunda ROS’un rolinin
oldugunu ileri surmektedir [124]. Hipergliseminin de serbest radikal Gretimi ve
antioksidan savunma sistemlerinin baskilanmasi yoluyla oksidatif strese neden oldugu
belirtilmistir [125]. Kronik hiperglisemik kosullarda ROS fretilir, antioksidan
enzimler ve enzimatik olmayan antioksidanlar ¢esitli dokularda bu Uretimi bastirmada
rol almaktadir [126-128].
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Oksidatif stres, insilin direnci patofizyolojisinde de kilit role sahiptir. B-htcre
disfonksiyonu, inflamatuvar streg, GLUT-4 regilasyonunun  bozulmasi,
mitokondriyal ve insulin sinyal yollarinin disfonksiyonu ile periferik insulin
duyarliligi azalabilmektedir [15]. Sekil 3.1 de insiilin direncine neden olan oksidatif

stres ile iligkili bes ana yolak gosterilmistir [129].

B- hiicre disfonksiyonu

/ GLUT-4 |

T

insiilin Direnci

Serbest Radikal T

insiilin Sinyal yollan¢

< Enflamatuar YanltlarT

Mitokondriyal
Disfonksiyon

Sekil 3.1. Oksidatif stresin bes ana molekiiler yolagi ile insiilin direnci [129].

3.1. ANTIOKSiDAN SAVUNMA MEKANiIZMASI

ROS, antioksidan mekanizmalar sayesinde yok edilebilmektedir [128]. Enzimatik
antioksidanlar hiicrede ROS yayilimina, oksidatif stres kaynakli doku hasarina kars1
savunma yapmaktadir [130]. Birincil enzimatik antioksidanlar, SOD, CAT ve
glutatyon peroksidazdir (GSH-Px). Diger antioksidan enzimler ise glutatyon-S-
transferaz ve glukoz-6-fosfat dehidrojenazdir [131]. Eser elementler, antioksidan
enzimlerin diizenlenmesinde kofaktor gorevi gormektedir. Sekil 3.2 de ROS un Uretim

ve tliketim yollarindan bahsedilmistir [132].

SOD, siiperoksit (O2) radikalini yok eden, stiperoksit tarafindan verilen hasari
azaltmaya yardimci olan ve hasarli hiicreleri onaran bir enzimdir. Bu antioksidan hem
dermiste hem de epidermiste bulunmaktadir. Cilt olusumuna yardimeci olan
fibroblastlarin Uretimini saglamaktadir [133]. SOD, CAT veya GSH-Px tarafindan da
yok edilebilen O2nin hidrojen peroksite (H202) indirgenmesini saglamaktadir.
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Bu enzim peroksinitrit olusturmak i¢in nitrik oksit (NO) ile rekabet etmektedir. Sonug
olarak SOD, NO’yu inaktive eden O2’yi temizleyerek, NO aktivitesini arttirmaktadir
[134].

Antioksidan metabolizmasinda 6nemli roli olan GSH, sulfhidril igeren amino
asitlerden sentezlenmektedir. Serbest radikalleri temizleyerek veya H202'nin
indirgenmesine katilarak oksidatif strese karsi birincil savunma mekanizmasini
olusturmaktadir [135]. GSH-Px, GSH’in glutatyon disilfide oksidasyonunu
saglamaktadir ve daha sonra glutatyon rediktaz ile GSH'ye indirgenmesiyle

peroksitleri ve hidroksil radikallerini toksik olmayan formlara dontistiirmektedir [131].

CAT onemli bir antioksidan enzimdir [136]. CAT'in merkezi rolii, asir1 H202’yi
ortadan kaldirmak ve hiicresel redoks dengesini korumaktir. Serbest radikallere karsi
ilk savunma hatt1 olan SOD, O2’nin H.02’ye dismutasyonunu katalize ederken, CAT
ise H202’yi molekiler oksijen (O2) ve suya (H20) ayristirarak notralize etmektedir
[137].

Enzimatik olmayan antioksidanlar E, C ve A vitaminlerini igermektedir. ROS ve
nitrojen tlrleri etkilesime girerek serbest radikal zincir reaksiyonlarimi
sonlandirmaktadirlar. Boylece ROS'u dogrudan notralize ederek ROS’un yan
etkilerine kars1 6nemli koruma saglamaktadir [138]. Non enzimatik bu antioksidanlar
kronik hastalik ve yaslanma riskinin azaltilmasina da katkida bulunmaktadirlar [139,
140]. Meyve ve sebzeler, vitamin C, vitamin E ve karotenoidler dahil olmak Uzere
diyet antioksidanlarimnin ana kaynaklaridir. Polifenoller de dogal antioksidanlar olarak

oOzellikle sebze ve meyvelerde bulunmaktadir [141].
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Kiglk molekuler agirlikli enzimatik olmayan antioksidanlar (tioredoksin, E ve C
vitaminleri ve selenyum gibi eser metaller) dogrudan ROS temizleyicileri olarak islev
gormektedir [142]. Bilirubin, o-tokoferol (E vitamini) ve [-karoten kanda
bulunmaktadir. Albumin ve Urik asit plazmadaki antioksidan kapasitesinin % 85'ini
olusturmaktadir [143].

0, Endoplazmik Retikulum

fr= C,NADPH;H-» GSSG H,0
NADP+ 2GSH H.0,

Mitokondri |

o H,O
o Peroksizom
Metabolik Feds
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Farklilasma «___
Hiicresel

ogalma <« Sinyallesme
Got \ Oksidatif Hasar

ROO- Vitamin E Dehidroaskorbat 2GSH NADP+
X 1 Glutatyon Oksidaz (Glutatyon Rediiktaz
ROOH Vitamin E Radikal Askorbat GSSG NADPH+H+

Sekil 3.2.Biyolojik sistemde ROS (retim ve tuketim yollar1 [132].
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BOLUM 4

MELATONIN VE DiYABETES MELLITUS

Pineal bez, sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde ve hormon sentezinde rol oynayan
noroendokrin organdir [144]. Pineal bezden salgilanan ana hormon melatonindir. Sekil
4.1 de melatonin biyosentezi gosterilmistir. Melatonine ek olarak pineal bezde

serotonin ve N,N-dimetil-triptamin sentezinin de oldugu bilinmektedir [145].

TPH
Triptofan 5-hidroksi 1170
triptofan
Serotonin
- - &
HIOMT

TPH: Triptofan hidroksilaz

AAAD: Aromatik L-amino asit dekarboksilaz
NAT: N-asetil transferaz

HIOMT: Hidroksiindol-O-metiltransferaz

Sekil 4.1. Melatonin biyosentezi [26].

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) gucli bir antioksidan aktiviteye sahiptir ve
karanlik fazda sirkadiyen ritimde rol oynamaktadir [146, 147]. Melatonin Uretimi gece
artmakta ve gundiz vakti retinalar tarafindan algilanan 1s1ik tarafindan
baskilanmaktadir. Sekil 4.2. de melatonin sentezinin 1s1gin algilanmasi ile
suprakiyazmatik nikleus tarafindan baskilanmasi gosterilmistir [148]. Sirkadiyen
ritimlerin diizenleyicisi olarak bilinen melatonin, viicudun gesitli merkezi ve gevresel

dokularinda diizenleyici bir molekiil olarak gérev yapmaktadir [149].
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Sekil 4.2. Melatonin sentezi ve 1s18in algilanmasi [148].

Calismalarda melatoninin anti-diyabetik 6zellige sahip oldugu gosterilmistir.
Hayvanlar (zerinde vyapilan pinealektomi c¢alismalarinda diisiik melatonin
seviyelerinin diyabet hastaligina yatkinlig1 artirabilecegi kanitlanmistir [150]. Endojen
glukoz Uretiminde ve B-hicresinden insulin salgilanmasinda [151] etkili oldugu
bilinen melatoninin eksojen uygulanmasimin insulin direncini ve bozulmus glukoz
toleransini azaltmada terapotik faydalar saglayabilecegi diisiiniilmektedir [152, 153].
Bircok galismada melatoninin instlin seviyelerini diisiirmesinden dolay1 B-hiicresinin
aktivitesi Uzerinde baskilayici bir etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir [154].
Artan instlin dizeyinin de epifiz bezi ve melatonin tzerinde inhibitorik bir etki
yarattig1 anlagilmistir. Bu yiizden insiilin ve melatonin arasinda antagonist bir iliski
oldugu sonucuna varilmistir. Bu durum, gin iginde melatonin konsantrasyonu
diistigiinde insllin  seviyelerinin yikselmesi, gece boyunca ise melatonin
konsantrasyonu yiikseldiginde insiilin seviyelerinin diismesi sonucunda glikoz

seviyelerinin yukselmesi ile agiklanabilmektedir [155].
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BOLUM 5

SAFRAN VE DIYABETES MELLITUS

Yasam tarzi degisikligi ve Ozellikle beslenme yonetimi diyabet risk faktorlerinin
kontroliinde faydali olabilmektedir. Son zamanlarda antioksidan etkilere sahip bitkisel
maddelere glisemi metabolizmasinin diizenlenmesinde iyilestirici etkiye sahip

olduklarindan dolay1 ilgi artmistir [156].

Safran, Iridaceae familyasina ait sapsiz bir bitki olan Crocus sativus L. ¢iceginin
kurutulmus stigmalarindan elde edilmektedir. Renklendirici ve tatlandirici bir baharat
olarak kullanilmaktadir [32, 157]. Tarihi 3000-4000 y1l dncesine dayanmaktadir ve
bircok kita ve medeniyetle iliskilendirilmektedir. Su anda, diinyanin ana safran

iireticileri Iran, Yunanistan, Fas, Ispanya ve Hindistan'dir [158].
Safran, 10 ila 30 cm boyunda kiigiik ve ¢ok yillik bir bitkidir. Cigek soganinin

ortasindan birkag yaprak ve 2 ya da 3 ¢icekle bitmektedir. Renk 6zelligi karotenoid ve
likopen seviyesine baghidir (Sekil 5.1 ) [159].
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Sekil 5.1. Safran [160].

Safran, krosin, krosetin ve safranal gibi 100'den fazla aktif bilesen icermektedir.
Safranin (¢ ana aktif maddesi vardir. Esas olarak safrani, stigmalarin kirmizi
pigmentasyonundan sorumlu olan krosin (8'-diapokaroten-8,8'-dioik asit) (CasHesO24),
belirgin sekilde aci tadindan sorumlu olan pikrokrosin (CisH2607) ve safrana
karakteristik koku veren ayni zamanda ugucu yagin ana bileseni olan safranal (2 ,6,6-
trimetilsikloheksan-1,3-dien-1-karboksaldehit) (C10H140) olusturmaktadir [161].

Sekil 5.2 de safranin aktif maddelerinin kimyasal formiilleri gosterilmistir [162].
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Sekil 5.2. Safranin aktif maddelerinin kimyasal formdlleri [162].

Safranin antidepresan, noroprotektif, antitimor, antikonviilzan, antihipertansif, anti-
iskemik, hipolipidemik, antidiyabetik, antiaterosklerotik, antioksidan ve anti-
inflamatuvar etkiye sahip oldugu ¢alismalarda gosterilmistir [163]. Sekil 5.3. de safran
yapragmin farmakolojik ozellikleri belirtilmistir [164]. Safranin, krosin ve safranal
biyoaktif bilesenleri oksidatif stresin yiikiinii azaltmaktadir [161]. Ayrica antidiyabetik
etkisi olan safran, insilin ile beraber kullanildiginda instlinin  duyarliligini
arttirmaktadir [165]. STZ ile olusturulan deneysel diyabet modelinde safran stigma
0zUtl uygulanmasimin, plazma lipid peroksidasyonunu iyilestirdigi gosterilmistir

[166].
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Sekil 5.3. Safran yapraginin farmakolojik etkileri [164].

Krosin(CasHesO24), Crocus sativus L'nin stigmalarinin bir renk maddesi ve suda

¢ozlnar karotenoid pigmentidir (Sekil 5.4 ). Safran stigma kuru agirliginin yaklasik
%10'unu olustururular [167].
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Sekil 5.4. Krosinin kimyasal yapis1 [164].

Krosin, yapisal proteinler, membran tasiyicilar ve adenozin trifosfat (ATP) sentezi,
redoks homeostazi ve sinyal iletiminde yer alan enzimler gibi cok cesitli hiicresel
proteinlere baglanmaktadir [168]. Krosinin, antioksidan, antihiperlipidemik, anti-

inflamatuvar, antikanser, antiartritik, hepatoprotektif ve kardiyoprotektif etkiler dahil
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olmak uzere birgok farmakolojik etkiye sahip oldugu gosterilmistir [169]. Krosin
instlin direncini 6nemli 6lgude 6nlemektedir [170] ve hiperglisemiye karsi yararli
etkileri vardir [33]. Ayrica obezite ve DMT2 komplikasyonlarini da azalttigi
bilinmektedir [171]. Ek olarak diyabetik siganlarda krosin tedavisinin, pankreas [-
adaciklarinda apoptotik degisiklikleri inhibe ettigi bildirilmistir [172]. Krosin,
oksidatif stresle olusan ROS olusumunu baskilayabilmektedir. Calismalarda viicudun
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemini gelistirerek endojen
savunmay1 arttirdign gosterilmistir [173, 174]. Krosin ayn1 zamanda Safrandaki en
giiclii antibakteriyel ajandir (gram-negatif bakterilere karsi). Krosinin yiksek
antibakteriyel aktivitesi, yapisindaki alkolik gruplardan (-OH) kaynaklidir [175].
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BOLUM 6

DIYABETES MELLITUS VE BESLENME

Beslenme tedavisinin diyabet yonetiminde butunleyici bir roli vardir [176]. Tibbi
beslenme tedavisi diyabetin 6nlenmesinde, diyabetin yonetilmesinde, diyabetin
komplikasyonlarinin olusmasini1 6nlemede ve olusum hizini yavaglatmada énemli rol
oynamaktadir [177]. Beslenme tedavisi DMT1 ve DMT2’de glisemik kontrolln
normal seviyelerde tutulmasi igin gereklidir [178].

Tibbi beslenme tedavisindeki klinik kilavuzlar, DMT1’li hastalarin glisemik
kontrolunli iyilestirmek igin karbonhidrat sayimi Ogrenmesini ©Onermektedir.
Karbonhidrat sayimi, temel ve ileri dizey olmak Uzere iki farkli dizeyde
tanimlanmistir. Temel karbonhidrat sayimi, karbonhidrat iceren besinlerin tuketim
zamana, tlriine ve miktarina dikkat ederek beslenme, fiziksel aktivite ve plazma glikoz
seviyeleri arasindaki iliskinin anlasilmasini icermektedir. Ileri diizey karbonhidrat
sayimmi ise temel karbonhidrat sayimina hakim olan, yogun instlin tedavisi goren ve
karbonhidrat alimina goére insulinin nasil ayarlanacagini 6grenmeye hazir olan
hastalar1 kapsamaktadir [179].

DMT2’1li hastalarda da diyet midahelesi hedeflenen kilo ve glisemik kontrolin
saglanmasinda etkilidir [180]. DMT2’li hastalar igin kilavuzlara gore beslenme
Onerileri enerji alimimi azaltarak baslangigtaki vucut agirliginda %5-10 kaybi tesvik
etmek Uzere tasarlanmigtir. Beslenme tedavisine gore makro besinlerin optimal
dagilimi toplam enerjinin, % 45 ile % 60’nin karbonhidrat, %15 ile %20’inin protein

ve %20 ile %35’inin yag seklinde olmasidir [181].

26



BOLUM 7

GEREC VE YONTEM
7.1.GEREC

7.1.1. Kullanilan Malzemeler

Tez ¢alismasinda manyetik karistirici, otomatik pipetler, hassas terazi, vortex, sogutma
ozelligi olan santrifuj cihazi (Nlve NF 1200R), mikrosantrifilj cihazi (NUve NF 048),
spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher Multiskan Go 1510), UV/VIS
Spektrofotometre, pH metre aleti, homejenizasyon cihazi (Hangzhou Bioprep-24) su
banyosu (Nive ST 30), mikroplaka yikamada kullandigimiz cihaz (Thermo Fisher
Wellwash 888) calisma esnasinda kullanilan aletlerdir.

7.2.YONTEM

7.2.1. STZ ve Krosin Hazirlanmasi

pH 4.5°te 0.01 M sodium sitrat buffer icerisinde STZ ¢6zildi ve 50 mg/kg dozda
ayarlanarak enjeksiyona hazirlanmigtir. Serum fizyolojik icerisinde ¢6zdUrllen krosin,
50 mg/ kg dozda ayarlanarak enjeksiyona hazirlandi ve hem STZ hem de krosin
intraperitoneal (i.p.) enjekte edilmistir [182, 183].

7.2.2. Ratlarin Bakim

Deneyde kullanilacak olan ve agirliklari 250-300 gram araligindaki Wistar albino
turtinde 60 adet erkek sigan Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi T1p Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi (ZBEUN-DEHAM) biriminden
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temin edilmistir. Caligmay1 gerceklestirmek i¢in Zonguldak Builent Ecevit Universitesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onayi (Protokol No0:2021-05-01/04) alinmustir.
Uygulamalar bu protokole uygun olarak yapilmistir. Kafes temizligi glin asir1 yapilan
siganlarin icme sular1 glinlik olarak degistirilmistir. Siganlarin bulundugu oda, ortam
sicakligl 21°C, nem %55-60, 151k diizeyi ise 12 saat aydinlik/karanlik olacak sekilde

dizayn edilmistir. Siganlar, standart yem ile ad libitum olarak beslenmistir.

7.2.3. Ratlarin Deney Protokolii

60 adet sican her grupta 10 adet olacak sekilde rastgele asagidaki gibi 6 gruba

ayrilmistir:

1. Grup: Kontrol grubu; Bu gruptaki ratlara intraperitoneal (i.p.) olarak %0.9 serum

fizyolojik uygulanmstir.

2. Grup: Sham+ STZ grubu; Deneyin son ginu (30. Gin) deneysel diyabet modeli
olusturmak i¢in i.p. olarak 50 mg/kg dozda STZ enjeksiyonu yapilmistir. Serum
fizyolojik uygulamasina ise 15 glin boyunca i.p. olarak devam edilmistir [182].

3. Grup: Pinealektomi (PINX) grubu; Deneyin ilk giinii pinealektomi yapilan
siganlara deneyin son glnunden itibaren (30. Gin) i.p. serum fizyolojik 15 gln siire

ile uygulanmistir [184].

4. Grup: PINX+STZ grubu; Deneyin ilk giinii pinealektomi yapilan siganlara
deneyin son guniinde (30. Giin) i.p. STZ enjeksiyonu yapilarak (50 mg/kg) deneysel
diyabet modeli olusturulmustur. Serum fizyolojik uygulamasina ise 15 giin boyunca
I.p. olarak devam edilmistir [182, 184].

5. Grup: PINX+Krosin grubu; Deneyin ilk giinii pinealektomi yapilan siganlara son

guin (30. Giin) itibariyle i.p. olarak 15 giin sureyle krosin (50 mg/kg ) verilmistir [183,
184].
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6. Grup: PINX+STZ+Krosin grubu; Deneyin ilk ginii pinealektomi yapilan
siganlara 30. giiniin sonunda i.p. olarak STZ enjeksiyonu (50 mg/kg doz) yapilarak
diyabet olusturulmustur. Daha sonra i.p. krosin (50 mg/kg doz) 15 giin sureyle
uygulanmistir [182-184].

7.2.3.1. Pinealektomi Uygulamasi

Intraperitonal 80 mg/kg dozda ketamin ve 8 mg/kg dozda xylazine uygulamasiyla
ratlar anestezi altina alinmiglardir [185]. Stereotaksik ¢ergeveye sabitlenmis sicanin iki
gozlinlin arasindan gececek sekilde burundan enseye dogru bir insizyon yapildi.
Periost siyrilarak lambda bolgesi ¢alismaya elverisli hale getirildi. Lambda bolgesinin
sag list kismindan mikro freze matkap yardimiyla pensin rahatlikla girebilecegi bir
alan olusturuldu. Pens kullanilarak olusturulan agikliktan girilerek pineal bez 6zenle

cikarildi [184].

7.2.3.2. Diyabet Modelinin Olusumu

Deneyin 30. giininde yapilan STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra kuyruktan alinan
kan glukometre (eBsensor, EMERGO EUROPE B.V., Prinsessegracht 20, 2514 AP,
The Hague, Hollanda) yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Kan glukoz seviyesi = 270 mg/dl olan
ratlar diyabetik kabul edilmistir.

7.2.4. Numune Alinmasi

Deney bittiginde anesteziye alinan siganlarin abdominal veninden kan alinarak tliplere
eklendi ve hayvanlar 6ldiraldu. Steril bir sekilde alinan karaciger dokulari serum
fizyolojik icerisinde yikand. iki esit par¢aya béliinen karaciger dokusunun bir pargast
histolojik degerlendirmeler i¢in % 10’luk formol solusyonuna koyularak ayrilmistir.
Karaciger dokusunun diger pargasi ise aliiminyum folyo igerisinde sarild1 ve analiz
yapilacak giine kadar derin dondurucuda -80 C°’de saklanmustir. TUplerdeki kan
numuneleri pihtilasma olmamasi i¢in oda kosullarinda bir saat bekletildi ve 10 dakika

3500 rpm’de santrifuj edilerek serumlar elde edilmistir. Bu serumlar ependorf tliplere

29



alindiktan sonra karaciger fonksiyon testlerinin yapilmasi i¢in analiz glinine kadar

derin dondurucuda -80 C°’de muhafaza edilmistir.

7.2.5. Biyokimyasal Analizler

7.2.5.1. Numunelerin Hazirlanma Asamalari

Karaciger dokularinin ¢alisilacagi giin bu dokular dondurucudan ¢ikarildi. MDA,
GSH, SOD, CAT analizi ile TAS, TOS, OSI ve protein dizeylerini belirlemek
amaciyla tartilmistir. % 10 homojenatlar fosfat tampon (pH:7.5) ilavesi elde edilmistir.
Numunelerin homojenizasyon islemi 3 dakika 10.000 rpm'de homojenizator
(Hangzhou Bioprep-24) yardimiyla yapilmistir. Homojenatlardan karaciger
dokusunun MDA seviyeleri belirlenmistir. Supernatant elde etmek i¢in homojenatlar
+4 °C'de 30 dakika boyunca 5000 rpm'de santrifiij edilmistir. Elde edilen
stpernatantlar ise protein dizeyi, GSH, SOD ve CAT aktivitesi, TAS, TOS, ve OSI
degerlerini tespit etmek igin kullanilmistir. Derin dondurucuda muhafaza edilen
serumlar ¢alisma giiniinde dondurucudan ¢ikarildiktan sonra oda 1sisina getirilerek ve
uygun Kkitler kullanilarak otoanalizorde ALT, AST, ALP ve glukoz seviyeleri

belirlenmistir.

7.2.5.2. Oksidatif Stres Belirtecleri

Karaciger Dokusunun Malondialdehit (MDA) Seviyesinin Belirlenmesi

MDA dizeyi, karaciger homojenatinda Ohkawa vd. kullandigi yonteme gore
yapilmistir [186]. Kapakli cam tiip igersinde %0.6’lik tiyobarbitiirik asit, %1’lik
fosforik asit (H3P04) ve karaciger homojenatlar1 karigtirildi. Aluminyum folyo ile
tiplerin kapaklar1 2-3 kat sarild1 ve kaynar su banyosunda 45 dakika inkiibe edilmistir.
Daha sonra karisima n-bitanol eklendi. Santriftj edildikten sonra n-biitanol fazinda
olusan pembe renk mikroplaka kuyucuklarina deney gruplart dikkate alinarak
yerlestirildi. MDA seviyesini hesaplamak icin 535 nm dalga boyunda ELISA

okuyucuda Olculdu. Kor olarak n-butanol kullanildi ve standart olarak da
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tetrametoksipropan kullanilmigtir. Ayrica bulgular nanomol/g yas doku seklinde elde
tespit edildi.

Karaciger Dokusunun Rediikte-Glutatyon (GSH) Seviyesinin Belirlenmesi

Karaciger doku siipernatantindaki GSH analizi Ellman’in uyguladigi yontem
kullanilarak yapilmistir [187]. Karaciger supernatantlart deproteinize edildi. Daha
sonra sari-yesil renk olusabilmesi i¢in ependorf tip icersine deproteinize
stipernatantlar ve 5,5'-dithiobis 2-nitrobenzoik asit eklendi. GSH seviyesi, sari-yesil
renk olusumundan sonra deney gruplarina gore mikroplakalara yerlestirilerek 410 nm
ELISA okuyucuda Olcildi. Distile su kor, SmM/L’lik stok GSH ¢dzeltisinden
hazirlanan farkl diliisyonlar standard olarak kullanilmistir ve bulgular nanomol/g yas

doku seklinde tespit edilmistir.

Karaciger Dokusunun Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Seviyesinin

Belirlenmesi

Karaciger doku siipernatantindaki SOD aktiviteleri, Sun vd. yontemi kullanilarak
belirlenmistir [188]. Deney ortaminda olusan stperoksit radikalleri, ortamdaki nitro
blue tetrazolium’u indirger ve mavi renginde formazan olusturur. Dokunun SOD
aktiviteleri 560 nm'de ELISA’da mavi renkli formazanin 6lgiilmesi ile belirlenmistir

ve bulgular U/g protein seklinde tespit edilmistir.

Karaciger Dokusunun Katalaz (CAT) Enzim Seviyesinin Belirlenmesi

Karaciger doku siipernatantindaki CAT aktiviteleri Aebi vd. yontemi kullanilarak
yapilmigtir  [189]. Sipernatant ile H20.’li fosfat tamponu pH: 7.5 mM’de
karistirtlmistir.  CAT  aktivitesi, H2O2’yi H2O ve Oz'e parcalar ve H202’nin
yikimlanmasi absorbans azalmasi (240 nm'de) ile sonuglanir. Absorbanstaki azalma 1
dakika siiresince CAT aktivitesini hesaplamak i¢in gozlenmistir ve bulgular K/g

protein olarak elde edilmistir.
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Karaciger Dokusunun Protein Seviyesinin Belirlenmesi

Karaciger doku siipernatantindaki protein duzeyleri Lowry vd. ydntemine gore
belirlendi [190]. Protein igeriginin hesaplanmasi i¢in Mavi renkli Griin 540 nm dalga

boyunda ELISA okuyucuda 6l¢iildii ve bulgular mg/ml seklinde tespit edilmistir.

Karaciger Dokusunun Total Oksidan (TOS) Seviyesinin Belirlenmesi

Karaciger doku siipernatantinda TOS duzeyleri Erel’in yontemine gore 0lguldi [191].
Kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep Turkiye) prosediiriine gore ¢alisilmistir. Olusan
renkli triin ELISA okuyucuda (660 nm’de) 6lclldi ve karaciger TOS seviyesinin
belirlenmesinde kullanilmigtir. 20 pmol/L’lik H2O2 solusyonu standart kullanildi ve

bulgular pmol H2O2 equiv /L seklinde tespit edilmistir.

Karaciger Dokusunun Total Antioksidan (TAS) Seviyesinin Belirlenmesi

Karaciger doku siipernatantinda TAS diizeyleri Erel’in yontemine gore yapilmistir
[192]. TAS olgliminde kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Turkiye) prosedir
uygulanmustir. Prosediirde, 660 nm’de ilk okuma mikroplakalara eklenen slipernatant
Uzerine reaktif 1 eklenerek gergeklestirildi ve daha sonra slpernatantlara reaktif 2
eklenerek ikinci okuma yapilmistir. Iki okumadaki absorbans farki belirlendi. Sonugta
karaciger TAS dizeyleri hesaplanmistir. E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan
Trolox kalibrator olarak kullanilmistir. Bulgular mmol Trolox Equiv/L olarak elde

edilmistir.

Karaciger Dokusunun Oksidatif Stres Indeksinin (OST) Belirlenmesi

OSI diizeyi karaciger doku siipernatantinda Erel’in yontemine gore hesaplanmustir
[192]. TOS'un TAS'a bolunmesi ile OSI degeri bulunur: OSI (Arbitrary Unit) = TOS

(umol H202 eqv/1)/[(TAS (mmol Trolox eqv/1)x10]. Bulgular Arbitrary Unit (AU)
seklinde elde edilmistir.
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7.2.5.3. Karaciger Fonksiyon Testleri

Plazma AST seviyelerini (Architect/Aeroset Aspartate Aminotransferase Reagent
Kit), ALT seviyelerini (Architect/Aeroset Alanine Aminotransferase Reagent Kit) ve
ALP seviyelerini (Architect/Aeroset Alkaline Phosphatase Reagent Kit) belirlemek
icin kitler kullanildi. Enzimatik-kolorimetrik yontemle bir otoanalizérde (Architect
C8000) belirlendi. Bulgular U/L seklinde tespit edildi.

7.2.5.4. Karaciger Interlokin-1p (IL-1p) Seviyesinin Belirlenmesi

Karaciger dokusu IL-1p seviyesini belirlemek i¢in BT LAB rat Interlokin -1p ELISA
kiti kullanilmistir (CAT NO:E0119Ra). Bulgular ng/ml seklinde tespit edildi.

7.2.6. Histopatolojik Analiz

Deney sonunda sicanlar ketamin/ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edildi. Cikarilan
karacigerler fikse olmasi i¢in %10’luk nétral tamponlanmis formaline (NTF) (104003,
Formaldehydesolution %37, Merck, ABD) konuldu. Karacigerler daha sonra 3-4 mm’lik
daha kiiclik parcalara ayrilip, plastik doku takip kasetlerine konularak NTF’de 24 saat
suire ile fikse edildi. Fiksasyon igleminin bitmesini takiben pargalar 24 saat boyunca akan
cesme suyunda yikandilar. Dokularin trimleri gerceklestirildikten sonra 2x45 dakika
%70, % 80, %95 ve %96’ lik artan alkol serilerinden gegirildi (Etanol, 1.00971.2500,
Merck, ABD). Seffaflama 2x30 dakika ksilol (108661, Merck, USA) ile gerceklestirildi.
Ardindan 2x30 dakika parafin (Surgipath EM-400, Leica, GER) igerisinde bekletildi.
Doku takibi i¢in Leica TP 1020 (Leica, GER) doku takibi cihaz1 kullanildi (GER).
Gomme islemi sonrasi bloklar sogumaya birakildi. Parafin bloklardan Leica FINESSE
ME+ (Leica, GER) mikrotomu ile 5 pum’lik kesitler 1s1tk mikroskopik ve immuno
histokimyasal yontemler i¢in jelatin kapli lamlara alindi. Hazirlanan lamlar dokunun lama
adezyonunu artirmak i¢in 37°C’lik etlivde 2 saat bekletildi. Kesitlere genel histolojik
yapiy1 gozlemlemek amaciyla Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi uygulandi.
Karaciger hasari, histopatolojik degisikliklerin derecesi ve yaygmlhigina gore
semikantitatif olarak belirlendi. Buna gore kesitler konjesyon, sintizoidal dilatasyonve

inflamatuvar hiicre infiltrasyonuyoniinden 10 farkli alanda incelendi. Hasarin siddetine
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gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 [193] ve 3 (agir) olarak skorlandi. Maksimum hasar
skoru 9 idi. Preparatlar Nikon Eclipse 80 1s1k mikroskobu ve Nikon gorintl analiz sistemi

ile incelenerek skorlandi ve fotograflar ¢ekildi.

Cizelge 7.1. Hematoksilen & Eozin boyama protokolii

%100 Alkol 2 dakika
%96 Alkol 2 dakika
%80 Alkol 2 dakika
%80 Alkol 2 dakika
Distile suda yikama 3 dakika
Hematoksilen (1.09253.2500, Papanicolaous Harris 3 dakika
Hematoksilen, Merck, ABD)
Akarsu 5 dakika
Akarsuda yikama Daldir ¢ikar
Amonyakli su Doku mor renk alana
kadar
Akarsu Daldir ¢ikar
Distile suda yikama 5 dakika
Eozin (05-10003/L, Bio-optica, ITA) 1.5 dakika
% 80 Alkol yikama Daldir ¢ikar
% 96 Alkol yikama Daldir ¢ikar
% 96 Alkol yikama Daldir ¢ikar
Ksilol 30 dakika

Boyal1 preparatlar entellan damlatilarak kapatildi

7.2.7. immiinohistokimyasal Analiz

Kesitler deparafinizasyon asamasi igin sirasiyla 60°C etiivde ve 60°C sicakliktaki ksilol
icerisinde 1 saat bekletildi. Ardindan anti-GLUT-1 antikoru ile IHC boyama protokoli
uygulandi. Preparatlar entallen ile kapatilarak NikonEclipse80idigital kamera takili 151k
mikroskobu (Nikon, JAP) ile fotograflandi.
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IHC degerlendirme: TUm gruplar igin, her X20 biiyiitme alaninda en az 100 hiicre
isaretlendi. Kesitlerde, boyanan hiicrelerin yiizdesi ve boyanma derecesinin kriter olarak
alindig1 semikantitatif bir yontemle skorlama yapildi. Boyanma derecesi: 0 (boyanma
yok), 1(zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (gii¢lii boyanma) olarak degerlendirildi. Her
kesit i¢in immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi, H-Skoru ad1 verilen ve (I x PC), (I:
boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan hiicrelerin yiizdesi) formiiliiyle

hesaplanan bir skorlama algoritmasi kullanilarak yapilda.
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Cizelge 7.2. IHC boyama protokoli

Sodyum sitrat sollisyonu 800 watt mikrodalga firin (Profilo, TR) 10 dk
Soguk su banyosu 20 dk
Distile su 5dk
%3’ lik H20, (H1009, Sigma, ABD) soliisyonu 10 dk
PBS igerisinde 2x3 dk
Dokular etrafi pappen (2377821, Sigma, ABD) ile ¢izilir ve Serum 10 dk
bloklama soliisyonu (SHP 125, ScyTekLaboratories, ABD) damlatilir

Serum bloklama soliisyonu dokudan uzaklastirihir. Anti-GLUT-1( Gece boyu
0472R,

Bioss, China) primer antikoru 1/100 oraninda seyreltilerek damlatilir

nemli ortamda +4°C’ de inkiibe edildi

PBS tamponu icerisinde 2x3 dk
Primer ile uyumlu biyotinlenmissekonder antikor (SHP 30 dk
125, ScyTekLaboratories, ABD)

PBS tamponu icerisinde 2x3 dk
Streptoavidin ile isaretli antikor (HRP) (SHP 1 30 dk
ScyTekLaboratories,ABD)

PBS tamponu icerisinde 2x3 dk
DAB (3,3-diaminobenzidine) (ACK 500, ScyTekLaboratories, ABD) | Gozle takip
Distile su ile yikama 3dk
MayersHematoksilen(M06002, Bio-optica, ITA) 1dk
Cesme suyu ile yikama 5dk
Distile su ile yikama 2 dk
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7.2.8. istatistiksel Analiz

SPSS (SPSS for Windows version 14.0) istatistiksel yazilim programi kullanildi.
Sonuglar aritmetik ortalama + standart hata (SE) seklinde gosterildi. Shapiro Wilk
normallik testi ile gruplardaki degiskenlerde dagilimin normal olup olmadig: belirlendi
(p>0.05). Kruskal Wallis varyans analizi, degiskenlerin genel grup karsilastirilmasinda
kullanilirken, Mann-WhitneyU testi ikili gruplarin karsilastirilmasinda kullanilmistir ve

istatistiksel olarak p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

37



BOLUM 8

DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

8.1. BIYOKIMYASAL BULGULAR

8.1.1. Karaciger Oksidatif Stres indekslerinin Diizeyi

Pinealektomi sonrasi diyabet olusturulmus ve krosin tedavisi yapilmis deney
hayvanlariin karaciger dokusunda oksidatif hasar1 ortaya koymak i¢cin MDA, GSH,
TAS, TOS ve OSI seviyeleri ile SOD ve CAT aktivite diizey diizeyleri lgiilmiistiir.

Karaciger dokusuna ait MDA ve GSH degerleri Cizelge 8.1°de verilmistir. Karaciger

dokusuna ait SOD ve CAT aktiviteleri ise Cizelge 8.2°de verilmistir.

Cizelge 8.1. Ortalama karaciger dokusu MDA ve GSH duzeyleri.

GRUPLAR MDA GSH
(nmol/g yas doku) (nmol/g yas doku)
Grup 1: Kontrol 215.09+10.61 1253.60 +80.86
Grup 2: Sham + STZ 701.92+16.562 486.45+38.422

Grup 3: PINX

342.05+12.662°¢

782.27+38.32%°¢

Grup 4: PINX+ STZ

874.08+66.2024¢

157.55+24.893C¢

Grup 5: PINX + Crocin

173.93+6.170cef

1326.29+133.02¢%

Grup 6: PINX + STZ + Crocin

506.60+16.972cef9

658.21+36.23%¢19

Veriler aritmetik ortalamazSE olarak ifade edildi (n=10).
ap<0.001vsgrupl Pp<0.05vsgrupl ©p<0.001vsgrup2 9p<0.005vs grup 2
®p< 0.001 vs grup 3 fp<0.001 vs grup4 9p<0.001vsgrup5 Mp<0.005 vsgrup 3
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Cizelge 8.2. Ortalama karaciger dokusu SOD ve CAT aktiviteleri

GRUPLAR ] ]
SOD (U/g protein) CAT (K/g protein)

Grup 1: Kontrol 49.59+2.89 57.11+1.64
Grup 2: Sham + STZ 16.77+0.332 29.52+2.172
Grup 3: PINX 31.56+2.62a0 48.75+0.912P
Grup 4: PINX+ STZ 9.70+1.892b¢ 17.41+0.622b¢
Grup 5: PINX + Crocin 56.68+4.42bcd 47.27+2.38b0f
Grup 6: PINX + STZ + Crocin 32.2242,18bde 39.96+1.82acdgh

Veriler aritmetik ortalamaxSE olarak ifade edildi (n=10).
8p<0.001vsgrup1 Pp<0.001vsgrup2 °p<0.001vsgrup3 9p<0.001 vs grup 4
ep< 0.001 vs grup 5 fp< 0.005 vs grup 1 9p<0.005vs grup 2  "p< 0.05 vs grup 5

8.1.1.1. Karaciger Dokusu MDA ve GSH Diizeyleri

Sham i¢in ayrilan siganlara STZ enjeksiyonu yapilmasi kontrol grubuna gore karaciger
MDA seviyelerinde ciddi artisa (p< 0.001) neden olurken, GSH seviyelerinde ise ciddi
diisiise (p< 0.001) neden olmustur. Diger yandan ratlara pinealektomi yapilmasi
kontrol grubuna gore doku MDA seviyesinde artis (p< 0.001) olmasina, GSH
seviyesinde ise ciddi diisilise (p< 0.001) sebep olmustur.

Ayrica, hayvanlarin pinealektomi sonrast STZ indiiksiyonu ile diyabet yapilmasi ise
pinealektomi sonrasi diyabet yapilmayan gruba gore (PINX) MDA seviyelerinde ciddi
artisa (p< 0.001), GSH seviyelerinde ise artis olusmasina neden olmustur. Ancak
pinealektomi ve diyabet olusturulan hayvanlarin krosin ile tedavi edilmesi
(PINX+STZ+KTr), tedavi yapilmayan gruba kiyasla (PINX+STZ) MDA ve GSH
diizeylerinde ciddi iyilesmeler (p< 0.001) gézlenmesine neden olmustur. MDA ve
GSH degerleri Sekil 8.1 ve Sekil 8.2’de sunulmustur.
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Sekil 8.1. Ortalama karaciger dokusu MDA degerleri (nmol/g yas doku).Veriler
aritmetik ortalama £ SE olarak ifade edildi (n=10). * p< 0.001 vs grup 1
**p< 0.001vs grup 2 ***p< 0.001vs grup 3 #*p< 0.001 vs grup 4
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Kontrol Sham+STZ PINX PINX+STZ PINX+Krosin

OGSH 1253,6 486,45 782,27 157,55 1326,29

PINX+STZ+Kr
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658,21

Sekil 8.2. Ortalama karaciger dokusu GSH degerleri (nmol/g yas doku).Veriler
aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10). * p< 0.001 vs grup 1
**p< 0.001 vs grup 2 ***p< 0.001 vs grup 3 # p< 0.005vs grup 3

#p< 0.001vs grup 4

8.1.1.2. Karaciger Dokusu Antioksidan Enzim Aktivite Diizeyleri

Sham sicanlarinin STZ ile diyabet yapilmasi kontrol grubuna kiyasla karaciger dokusu

antioksidan enzimlerinden SOD ve CAT aktivitelerinde ciddi aktivite kaybina (p<

0.001) neden olmustur. Ilave olarak siganlara pinealektomi operasyonu yapilmas: SOD

ve CAT aktivitelerinde kontrol siganlarina gore oOnemli disiisler (p< 0.001)

goriilmesine sebep olmustur. Ote yandan, pinealektomi sonrast STZ enjeksiyonu ile
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sicanlarin  diyabet yapilmasi karaciger SOD ve CAT aktivitelerinde sadece
pinealektomi yapilan gruba gére SOD ve CAT aktivitelerinde ciddi disiisler (p<
0.001) g6zlenmesine neden olmustur. Bununla birlikte pinealektomili ve diyabetli
siganlarin krosin ile tedavi edilmesi (PINX+STZ+Kr), tedavi edilmeyen gruba
(PINX+STZ) kiyasla antioksidan enzim aktivitelerinde ciddi iyilesmeler (p< 0.001)
olusturmustur. Karaciger dokusu antioksidan enzim aktiviteleri Sekil 8.3 ve Sekil

8.4’de sunulmustur.
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~ 20 A4 T
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< 10 4 l
O
0 - PINX+STZ+K
Kontrol Sham+STZ PINX PINX+STZ PINX+Krosin osin '
OCAT 57,11 29,52 48,75 17,41 47,27 39,96

Sekil 8.3.0rtalama karaciger doku CAT degerleri (K/g protein).Veriler aritmetik
ortalama + SE olarak ifade edildi (n=10). * p< 0.001 vs grup 1 ** p< 0.001
vs grup 2 ***p< 0.001 vs grup 3 #p< 0.001vs grup 4

41



70 A

60 A

&
*

50 A

1

40 4 *

30 A

=

>(T!<*
1

Kontrol Sham+STZ PINX PINX+STZ PINX+Krosin

20 A

SOD (U/g protein)
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osoD 49,59 16,77 31,56 9,7 56,68 32,22

Sekil 8.4.0Ortalama karaciger dokusu SOD degerleri (U/g protein). Veriler aritmetik
ortalamazSE olarak ifade edildi (n=10). *p<0.001 vs grup 1 **p<0.001 vs
grup 2***p< 0.001 vs grup 3 *p<0.001 vs grup 4

8.1.1.3. Karaciger dokusu Oksidan/Antioksidan Diizeyleri

Sham grubu siganlarinda STZ enjeksiyonu karaciger dokusu TOS ve OSI diizeylerinde
kontrol siganlarina gore ciddi artiglar (p< 0.001), TAS dlzeylerinde ise ciddi diisiislere
(p< 0.001) neden olmustur. Bununla birlikte si¢anlarin pinealektomi altina alinmasi
karacigerde oksidanlarda (TOS ve OSI) artis (p< 0.001), antioksidan diizeylerinde
(TAS) ise ciddi diisiislere (p< 0.001) sebep olmustur. Ayrica pinealektomi sonrasi
hayvanlarin diyabet yapilmasi (PINX+STZ), diyabet yapilmayan pinealektomili
siganlara gore oksidanlarda daha da artisa (p< 0.001), antioksidanlarda ise disiise
neden olmustur. Ancak pinealektomili ve diyabetli hayvanlara krosin tedavisi
(PINX+STZ+Kr), tedavi yapilmayan gruba gore (PINX+STZ) karaciger dokusu
oksidan/antioksidan dengede ciddi iyilesmeler (p< 0.001) gdzlemlenmesine sebep
olmustur. Karaciger dokusu TAS, TOS ve OSI seviyeleri Sekil 8.5, Sekil 8.6, Sekil 8.7

ve Cizelge 8.3’de verilmistir.
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Cizelge 8.3. Karaciger TAS, TOS ve OSI ortalama duizeyleri.

Crocin

GRUPLAR TAS  (nmol  Trolox | TOS (umol osl
Equiv/L) H202Equiv/L) (Arbitrary Unit)
Grup 1: Kontrol 1.74+0.03 25.19+1.39 1509.78+91.06
Grup 2: Sham + STZ 0.77+0.02? 74.26+3.332 9377.81+421.84%
Grup 3: PINX 1.35+0.012P 35.58+1.7220 2638.51+115.892P
Grup 4: PINX+ STZ 0.51+0.012b.cd 90.10+5.30%f¢ 15523.03+906.522b¢
Grup 5: PINX + Crocin 1.76+0.04b¢ 23.23+1.48bcd 1332.96+75.190¢d
Grup 6: PINX + STZ + 1.17+0.023bcde 42.87+1.843bdeg 3737.25+165.782bcde

Veriler aritmetik ortalama + SE olarak ifade edildi (n=10).
ap<0.001vsgrupl Pp<0.001vsgrup2 ©p<0.001vsgrup3 9p<0.001 vsgrup 4

®p<0.001vsgrup5 fp<0.05vsgrup2 9p<0.05vsgrup 3

2,5 1

——

0,5 -

TAS (nmol Trolox Equiv/L)

Kontrol

OTAS 1,74

o

Sham+STZ
0,77

——

PINX
1,35

ksk
skesksk

PINX+STZ
0,51

#

PINX+Krosin | ©INX*STZ+Kr
osin
1,76 1,17

Sekil 8.5. Ortalama karaciger TAS degerleri (nmol Trolox Equiv/L). Veriler
aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10). * p< 0.001 vs grup 1

**p<0.001 vs grup 2

**p<0.001 vsgrup 3
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oTOoS 25,19 74,26 35,58 90,1 23,23 42,87

Sekil 8.6. Ortalama karaciger TOS degerleri (nmol H202Equiv/L). Veriler aritmetik
ortalamazSE olarak ifade edildi (n=10). *p<0.001 vs grup 1 **p<0.05 vs
grup 2 **p< 0.001 vs grup 2 *p< 0.001vs grup 3 #p< 0.001vs grup 4
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Kontrol Sham+STZ PINX PINX+STZ  PINX+Krosin P'NX;SSJZJrKr
@osl  1509,78 9377,81 2638,51 15523,03 1332,96 3737,25

Sekil 8.7. Ortalama karaciger OSI degerleri (Arbitrary Unit). Veriler aritmetik
ortalama + SE olarak ifade edildi (n=10). * p< 0.001 vs grup 1 **p< 0.001
vs grup 2 **p< 0.001 vs grup 3 #*p< 0.001vs grup4

8.1.1.4. Serum Karaciger Fonksiyon Testlerinin Diizeyleri

Hayvanlarda STZ ile diyabet yapilmasi serum karaciger enzimleri olan AST, ALT ve
ALP duzeylerinde kontrole kiyasla ciddi artig (p< 0.001) olusturmustur. Siganlarin
pinealektomi altina alinmasi kontole kiyasla ALT enziminde anlaml1 degisiklige sebep
olmazken AST ve ALP seviyelerinde anlaml1 artislara (p< 0.05) sebep olmustur. ilave
olarak, pinealektomi ile birlikte hayvanlarin diyabet yapilmasi (PINX+STZ),

pinealektomili si¢anlara kiyasla enzimlerde ciddi (p< 0.001) artislara neden olmustur.
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Diger yandan pinealektomili ve diyabetli hayvanlarin krosin ile tedavisi

(PINX+STZ+Kr) tedavi yapilmayan siganlara kiyasla (PINX+STZ) serum karaciger
enzimlerinde ciddi geri doniis (p< 0.001) olusmasina neden olmustur. Serum ALT,
AST ve ALP dlzeyleri Sekil 8.8, Sekil 8.9, Sekil 8.10 ve Cizelge 8.4’de sunulmustur.

Cizelge 8.4. Ortalama serum ALT, AST ve ALP duzeyleri.

GRUPLAR ALT AST ALP
Grup 1: Kontrol 43.70+2.35 63.50+3.76 74.50+2.39
Grup 2: Sham + STZ 132.90+19.30° 147.0014.39 268.30+29.67°
Grup 3: PINX 52.20+3.45 78.00+3.410K 82.70+2.55kP
Grup 4: PINX+ STZ 153.2023.9224 246.10£35.152d¢ 412.40+40.122¢4
Grup 5: PINX + Crocin 39.60+2.070¢f 58.80+2.50°4" 77.10£3.56""
Grup 6: PINX + STZ + 80.40£9.722c20h 108.40+12 953Mbel 144.20+14.343bGh]
Crocin
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
ap<0.001vsgrupl Pp<0.001vsgrup2 °p<0.01vsgrup2 9p<0.001vsgrup3

©p<0.005vs grup 3 fp<0.001vsgrup4 9p<0.005vsgrup 4 "p<0.001 vs grup 4

kp<0.05vsgrup1l 'p<0.001vsgrup5

200 A
180 A *ok
160 A
140 A
120 A
100 -
80 A
60 -
40 -

20 l

Sham+STZ

——,
i

L

***x

ALT (U/L)

o
i

PINX+STZ+Kr
osin
80,4

Kontrol PINX PINX+STZ PINX+Krosin

OALT 43,7 132,9 52,2 153,2 39,6

Sekil 8.8. Ortalama serum ALT duzeyleri. Veriler aritmetik ortalama + SE olarak ifade
edildi (n=10). * p< 0.001 vs grup 1 **p< 0.001 vs grup 3
*#*n< 0.005 vs grup 3 #p< 0.005 vs grup 4
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Kontrol Sham+STZ PINX PINX+STZ PINX+Krosin osin r
OAST 63,5 147 78 246,1 58,8 108,4

Sekil 8.9. Ortalama serum AST dizeyleri. Veriler aritmetik ortalama = SE olarak
ifade edildi (n=10). * p< 0.001 vs grup 1 **p<0.05vs grup 1 ***p<0.01
vs grup 2 #p< 0.001vs grup 3 *#p< 0.001vs grup 4
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— T l
< 100 - T T
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Kontrol Sham+STZ PINX PINX+STZ PINX+Krosin osin '
DALP 745 268,3 82,7 412,4 771 144,2

Sekil 8.10. Ortalama serum ALP diizeyleri. Veriler aritmetik ortalama+SE olarak
ifade edildi (n=10). * p< 0.001 vs grup 1** p< 0.05 vs grup 1 *** p< 0.01vs
grup 2*p< 0.001vs grup 3*p< 0.001vs grup 4

8.1.1.5. Serum Glukoz Duzeyleri

Hayvanlarin STZ ile diyabet yapilmast (Sham+STZ ve PINX+STZ) kontrol
siganlarina gore serum glukoz diizeylerinde ciddi artislar (p< 0.001) olusturmustur.
Diger yandan pinealektomili ve diyabetli hayvanlara krosin tedavisi yapilmasi
(PINX+STZ+KTr) diger diyabetli gruplara kiyasla (Sham+STZ ve PINX+STZ) serum

glukoz diizeylerinde ciddi iyilesmeler (p< 0.001) gozlemlenmesine sebep olmustur.
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Ortalama serum glikoz diizeyleri Cizelge 8.5’de, ortalama aglik kan glikoz diizeyleri

Sekil 8.11°de sunulmustur.

Cizelge 8.5. Ortalama serum glikoz dizeyleri.

GRUPLAR Glikoz
Grup 1: Kontrol 83.90+2.34
Grup 2: Sham + STZ 403.20+31.352
Grup 3: PINX 87.20+2.01°
Grup 4: PINX+ STZ 462.60+15.132¢
Grup 5: PINX + Crocin 81.90+3.2204d
Grup 6: PINX + STZ + Crocin 160.80+19.452bcde

Veriler aritmetik ortalamaxSE olarak ifade edildi (n=10).
4p<0.001vsgrup 1l bn<0.001 vs grup 2 “p<0.001 vs grup 3
dp< 0.001 vs grup 4 €p< 0.001 vs grup 5
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o B

400 -

——

300 A

200 A *-r*
100 A -[ T T l
| I [

Kontrol Sham+STZ PINX PINX+STZ PINX+Krosin

Glikoz (mg/dl)

PINX+STZ+Kr
osin
DOGlikoz 83,9 403,2 87,2 462,6 81,9 160,8

Sekil 8.11. Ortalama aglik kan glikoz dlzeyleri Veriler aritmetik ortalama+SE olarak
ifade edildi (n=10). *p< 0.001 vs grup 1** p< 0.001vs grup 3
***p< 0.001vs grup 4

8.1.1.6. Karaciger Dokusu inflamasyon Belirte¢ Diizeyi

Sham sicanlarina STZ enjeksiyonu karacigerde inflamasyona sebep olarak IL-1

diizeylerinde kontrole kiyasla ciddi artig (p< 0.001) yapmustir. Diger yandan siganlarin

47



pinealektomi altina alinmasi IL-1f diizeylerinde kontrole kiyasla anlamli artig (p<
0.01) olusmustur. Ilave olarak pinealektomi ile birlikte diyabetli siganlarin karaciger
dokusunda IL-1p seviyelerinin yalniz pinealektomili si¢anlara gére daha da artmasina
(p< 0.001) neden olmustur. Diger yandan pinealektomili ve diyabetli hayvanlara
krosin  tedavisi  (PINX+STZ+Kr) tedavisiz gruba gore (PINX+STZ)
inflamasyondaciddi baskilanma (p< 0.005) olusturmustur. Ortalama Karaciger 1L-1
duzeyleri Cizelge 8.6’de, Ortalama serum IL-1p diizeyleri Sekil 8.12’de sunulmustur.

Cizelge 8.6. Ortalama Karaciger IL-1p diizeyleri.

GRUPLAR IL-1p
Grup 1: Kontrol 4.64+0.24
Grup 2: Sham + STZ 11.30+1.182
Grup 3: PINX 6.70+0.75"¢
Grup 4: PINX+ STZ 16.81+1.972¢
Grup 5: PINX + Crocin 6.30+0.46"99
Grup 6: PINX + STZ + Crocin 8.960.84 Mk

Veriler aritmetik ortalamaxSE olarak ifade edildi (n=10).

ap< 0.001 vs grup 1 Pp<0.01 vs grup 1 ¢p< 0.005 vs grup 2 9p<0.01 vs grup 2
®p<0.001 vs grup 3 "p< 0.05 vs grup 3 9p< 0.001 vs grup 4 "p< 0.005 vs grup 4
kp< 0.005 vs grup 5
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Kontrol Sham+STZ PINX PINX+STZ PINX+Krosin osin r
oIL-1p 4,64 11,3 6,7 16,81 6,3 8,96

Sekil 8.12. Ortalama karaciger IL-13 diizeyleri. Veriler aritmetik ortalama+SE olarak
ifade edildi (n=10). * p< 0.001 vs grup 1**p< 0.01 vs grup 1
***n< 0,001 vs grup 3*p< 0.005 vs grup 4

8.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Kontrol grubuna ait karaciger kesitleri normal histolojik goriinimdeydi (Sekil 8.13A).
PINX grubunda da normale yakin bir goriinim mevcuttu (Sekil 8.13B). Bu gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Sham+STZ ve PINX+STZ
gruplarinda konjesyon, portal alanlarda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, sintizoidal
dilatasyon ve ¢ok miktarda piknotik hepatosit tespit edildi (Sekil 8.13C-G). Sham+STZ
grubunun ortalama histopatolojik hasar skoru 5.70+0.30, PINX+STZ grubunun ortalama
histopatolojik hasar skoru ise 6.60+0.16 idi. PINX+STZ grubunda hasarin siddeti daha
fazlaydi. Sham+STZ grubu ile PINX+STZ grubu karsilastirildiginda hasar skorunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi (p=0.035). Krosin uygulanan gruplarda hasar
skorunun azaldigr tespit edildi. PINX+STZ+Crocin grubunda histopatolojik
degisikliklerin krosin uygulamasiyla belirgin olarak azaldig: goriildii (Sekil 8.13H, 1) . Bu
grubun ortalama histopatolojik hasar skoru 3.10+0.37 idi. Kontrol, PINX ve
PINX+Crocin gruplart ile Sham+STZ grubu karsilastirildiginda hasar skorunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu (p<0.001, hepsi icin). Kontrol, PINX ve
PINX+Crocin gruplari ile PINX+STZ grubu karsilastirildiginda da hasar skorunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu (p<0.001, hepsi icin). Her bir grup icin
ortalama histopatolojik hasar skoru Cizelge 8.7'de verildi.
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Cizelge 8.7. Histopatolojik hasar skoru.

Gruplar Hasar Skoru
Grup 1: Kontrol 0.20+0.13
Grup 2: Sham + STZ 5.70£0.302
Grup 3: PINX 0.60+0.16"
Grup 4: PINX + STZ 6.60+0.16%¢4
Grup 5: PINX + Crocin 0.30+0.15°¢
Grup 6: PINX + STZ + Crocin 3.10+0.372bdef

Veriler aritmetik ortalama + SE olarak ifade edildi (n=10).
p< 0.001 vs grup 1 °p<0.001 vs grup 2 ©p< 0.05 vs grup 2
dp< 0.001 vs grup 3 €p< 0.001 vs grup 4 fp< 0.001 vs grup 5
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Sekil 8.13.Karaciger histolojik yapis1 Hemtoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi.
Kontrol grubuna ait karaciger kesitleri normal histolojik goriiniimdeydi.
PINX grubunda da normale yakin bir gériinim mevcuttu. Sham+STZ ve
PINX+STZ gruplarinda konjesyon (asteriks), portal alanlarda
inflamatuvar hicre infiltrasyonu (kalin ok), siniizoidal dilatasyon ve ¢ok
miktarda piknotikhepatosit(ince ok) tespit edildi. Crocin uygulanan
gruplarda hasar skorunun azaldig: tespit edildi. A. Kontrol grubu; H-E
X40, B. PINX grubu; H-E X40, C.Sham+STZ grubu; H-E X20,
D.Sham+STZ grubu; H-E X40, E-F-G.PINX+STZ; H-E X40,
H.PINX+Crocin grubu; H-E X401.PINX+STZ+Crocin grubu; H-E X40.

8.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Kolaylastiric1 glikoz tasiyicist GLUT-1, vicudun pek ¢ok dokusunda eksprese edilir.
GLUT-1, hem hepatositler hem de parankimal olmayan hicreler dahil olmak (izere
karaciger hiicrelerinin metabolizmasinda da rol oynar. GLUT-1'in artan ekspresyonu
karacigerdeki metabolik ve onkojenik hastaliklar i¢in bir belirte¢ olarak kabul edilebilir.
Hem aglik hem de diyabetik durumlarda hepatositlerde GLUT-1 ekspresyonu artar [194].
Kontrol grubu anti-GLUT-1 antikoru ile zay1f boyanmisti. Kontrol grubu ile diger gruplar
GLUT-1 ekspresyonu acisindan karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark vardi
(p<0.001). STZ ve PINX gruplarina ait karaciger dokularindaki GLUT-1ekspresyonunun
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artmis oldugu tespit edildi. Sham+STZ, PINX+Crocin ve PINX+STZ+Crocin
gruplarinda GLUT-1 eskpresyonu orta siddetteyken, PINXve PINX+STZ gruplarinda ise
yiiksek siddette oldugu goriildii. Krosin uygulamasinin GLUT-1 ekspresyonunu azalttigi
tespit edildi. (Sekil 8.14).GLUT-1immiin boyamasina ait H-Skoru Cizelge 8.8 de verildi.

Cizelge 8.8. GLUT-1limmiun reaktivitesi icin ortalama H-Skoru.

Gruplar H-Skoru
Grup 1: Kontrol 153.60+2.35
Grup 2: Sham + STZ 229.10+2.53?
Grup 3: PINX 271.10+2.05%P
Grup 4: PINX + STZ 277.20+4.35%P
Grup 5: PINX + Crocin 231.50+2.22%4¢
Grup 6: PINX + STZ + Crocin 239.80+3.123cde

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
p<0.001vsgrupl Pp<0.001 vsgrup2 Cp<0.05vsgrup?2
dp<0.001vsgrup3 ©¢p<0.001 vsgrup4
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Sekil 8.14. Dokularm anti-GLUT-1 antikoru ile imminohistokimyasal yontemle
boyanmasi. Kontrol grubu zayif boyanmisti. STZ ve PINX gruplarina ait
karaciger dokularindaki GLUT-1 ekspresyonunun artmig oldugu tespit
edildi. Sham+STZ, PINX+Crocin ve PINX+STZ+Crocin gruplarinda
GLUT-1 eskpresyonu orta siddetteyken, PINX ve PINX+STZ
gruplarinda ise yiiksek siddette oldugu gorildi. A.Kontrol
grubu,B.Sham+STZ grubu,C. PINX grubu,D.PINX+STZ
grubu,E.PINX+Crocin grubu, F.PINX+STZ+Crocin grubu. Anti-
GLUT-1; X20.Bar: 20 pm.

8.4. TARTISMA

Bir¢ok calismada oksidatif stresin, hiperglisemi ile iligkili doku hasarinin olusumunda
onemli rol oynadig1 gosterilmistir. DM’de antioksidan savunma sistemi tarafindan
ROS’un zararh etkileri ortadan kaldirilamadiginda sinir, damar ve retina yapilarinda
ayrica bobrek ve diger organlarda diyabetik lezyonlar olugabilmektedir. Ayni sekilde
son zamanlarda yapilan DM ile ilgili calismalarda karacigerde oksidatif stres kaynakl
doku hasar1 ve proinflamatuvar makrofaj birikiminden dolayr inflamasyon
olusabilecegi gosterilmistir [113, 195]. Kronik inflamatuvar bir durum olan diyabet
hastaliginda, IL-1p ve TNF- o dahil olmak Uzere proinflamatuvar sitokinlerin

salgilanmasinin arttig1 yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur [196].

Bu ¢alismanin amaci pinealektomi (melatonin hormonunun yoksunlugu) yapilmis ve

DM modeli olusturulmus sicanlarda, olusan karaciger hasarini incelemek ve ayni
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zamanda antioksidan olarak bilinen krosinin karaciger iizerinde iyilestirici etkisinin

olup olmadigini histolojik ve biyokimyasal olarak ortaya koymaktir.

STZ alkilasyon maddesi, reaktif oksijen tiirli seviyelerini arttiran, glukoz tasiyict 2
(GLUT 2) yoluyla pankreas beta hiicrelerinde birikerek pankreas adacik
hiicrelerindeki antioksidan sisteme zarar veren gii¢lii diyabetojenik kimyasaldir [16].
Zarar goren antioksidan sistem, DNA zincirinde kopmalara ve hiicre nekrozuna neden
olmaktadir [18, 197]. Antibiyotik ve antikanser ajan olan STZ, bu 0Ozelliklerinden
dolay1 deneysel olarak DM modeli iiretmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [198].
Sicanlarda diisiik ve tek doz STZ (40-70 mg/kg ip veya iv) uygulamasi 72 saat i¢inde
hiperglisemiye neden olmaktadir [199-201]. STZ ile indiiklenen diyabetik sicanlarda
yapilan bir ¢alismada hiperglisemi STZ enjeksiyonundan sonraki bir hafta iginde

dogrulanmigtir [202].

Calismamizda siganlara i.p. STZ enjeksiyonunun yapildigi model gruplarinda kontrol
grubu ratlara gore serum glukoz seviyelerinde ciddi artislar olmustur. Diyabet
olusturdugumuz gruplarda belirgin serum glukoz artisinin olmasi amagladigimiz

deneysel modelin bagarili oldugunun gostergesidir.

Sicanlara STZ (50 mg/kg) uygulanarak diyabet modeli olusturulmus bir ¢alismada
diisiik dozda krosin uygulamasinin (7.5 mg/kg) kan glukozunu diisiirmede 6nemli bir
etkiye sahip olmadigi ancak 15 ve 30 mg/kg dozlarda krosin uygulamalarinin kan
glukozunu 6nemli dl¢iide azalttig1 gosterilmistir. Ayrica bu ¢calismada kan glukozunu
azaltmada en etkili dozun 30 mg/kg krosin oldugu goriilmistiir [203]. Baska bir
calismada STZ (60 mg/kg tek doz i.p.) ile diyabet olusturulmus ve 4 hafta boyunca 40
ve 60 mg/kg/giin dozlarda krosin ile tedavi edilen diyabetik siganlarda kan
glukozunun, ¢alismanin 2., 3. ve 4. haftalarinda tedavi edilmeyen diyabetik sicanlara
kiyasla onemli Olgiide azaldigi gorilmistiir [204]. Sicanlara tek doz 45 mg/kg
intravendz STZ nin verildigi bagka bir ¢alismada ise tedavi gruplarina 8 hafta boyunca
40 mg/kg/giin krosin uygulanmasi sonucunda tedavi edilen diyabetik siganlardaki kan
glukozunun, tedavi edilmeyen diyabetik sicanlara kiyasla daha diisiik seyrettigi
bulunmustur [122]. Bizim ¢alismamizda diyabetli hayvanlara 50 mg/kg dozda verilen

krosin tedavisinin diger diyabetli gruplara kiyasla serum glukoz diizeylerinde ciddi
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azalma sagladig1 goriilmiistiir. Bu durum krosinin hiperglisemiye kars1 yararl etki

gosterdiginin kanitidir.

DM’de B-hiicreleri, otoimmiin kaynakli veya adipozdan iiretilen dolasimdaki
sitokinlerin ve adacik hiicresinden iiretilen sitokinlerin ( IL-1B, TNF-a, interferon—y
(INF 1v)) iretimine maruz kalir [205-208]. Bir¢ok c¢alisma, hipergliseminin
inflamatuvar karaciger hasarinda metabolik fonksiyonu azaltma anlaminda kritik bir

rol oynadigii gostermistir [209, 210].

Yapilan bir ¢alismada 35 mg/kg dozda STZ ile indiikklenmis sicanlarda diyabetik
grubun diyabetik olmayan gruba gore karaciger TNF- a, IL-4 ve IL-6 seviyelerinin
onemli dlciide yiiksek oldugu ancak IL-1 B seviyelerinde 6nemli bir fark bulunmadig:
tespit edilmistir [211]. Si¢anlarda iki farkli STZ dozunun (60 mg/kg ve 50 mg/kg)
kullanilmasiyla diyabet modeli olusturulmus iki ayr1 ¢alismada diyabetik sicanlarin
karaciger dokularinda inflamatuvar sitokinlerden IL-1p ve TNF-a ekspresyonun
diyabetik olmayanlara kiyasla 6nemli 6l¢iide yiikseldigi gozlenmistir [212, 213].
Calismamizda karaciger dokusunda diyabetojenik stres faktorlerinden IL-1pB
diizeylerini gézlemledik. Diyabet olusturdugumuz gruplarda karaciger IL-1[3 duzeyleri

anlamli derecede yiiksek seyretmistir.

Epifiz bezi tarafindan dogal olarak sentezlenen ve salgilanan antioksidan hormon
melatonin [214], farkli patolojik ve fizyolojik kosullarda proinflamatuvar sitokinlerin
modulasyonundan sorumludur [215]. Siganlarda pineal bezin cerrahi olarak
c¢ikarilmasi (pinealektomi) dolasimdaki melatonin seviyelerinin azalmasina ve geceleri
artis gosteren melatonin salimini Onleyerek doku hasarinin kotiilesmesine yol
agmaktadir [1, 216]. Tikloretilen ile karaciger toksisitesi olusturulmus hayvanlarda
melatoninin etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada pinealektomi isleminden sonra
hayvanlarin karaciger dokularinda IL-6, IL-1 ve TNF-a dlzeylerinin artmis oldugu
tespit edilmistir [217]. Kardiyak oksidatif stres ile ilgili yapilan baska ¢alismada ise
pinealektomi uygulanan sicanlarin kalp dokusunda TNF-o {iretiminin arttig

bulunmustur [218].
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Calismamizda si¢anlarin pinealektomi islemi sonucunda IL-1f diizeylerinde anlamli
artis tespit ettik. Pinealektomi ile birlikte diyabetli sicanlarin karaciger dokusunda IL-
1B seviyelerinin yalniz pinealektomili siganlara gore daha da arttigini gézlemledik. Bu
sonuclar bize pinealektomi yaptigimiz si¢canlarda melatonin yoksunlugunun STZ ile
olusturulan diyabette karaciger hasarini daha da arttirdiin1 gostermektedir.

Hipergliseminin karaciger dokularinda oksidatif stresi tetikleyici faktér oldugu
bilinmektedir ve azalmis hepatik antioksidan kapasitesi TNF- o, IL-1 S ve IL-6 gibi
inflamatuvar sitokinlerin tiretiminin artmasina neden olmaktadir [219, 220].

Geleneksel tipta sik kullanilan ve bitkisel kokenli olan krosin antioksidan ve

hipoglisemik 6zellige sahiptir [221].

Yapilan bir¢ok caligmada krosinin kalp, bobrek, akciger, pankreas gibi organlarin
hasarlarinda artmis sitokin seviyelerini azalttigi gosterilmistir [222-225]. Siganlarda
krosinin diyabetik nefropati Uzerindeki koruyucu etkisinin arastirildig: bir ¢alismada
krosin tedavisi yapilan grupta TNF- a, IL-1p ve IL-18'in (retiminin inhibe edildigi
gozlenmistir [226]. Lipopolisakkarid kaynakli deneysel akut akciger hasarinda [227]
ve izoproterenol ile indiiklenen miyokardiyal fibrozisde IL-1p ve TNF-a seviyelerinin
onemli dl¢iide artt1g1, krosin tedavisinin ise IL-1B ve TNF-a seviyelerini 6nemli 6l¢iide
azalttig1 tespit edilmistir [228]. Bizim ¢alismamizda da diyabet olusturulmus siganlara

krosin tedavisinin uygulanmasi inflamatuvar siireci ciddi olarak baskilamistir.

Hiicre zarinin permiabilite degisikligine, aminotransferazlarin artan sentezine veya
azalan katabolizmasina bagli olarak AST ve ALT'de meydana gelen degisiklikler,
karaciger hasarinin 6nemli gostergeleridir. Bu modifikasyonlar diyabette gorilen
ketogenezi ve glukoneogenezi de arttirmaktadir. Ayrica ALP aktivitesindeki
degisikliklerin, diyabetin karaciger fonksiyon bozuklugunu indiikleyebilecegi
bilinmektedir [229]. Karacigerdeki bir hasar veya metabolizmasindaki aksaklik
karaciger enzimlerinin ¢ok kisa silirede tepki vermesine yol acar. Bilindigi gibi
diyabette karaciger hasar1 veya metabolizmasindaki sikinti1 karaciger enzimlerinin

ylkselmesine sebep olmaktadir.

Alloksan enjeksiyonu (intravendz 75 mg/kg) ile diyabet olusturulan farelerde ALP,
AST ve ALT seviyelerinin Onemli oOlgiide arttign tespit edilmistir [230].
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Fareler iizerinde iki farkli dozda STZ (60 mg/kg ve 150 mg/kg) ile diyabet modeli
olusturulmus ¢aligmalarda yine serum ALT ve AST diizeyleri artig gortilmiistiir [231,
232]. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde diyabetik sicanlarda AST, ALT ve ALP

diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla ciddi artis gézlemlenmistir.

Eksojen melatonin takviyesinin oksidatif stresi ve inflamatuvar yanitlar1 azaltarak
karaciger hasarimi iyilestirdigi ve hepatoprotektif etkiye sahip oldugu cesitli
calismalarda gosterilmistir [233-235].

Melatoninin tiyoasetamid kaynakli karaciger hasarinda koruyucu ve tedavi edici
etkilerinin arastirildig1 bir galismada karaciger hasari olusturulan siganlarda melatonin
tedavisinin yiikselen ALT, AST ve ALP degerlerini 6nemli derecede diigiirdiigii ortaya
konulmustur [236]. Siganlarda olusturulmus diyabetik karaciger hasarinda ise eksojen
melatonin uygulamasinin serum ALT, AST ve ALP diizeylerinde tedavi edilmeyen
gruba kiyasla azaldigi gosterilmistir [237]. Benzer sekilde kadmiyum kaynakli
karaciger hasarinda melatonin takviyesi AST , ALT ve ALP seviyelerinde 6nemli

diislis saglamistir [233].

Yapilan bu caligmalar melatonin tedavisinin karaciger enzimleri {izerindeki olumlu
etkisini destekler niteliktedir fakat melatonin yoksunlugunda (pinealektomi) karaciger
enzim degisikliklerinin ortaya kondugu yeterli ¢calismaya rastlanmistir. Calismamizda
pinealektomi isleminden sonra si¢anlarin serum ALT seviyesinde anlamli bir

degisiklik olmazken AST ve ALP seviyelerinde anlamli artiglar meydana gelmistir.

Mevcut aragtirmalar giiglii bir antioksidan olan krosinin, karaciger dokusundaki
antioksidan kapasiteyi ciddi bir sekilde arttirdigini, karaciger enzim seviyelerini
iyilestirdigini gostermistir [238]. Krosinin ana kaynagi olan safranin karaciger
parametreleri Uzerindeki iyilestirici etkisine bakildigi bir ¢aligmada safran ile tedavi
edilen diyabetik sicanlarda serum ALP degerlerinin 6nemli derecede azaldig:
goriilmistiir [239]. Antioksidan olarak bilinen karnosin maddesinin karaciger tizerine
etkilerinin arastirildig bir calismada diyabet modeli siganlarda serum ALT (%299) ve
AST (%74.2) aktivitelerinin 6nemli Olcilide arttig1, karnosin tedavisinin ise bu ALT
(%37,2) ve AST (%38,9) seviyelerini onemli 6l¢iide azalttigi gosterilmistir [240].
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Diyabetik karaciger hasarinda Sargassum muticumun koruyucu etkisinin arastirildigi
calismada tedavi edilen diyabetik sicanlarda serum AST, ALT, ALP aktivitelerinin
azaldig1 saptanmustir [241]. Calismamizda krosin ile tedavi edilen diyabetli si¢anlarin

serum karaciger enzimlerinde ciddi azalmalar oldugu goriilmiistiir.

Eksojen veya endojen olarak Uretilen reaktif oksidan molekdllerinin tehlikeli
etkilerinin oldugu bilinmektedir [242]. Diyabet kaynakli karaciger hasarlarinin
patogenezinde oksidatif stres ve ROS olusumlar1 ana faktor olarak kabul edilmektedir
[219]. Hiicre i¢i serbest radikal iiretimi hepatositlerin antioksidan kapasitesini asarak
lipid peroksidasyonuna ve sonugta oksidatif nekroza yol agmaktadir [243]. Oksidatif
streste lipid peroksidasyonunun ortaya ¢ikmasi, toksik sekonder iirlinlerinden birisi
olan MDA’nin [1] artisina neden olurken, reaktif oksidan molekiillerinin tehlikeli

etkilerinin uzaklastirilmasinda GSH etkili bir rol almaktadir [244].

Etanol kaynakli karaciger hasarinin arastirildigi bir calismada karaciger dokusunda
MDA seviyesi onemli 6lgiide artarken, GSH seviyesinin ise anlaml 6l¢iide azaldigi
tespit edilmistir [245]. Ancak si¢anlarda yapilan bir ¢alismada STZ (55 mg/kg) ile
diyabet modeli olusturulmus hayvanlarin karaciger dokularinda GSH ve MDA
diizeylerinin arttig1 gézlenmistir [246]. Baska bir ¢alismada ise diyabetik si¢anlarin
hepatik lipid peroksidasyon seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik
gostermedigi tespit edilmistir [247]. Calismamizda diyabetik siganlarin karaciger
dokusunda MDA seviyelerinin arttigini, GSH seviyelerinin ise ciddi dlgiide azaldigini
gozlemledik. MDA seviyelerinde yiikselmenin olmasi lipid peroksidasyon derecesiyle

anlamli bir korelasyon gostermektedir.

Hiicresel savunma sisteminin temel bir parcast olan SOD ve CAT gibi enzimlerin,
ROS f{iretiminin artmasit sonucu oOnemli diizeylerde azaldigi bilinmektedir. Bu
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin zarar gérmesi ise diyabetin patojenitesinde
biiyiik rol oynamaktadir [248]. Siganlar {izerine yapilan farkli iki arastirmada STZ
(60 mg/kg ve 65 mg/kg) ile indiiklenen siganlarin hepatik SOD ve CAT aktivitelerinin
onemli dl¢iide azaldig1 gozlenmistir [249, 250]. Baska bir ¢alismada beklenenin aksine
diyabet modeli olusturulan siganlarda karaciger dokusundaki SOD aktivitesinin % 34,

CAT aktivitesinin ise % 130 artis gosterdigi tespit edilmistir [251]. DM’de SOD ve
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CAT aktivitelerinin 6l¢iildiigii baz1 ¢alismalar bu enzimlerin aktivitesinde azalmalar
gosterse de bazi galismalar SOD ve CAT aktivitelerinin arttigini bildirmistir. Bu
celigkili sonuclar, doku 6zgiilliigiine, hastaligin siddetine ve siiresindeki farkliliklara
veya diger deneysel kosullara bagli olabilir [252, 253]. Bizim ¢alismamizda diyabetik
sicanlarin karaciger dokusundaki SOD ve CAT aktivitelerinde ciddi azalmalar tespit
edilmistir. Bu durum, diyabetik si¢anlarin karaciger dokularinda antioksidan sistemin

onemli Olgiide zayifladiginin bir gostergesi olabilir.

Krosin, serbest radikallerin neden oldugu patolojik degisikliklere karsi direng
gosterebilecek antioksidan aktiviteye sahiptir ve karaciger dokusu oksidatif stres
belirteglerinin seviyelerinde dikkate deger bir iyilestirme saglamaktadir [254, 255].
Yapilan bir ¢alismada STZ ile deneysel model olusturulan siganlarda 40 mg/kg/giin
krosin tedavisinin karacigerde SOD ve CAT enzim aktivitelerinde artig saglarken,
MDA seviyesinde azalma saglayarak oksidatif hasari iyilestirdigi gézlenmistir [256].
Glukoz seviyelerini diisiiriicti ve antioksidan 6zellikte oldugu bilinen Astragaloside IV
maddesinin doza bagimli olarak STZ kaynakli diyabet olusturulmus siganlardaki
etkinliginin arastirildigi bir ¢aligmada karaciger dokusu SOD ve CAT aktivitesinin
anlamli derecede arttig1 ve MDA diizeyinin ise 6nemli 6l¢iide azaldigi tespit edilmistir
[257]. Bizim ¢alismamizda diyabetli siganlarin krosin ile tedavi edilmesi karaciger

dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerinde ciddi iyilesmeler olusturmustur.

TAS ve TOS degerleri, plazma, viicut sivilar1 veya dokulardaki tiim antioksidanlarin
ve oksidanlarin toplam etkilerini yansitmaktadir [258]. TOS/TAS oran1 diger bir ifade
ile OSI degeri, plazma veya doku Uzerindeki genel oksidatif stres durumunu
belirtmektedir [259]. Diyabetik hastalarda TAS'!n azalmasi, hiperglisemi ve lipid
peroksidasyonu ile iliskilidir. Benzer sekilde, TAS'm azalmasi, oksidatif hasari
durdurmak icin gerekli olan potansiyel endojen kapasitenin aktivitesini de
yansitmaktadir [260]. STZ ile diyabet olusturulmus bir calismada diyabetik si¢anlarin
karaciger dokusunda TAS, TOS ve OSI degerleri anlamli derecede yiiksek
bulunmusken [261] alloksan ile diyabet olusturulmus bir baska c¢alismada ise
hayvanlarin karaciger dokusunda TAS seviyelerinin azaldigi goézlenmistir [262].
Bizim ¢alismamizda STZ enjeksiyonu yaptigimiz hayvanlarin karaciger dokusunda

TOS ve OSI diizeyleri 6nemli dlgiide artarken TAS diizeylerinde ise 6nemli dlgiide
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azalma gozlenmistir. Melatonin, hiicre ve dokular1 radikal hasardan koruma yetenegi
ile birgok arastirmada odak noktasidir [263]. Ayrica bir antioksidan olarak melatoninin
TOS, TAS ve OSI degerlerini iyilestirdigi ileri siirilmektedir [264-266].
Calismamizda pinealektomi yapilmis hayvanlarin karaciger dokularinda TAS

seviyesinde diisiis gdzlenirken TOS ve OSI seviyesinde artis gdzlenmistir.

Calismamizda diyabetik hayvanlarin karaciger histolojik yapisinda konjesyon,
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve ¢cok miktarda piknotik hepatosit tespit edilmistir. STZ
verilen gruplarda karaciger dokularmin histopatolojik hasar skorunda artis meydana
gelmistir ve krosin uygulamasinin diyabetik hayvanlarda hasar skorunu azalttigi tespit
edilmistir. STZ ile diyabet olusturulan hayvanlarda karaciger hasarinin incelendigi bir
caligmada hematoksilen-Eozin boyamasi sonucunda karaciger hiicrelerinin bazi
kisimlarinin sistigini ve hafif yagl bir dejenerasyona sahip oldugunu gosterilmistir [267].
Yapilan baska bir arastirmada diyabetik siganlarda karaciger histopatolojik sonuglarinda

lipid damlaciklar1 ve dnemli bir dejeneratif degisiklikler gézlenmistir [268].

Sonug olarak yeni ilag tedavilerinin kesfedilmesi diyabete bagl artan morbidite ve
mortaliteyi azaltacaktir. Krosinin hipoglisemik ajan olmasi, diyabetin patogenezinde
etkili olan inflamatuvar ve apoptotik degisiklikler izerinde olumlu etki yaratmasindan
dolay1 diyabet tedavisinde kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica antioksidan olan
krosin, melatonin yoksunlugunda (pinealektomi) olusabilecek oksidatif stres ve glukoz
intoleransina kars1 da savunma saglamaktadir. Krosin hiperglisemi ve oksidatif stres
kaynakli olusan karaciger hasarin1 da hafifletmistir. Yapilan caligmalar ve bizim
bulgularimiz g6z Oniinde bulunduruldugunda krosinin diyabet hastaliginin
ilerlemesini 6nleyeci ve diyabet kaynakli olusan karaciger doku hasarinda tedavi edici
ajan olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak bu diisiincenin desteklenmesi

i¢cin daha ¢ok ¢alisma yapilmasina ihtiyag vardir.
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