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ÖZET 

L-Theaninin Diyabetik Sıçanlarda Pankreas ve Karaciğer Doku Hasarlarına 

Etkilerinin İncelenmesi 

Hiperglisemi ile karakterize olan diyabetes mellitus (DM), karbohidrat, protein ve 

lipid metabolizmasındaki bozukluklarla ilişkili yaygın kronik bir hastalıktır. Diyabette 

hiperglisemi tarafından tetiklenen sinyal yolakları, oksidatif stresi, inflamasyonu ve 

hücresel ölümü arttırarak diyabetik komplikasyonların gelişmesinde önemli bir rol oynar. 

L-Theanin (LT), Camellia Sinensis çaylarında bulunan antioksidan, antiinflamatuvar, ve 

antidepresan gibi sağlığa faydalı etkilere sahip özel bir amino asittir. Bu çalışmada, 28 gün 

boyunca gavaj ile 200 mg/kg LT takviyesinin streptozotosin (STZ, 60 mg/kg, 

intraperitoneal (i.p.), tek doz) / nikotinamid (NA, 120 mg/kg, i.p., tek doz) ile indüklenmiş 

diyabetik sıçanların pankreas ve karaciğer dokularında oksidatif strese, inflamasyona ve 

apoptoza etkileri incelendi. Bu amaçla, 28 adet Wistar erkek sıçan (150-250 g, 2-3 aylık) 

her grupta 7 hayvan olacak şekilde 4 gruba ayrıldı: Kontrol, LT, DM ve DM+LT.  

Dokularda oksidatif stres göstergesi olarak toplam ve okside glutatyon seviyeleri (sırasıyla 

TGSH ve GSSG) enzimatik kolorimetrik yöntemle; inflamasyon göstergeleri olarak 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz 2 (NOS2) ve tümör nekrozis faktör-α (TNF-α), ve 

apoptoz göstergesi olarak kaspaz-3 gen ekspresyonları ve protein seviyeleri, sırasıyla, Real 

Time PCR ve ELISA yöntemleri ile belirlendi. Dokular ayrıca histopatolojik olarak da 

değerlendirildi. DM+LT grubu DM grubu ile karşılaştırıldığında; pankreas dokusunda 

TNF-α, NOS2 gen ekspresyonları ve kaspaz-3 protein seviyesi, karaciğer dokusunda ise 

GSSG ve GSSG/TGSH seviyeleri anlamlı düşük bulundu (p<0.05). Ayrıca dokularda 

histopatolojik dejenerasyonun azaldığı gözlendi. Sonuç olarak, LT takviyesi DM’de 

özellikle pankreas dokusunda inflamasyonu ve apoptozu, karaciğer dokusunda ise oksidatif 

stresi etkilemiştir. Ancak bunların, insanlar üzerinde diyabet patolojisine etkisine yönelik 

ayrıntılı çalışmalarla desteklenmesine ihtiyaç vardır. 

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Diyabetes Mellitus, İnflamasyon, Oksidatif Stres, L-

Theanin 
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ABSTRACT 

Investigation of the Effects of L-Theanine on Pancreas and Liver Tissue Damages in 

Diabetic Rats 

Diabetes mellitus (DM), characterized by hyperglycemia, is a common chronic 

disease associated with disorders in carbohydrate, protein and lipid metabolism. Signaling 

pathways triggered by hyperglycemia in diabetes play an important role in the 

development of diabetic complications by increasing oxidative stress, inflammation and 

cellular death. L-Theanine (LT) is a special amino acid found in Camellia Sinensis teas, 

with beneficial effects on health such as antioxidant, antiinflammatory, and antidepressant. 

In this study, the effects of 200 mg/kg LT supplementation by gavage for 28 days on 

oxidative stress, inflammation and apoptosis in pancreatic and liver tissues of 

streptozotocin (STZ, 60 mg/kg, intraperitoneal (i.p.), single dose) / nicotinamide (NA, 120 

mg/kg, i.p., single dose) induced diabetic rats were investigated. For this purpose, 28 

Wistar male rats (150-250 g, 2-3 months) were divided into 4 groups with 7 animals in 

each group: Control, LT, DM and DM+LT. In tissues, total and oxidized glutathione levels 

(TGSH and GSSG, respectively) as an indicator of oxidative stress by enzymatic 

colorimetric method; the gene expressions and protein levels of inducible nitric oxide 

synthase 2 (NOS2) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) as the indicators of inflammation, 

and caspase-3 as an indicator of apoptosis by Real Time PCR and ELISA methods, 

respectively, were determined. Tissues were also evaluated histopathologically. When the 

DM+LT group was compared with the DM group; the gene expressions of TNF-α, NOS2 

and the levels of caspase-3 protein in pancreatic tissue, and the levels of GSSG and 

GSSG/TGSH in liver tissue were found to be significantly lower (p<0.05). It was also 

observed that histopathological degeneration decreased in tissues. In conclusion, LT 

supplementation especially affected inflammation and apoptosis in pancreatic tissue and 

oxidative stress in liver tissue in DM. However, these needs to be supported by detailed 

studies on its effect on diabetes pathology in humans. 

Keywords: Apoptosis, Diabetes Mellitus, Inflammation, Oxidative Stress, L-Theanine 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Diyabetes mellitus (DM) veya halk arasındaki adı ile şeker hastalığı, pankreas β-

hücre harabiyeti veya fonksiyon kaybı, insülin yetersizliği veya direnci ve özellikle kan 

glukozu yüksekliği ile seyreden, komplikasyonları ile birçok organda hasara neden olan, 

yaşam kalitesini maddi ve manevi yönde etkileyen, yüksek morbidite ve mortalite ile 

sonuçlanabilen metabolik ve endokrin bir hastalıktır (1, 2). Glukoz metabolizmasının 

bozulması veya hiperglisemi, oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz da dahil bir seri 

patolojik duruma neden olmaktadır (2). Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) bu hastalığı, 

kardiyovasküler sistem, kanser ve kronik solunum probleminin yanı sıra keşfedilen dört 

önde gelen bulaşıcı olmayan hastalıktan biri olarak kabul etmektedir (1). Modern yaşamın 

getirdiği koşullarla görülme sıklığı dünya çapında artmaktadır. Bu nedenle tedaviye 

yönelik arayışlar devam etmektedir. 

L-Theanin [N(5)-etil-L-glutamin; L-γ-glutamiletilamid; γ-glutamiletilamid; γ 

glutamil L-etilamid; γ-etilamino-L-glutamik asit; (2S)-2-amino-5-(etilamino)-5 

okzopentanoik asit], özellikle yeşil ve siyah çay dahil Camellia Sinensis bitkisinden elde 

edilen çay ürünlerinde bulunan, içilen çay ile birlikte alınabilen glutamat türevi özel bir 

amino asittir (3). Bazı ülkelerde diyet takviyesi olarak satılabilen "güvenli" ve "toksik 

olmayan" bir bileşik olarak kabul edilmektedir. Hafıza ve algı güçlendirici, rahatlatıcı 

olarak kullanılmaktadır (4). LT ince bağırsakta L-amino asit taşıyıcıları tarafından 

emilmekte, böbreklerde ise etilamin ve glutamata katabolize olmaktadır (5). Glutamin 

taşıyıcısının inhibisyonu yoluyla glutamatın hücre dışı salınımını baskılayarak 

ekzotoksisiteyi azaltıcı etki sergilediği belirtilmektedir (6). Literatürde oksidan-antioksidan 

dengeyi antioksidanlar lehine artırdığı, inflamasyonu baskıladığı, antiapoptotik, 

antipsikotik, antideprezan, antikanser ve nöroprotektif gibi sağlığa faydalı etkiler 

sergilediğini belirten makaleler mevcuttur (3, 5, 7-9). LT’nin yüksek yağlı diyetle beslenen 

farelerde obeziteyi, glukoz toleransını ve insülin duyarlılığını iyileştirdiği, beyaz yağ 

dokusunun kahverengileşmesine katkı sağladığı ifade edilmektedir (10). Ayrıca LT’nin 

insülinotropik bir ajan olduğu, doza bağımlı olarak insülin salınımını arttırdığı, pankreatik 

β-hücrelerine kısmi koruma sağladığı ve bu nedenle diyabet tedavisinde kullanılabileceği 

ileri sürülmüştür (11). Bunlara ilaveten LT metaboliti olan etilamin düzeyi yüksek olan 

kişilerde diyabetik riski düşük bulunmuştur (12). Diğer taraftan LT’nin bağırsakta glukoz, 

amino asit ve yağ asitleri taşınımını etkilediği, kan glukozunu ve pankreastan insülin 

salınımını azaltığı da raporlanmıştır (13). 
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Ülkemizde DM hastalarının çok olması ve LT’nin fazla miktarda tüketilen çayla 

yüksek miktarda alınabilme ihtimali LT’yi DM hastalarında önemli kılmaktadır. Bu 

çalışmada, yukarıda açıklanan LT’nin sağlığa faydalı ve insülin seviyesine farklı yönde 

etkileri göz önüne alınarak, DM’de en çok etkilenen organlardan olan pankreas ve 

karaciğer üzerine etkilerinin olup olmayacağının belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla 

STZ/NA ile diyabet oluşturulmuş diyabetik sıçanlarda 28 gün boyunca oral 200 mg/kg LT 

takviyesinin bu dokularda oksidan-antioksidan dengeyi, inflamasyonu, apoptozu 

yönlendirmesi, biyokimyasal açıdan parametrelerin seviyesi ve gen ekpresyonları yönü ile 

araştırıldı. Ayrıca histopatolojik olarak dokular değerlendirildi. Daha önce LT’yi DM’de 

bu yönleri ile değerlendiren herhangi bir çalışmaya rastlanılmamıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Diyabetes Mellitus 

Hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastalık olan DM, insülin sekresyonunda 

ve/veya insülinin etkisindeki bozukluklardan kaynaklanır. Hastalığın gelişiminde birkaç 

patojenik süreç söz konusudur. Bunlar, pankreas β hücrelerinin otoimmün yıkımından 

sonuçlanan insülin eksikliği ve insüline dirençten kaynaklanan anormalliklerdir. 

Diyabetteki karbohidrat, protein ve lipid metabolizmasındaki anormalliklerin nedeni, hedef 

dokular üzerinde insülinin yetersiz etkisidir. Yetersiz insülin etkisi, eksik insülin 

salınımından ve/veya hormon etkisinin karışık yolaklarında bir veya birkaç noktada 

insüline karşı azalmış doku yanıtlarından kaynaklanır (14).  

DM’nin prevalansı ve morbiditesi yüksek olduğundan dolayı küresel bir halk 

sağlığı sorunudur. 2019 yılında Uluslararası Diyabet Federasyonu (IDF), dünya çapında 

yaklaşık 463 milyon kişinin diyabet hastası olduğunu ve bu sayının 20-79 yaşları 

arasındaki yetişkinlerin %9.3’ünü oluşturduğunu bildirdi. Mevcut büyüme oranına göre, bu 

sayının 2030 yılına kadar 578 milyona ve 2045 yılına kadar 700 milyona ulaşması 

bekleniyor. Ülkemizde ise yaklaşık 7 milyon diyabet hastası olduğu ve bu rakamın 20-79 

yaş aralığındaki yetişkin nüfusun yaklaşık %15’ine denk geldiği belirtilmektedir (15).  

Stres, sağlıksız diyetler, çevresel faktörler, virüs kaynaklı enfeksiyonlar, otoimmün 

hastalıklar vs. DM riskini arttırmaktadır (16). 

Diyabetteki kronik hiperglisemi, özellikle kardiyomiyopati olmak üzere 

makrovasküler komplikasyonların yanı sıra retinopati, nöropati ve nefropati gibi 

mikrovasküler komplikasyonlara da eşlik etmektedir (17). Aşırı idrara çıkma (poliüri), aşırı 

susama (polidipsi), aşırı yemek yeme (polifaji), kilo verme ve bulanık görme belirgin 

hipergliseminin semptomlarıdır. Kronik hiperglisemide, enfeksiyonlara yatkınlık ve 

büyüme bozuklukları da görülebilir. Kontrol edilmeyen diyabet, akut ve hayatı tehdit eden 

sonuçlar doğurabilir (14). 

Amerikan Diyabet Derneği tarafından 2019 yılında çıkarılan “2. Diyabetin 

Sınıflandırılması ve Teşhisi: Diyabette Tıbbi Bakım Standartlarına” göre diyabet tanı 

kriterleri aşağıdaki Tablo 1’deki gibidir (18). 
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Tablo 1. Diyabet tanı kriterleri 

Açlık plazma glukozu ≥ 126 mg/dL (7.0 mmol/L).  8 saat ve üzeri süre kalori alımı 

olmadığı durum açlık olarak tanımlanır. 

Veya 

Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) sonrasında 2. saatte ölçülen plazma glukozu ≥ 200 

mg/dL (11.1 mmol/L). Test, DSÖ tarafından anlatıldığı gibi, suda çözünmüş 75 g saf 

glukoz eşdeğeri içeren bir glukoz yükü kullanılarak yapılmalıdır. 

Veya 

HbA1c ≥ %6.5 (48 mmol/mol). Test, DCCT testi ile standartlaştırılmış bir yöntem 

kullanılarak ve NGSP sertifikasına sahip bir laboratuvarda gerçekleştirilmelidir. 
Veya 

Hiperglisemi ve/veya hiperglisemik kriz belirtilerine sahip bir hastada, rastgele ölçülen 

plazma glukozu  ≥ 200 mg/dL (11.1 mmol/L). 

Eşdeğer olmayan hipergliseminin yokluğunda, teşhis aynı numuneden iki anormal test sonucu veya iki ayrı 

test örneğinde gerektirir. [The Diabetes Control and Complications Trial (DCCT), National 

Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP)]. 

2.1.1. Diyabetes Mellitus Sınıflandırılması 

Diyabet aşağıdaki genel kategorilere ayrılabilir: 

1. Tip 1 diyabetes mellitus (T1DM), otoimmün hücreli yıkım nedeniyle, çoğunlukla 

mutlak insülin yetersizliğine neden olur. 

2. Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM), insülin direncinin geri planında çoğunlukla 

ilerleyen β-hücresi insülin salınımı yetersizliği sebebiyle olur. 

3. Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM), gebelikten önce belirgin olmayan ve 

genellikle gebeliğin ikinci veya üçüncü trimesterinde teşhis edilen diyabettir. 

4. Diğer nedenlerden kaynaklanan spesifik diyabet türleri, örneğin; yenidoğan 

diyabeti gibi monojenik diyabet, pankreatit ve kistik fibrozis gibi ekzokrin pankreas 

hastalıkları kaynaklı diyabet, ilaç veya kimyasal kaynaklı diyabettir (14, 18). 

 DM’nin en çok görülen iki ana tipi, T1DM ve T2DM’dir. T1DM, lokal 

inflamatuvar mediatörlerin insülin salgılayan hücreleri tahrip ettiği otoimmün bir hastalık 
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olarak bilinir. T2DM ise artan hiperglisemiden, insülin direncinden, glukoz toksisitesinden, 

inflamatuvar sitokinler ve oksidatif stresin neden olabileceği pankreas β-hücre 

yetmezliğinden oluşur (19). T1DM, pankreas β-hücrelerinin otoimmün yıkımından 

kaynaklanır ve tüm diyabetik vakaların yaklaşık %5-10’unu oluşturur. Bu tip diyabet 

genellikle insülin salgılayan hücrelerin ciddi tahribatı nedeniyle hızla gelişir ve hastalar 

ekzojen insüline bağımlıdır. Daha sık görülen ve tüm diyabetik vakaların %90-95’ini 

oluşturan T2DM, insülin direnci ve bağıl insülin eksikliği ile karakterizedir ve sıklıkla aşırı 

kilo veya obezite eşlik eder. Hiperglisemi genellikle yavaş gelişir ve erken aşamalarda kan 

şekeri orta derecede yükselir. T2DM’de, insülin direnci başlangıçta artan insülin 

sekresyonu ile telafi edilir; bununla birlikte, insülin sekresyonunun bu uzun süreli aşırı 

uyarımı, zaman içinde β-hücrelerinin aşamalı tükenmesine ve bozulmasına yol açar (20, 

21). T2DM’li bireylerde, bu hücrelerde çok sayıda anormallik tanımlanmıştır. T2DM’li 

insanlarda, glukozla uyarılan insülin sekresyonu önemli ölçüde bozulmuştur. Bununla 

birlikte, amino asitlere veya sülfonilürelere insülin salgı cevabı genellikle daha az etkilenir. 

Ayrıca, insülin sekresyonunun ilk fazının ve hormon salınımının pulsatilitesinin de 

T2DM’li hastalarda bozulduğu gösterilmiştir (22, 23). β hücrelerinin insülin salgılayıcı 

anormalliklerine, glukozun oksidasyonunun azalması ve daha düşük bir ATP / ADP oranı 

eşlik eder. Ayrıca, T2DM’li insanların pankreas adacıklarında insülin, glukoz taşıyıcıları 

ve glukokinaz ekspresyonlarının azaldığı bulunmuştur. Sağlıklı bireylere kıyasla T2DM’li 

insanlarda pankreas adacıklarındaki oksidatif stresin ve adacık hücrelerinin apoptozunun 

arttığı da bilinmektedir (23-25).  

2.1.2. Diyabetes Mellitus ve Oksidan-Antioksidan Denge 

Serbest radikaller ateroskleroz, kanser ve diyabet dahil birçok dejeneratif hastalığın 

patogenezinde rol oynamaktadır. DM’de antioksidan savunma sistemleri de bozulmuştur. 

Oksidatif stres, hücresel membranların oksidatif hasarına ve subselüler organellerin yapısal 

ve fonksiyonel bütünlüğündeki değişikliklere neden olabilir ve diyabet hastalığında çeşitli 

komplikasyonlara neden olan etkiler üretebilir (26). Oksidatif stres tüm DM vakalarında 

(özellikle T2DM) ve diyabetik komplikasyonların patogenezinde önemli bir rol 

oynamaktadır. Son zamanlarda elde edilen önemli kanıtlar, hücresel indirgenme 

yükseltgenme (redoks) dengesizliğinin, β-hücre disfonksiyonu ve insülin direnciyle ilgili 

belirli sinyal yollarını düzenleyerek, oksidatif strese ve ardından diyabet ve ilgili 

komplikasyonların ortaya çıkmasına ve gelişmesine neden olduğunu göstermiştir. Reaktif 
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oksijen türleri (ROT) ayrıca diyabet sürecine dahil olan belirli proteinleri doğrudan 

oksitleyebilir ve bu redoks modifikasyonu olarak tanımlanır. Redoks modifikasyonu, 

bozulmuş insülin sekresyonunda ve insülin direncinde kritik roller oynayan alternatif aşağı 

akış sinyal yollarını etkinleştirerek, diyabet ve diyabetik komplikasyonların gelişimini 

kolaylaştırır (27). 

Yüksek glukoz seviyeleri, enzimatik olmayan, oto-oksidatif glikozilasyonu, poliol 

ve heksozamin yolaklarını ve ayrıca protein kinaz C aktivitesini artırabilir, bu da hem 

inflamatuvar mediatörlerde hem de antioksidan savunmada azalmaya neden olabilir. Bu 

yollar çoğunlukla, çeşitli organ ve dokulardaki oksidatif stresi doğrudan arttıran, diyabetik 

durumda ROT üretimine katılmaktadır (28). 

Glutatyon (γ-glutamil-L-sisteinilglisin, GSH), hücre içinde en bol bulunan düşük 

molekül ağırlıklı tiyoldür ve vücut sıvılarındaki başlıca antioksidan bileşiklerden biridir. 

Pro-oksidan koşullar altında, iki GSH molekülü birer elektron verir ve glutatyon disülfide 

(GSSG) dönüştürülür (29). GSH tüm memeli dokularında ve özellikle karaciğerde yüksek 

konsantrasyonda bulunur. Çoğu hücrede milimolar konsantrasyon seviyesinde (karaciğer 

5-10 mM) bulunur. GSSG düzeyi, GSH düzeyinin %1’inden daha azdır (30). Hücre dışı 

matrikslerde miktarı farklıdır, örneğin insan plazmasında GSH konsantrasyonu 2-20 μM 

aralığındadır (31, 32). 

 Glutatyon detoksifikasyon, antioksidan savunma, tiyol durumunun sürdürülmesi ve 

hücre proliferasyonunun modülasyonunu içeren çeşitli fonksiyonlara sahiptir (30). Hücre 

içi redoks dengesini düzenleyen başlıca çiftlerden biri olarak GSH-GSSG çifti, hücreleri 

prooksidanlar ve antioksidanlar arasındaki dengesizliğin neden olduğu oksidatif stresten 

korumada önemli bir rol oynar. GSH ve GSSG konsantrasyonlarının ve GSSG / GSH 

oranlarının kantitatif tespiti, hücreler ve dokulardaki oksidatif stresi belirtmek için 

kullanılmaktadır (33). GSH/GSSG molar oranı, güçlü bir oksidatif stres ve hastalık riski 

indeksi olarak kabul edilir (29). GSH ve GSH/GSSG oranında azalma, redoks 

dengesizliğinin kanıtı olarak yorumlanır ve diyabet, böbrek yetmezliği, malignite, 

nörodejeneratif hastalıklar ve diğerleri dahil olmak üzere çeşitli insan hastalıkları ile 

ilişkilendirilmiştir (34-36). 

Fizyolojik koşullar altında karaciğer, hepatositlerinin GSH sentezleme kapasitesi 

sayesinde oksidatif stresten korunur. İnsan deneklerde ve hayvan modellerinde yapılan 

çalışmalar, hepatopatilerin patogenezinde bozulmuş GSH homeostazının önemli bir rolü 
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olduğunu göstermiştir (37). Karaciğere uygulanan saldırının niteliğine ve tükenmenin 

derecesine bağlı olarak GSH tükenmesine farklı hepatik yanıt gösterir. Hepatik GSH 

havuzunun, karaciğer yaralanmalarına karşı metabolik ve stres tepkilerine ince ayar yapma 

işlevi gördüğü düşünülebilir. Protein fonksiyonlarının redoks regülasyonu yoluyla GSH, 

toksik bileşiklere karşı hepatoselüler tepkilerde yer alan anahtar proteinlerin hayati bir 

modülatörü olarak da işlev görebilir. Kesin mekanizma ne olursa olsun, GSH tükenmesinin 

karaciğerde her zaman olumsuz hücresel sonuçlarla ilişkili olmadığı açıktır (38). 

Pankreastaki yüksek GSH konsantrasyonu, hızlı devir hızı ve önemli seviyelerde 

GSH metabolizmasında yer alan çeşitli enzimlerin varlığı ile kanıtlandığı üzere, pankreas 

GSH metabolizmasında böbrek, karaciğer, ince bağırsak ve diğer birçok organla birlikte 

önemli bir rol oynar (39). Hayvan modellerinden ve insan çalışmalarından elde edilen artan 

kanıtlar, GSH'nin akut pankreatite neden olabilen zararlı uyaranlara karşı pankreasta 

dokuya özgü sitoprotektif bir role sahip olduğunu göstermektedir. GSH, pankreasın 

ekzokrin hücreleri tarafından yeni oluşan salgı proteinlerinin birleştirilmesi için de gerekli 

olabilir. GSSG'nin asiner hücrenin salgı bölmesinde zimojen proteinlerinin molekül içi 

disülfid bağlarının organize olması için gerekli bir kofaktör olduğu bulunmuştur (40). 

GSH önemli bir hücre içi antioksidandır ve oksidatif stresin etkilerini azaltmada 

anahtar rol oynar. Yapılan çalışmalarda, T2DM’li hastalarda eritrosit GSH 

konsantrasyonunun azaldığı bildirmiştir. Bununla birlikte, tip 2 diyabette glutatyon 

eksikliğinden sorumlu kesin mekanizmalar tam olarak kurulmamıştır (41). Diyabetiklerin 

eritrositlerinde GSH düzeyinde azalma ve GSH metabolizmasında bozulma bildirilmiştir. 

GSH seviyesindeki azalma, hem bir kofaktör olan NADPH için aldoz redüktaz ve 

glutatyon redüktaz arasındaki rekabet hem de artan oksidatif stres (artan NADH/NAD 

oranı) nedeniyle oluşur. Diyabetik mikrovasküler komplikasyonları veya kötü takip DM'si 

olan kişilerde daha düşük GSH değerleri elde edilmesi, bu parametrelerin DM'li hastalarda 

önemli bir prognostik faktör olduğunu düşündürmektedir. Ayrıca GSH önemli bir 

antioksidan olduğu için GSH eksikliği oksidatif stresin artmasına neden olarak mevcut 

durumu daha da kötüleştirir (42). 
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2.1.3. Diyabetes Mellitus ve İnflammasyon 

İnflamasyon biyolojik, kimyasal veya fiziksel uyaranlara verilen yanıtın karmaşık 

ve gerekli bir bileşenidir ve inflamatuar süreçte çeşitli oyuncular arasındaki etkileşimleri 

başlatan ve düzenleyen hücresel ve moleküler olaylardır. İnflamatuvar tepkinin akut 

fazında, bağışıklık sisteminin hücreleri, sitokinler, kemokinler ve akut faz proteinleri gibi 

çözülebilir aracılar, dikkatle düzenlenmiş bir olaylar dizisi içinde yaralanma bölgesine göç 

eder. Yaralanmanın derecesine bağlı olarak bu akut faz, hasarı gidermek ve iyileşme 

süreçlerini başlatmak için yeterli olabilir. Uyaranlara uzun süre maruz kalmanın ya da 

kendi moleküllerine karşı uygunsuz reaksiyon vermenin bir sonucu olarak kalıcı 

inflamasyon, doku hasarının ve fibrozun meydana gelebileceği kronik faza yol açabilir 

(43). 

Hem T1DM hem de T2DM patofizyolojisinde ve ilişkili metabolik bozukluklarda 

inflamasyonun ortaya çıkan rolü vardır. Böylece hastalığın önlenmesi ve kontrol altına 

alınması için inflamasyonu hedeflemeye artan bir ilgi vardır (44).  

 TNF süper ailesi, vücutta çeşitli rol oynayan 19 ligand ve 29 reseptör içerir. TNF 

süper ailesinin istisnasız tüm üyeleri, transkripsiyon faktörü olan nükleer faktör kappa 

B’nin (NF-κB) katılımı ve aktivasyonu yoluyla proinflamatuvar aktivite sergiler (45). 

Çeşitli proinflamatuar sitokinler arasından TNF-α, insülin direncinin gelişiminde ve 

T2DM patogenezinde kritik rol oynayan en önemli proinflamatuar aracıdır. TNF-α esas 

olarak adipositlerde ve / veya periferik dokularda üretilir (46). Hücre proliferasyonunda, 

farklılaşmasında ve apoptozda rol oynar (47). ROT oluşumunun ve çeşitli transkripsiyon 

aracılı yolakların aktivasyonu yoluyla dokuya özgü inflamasyonu indükler (46). Yüksek 

TNF-α seviyesi, glukozla uyarılan kalsiyum akışını bozarak insulin salınmasını engeller 

(47). T2DM'nin gelişmesine yol açan serin fosforilasyonu yoluyla insülin sinyalini 

engeleyerek adipositlerde ve periferik dokularda insülin direncini tetikler (46). Ayrıca  

insulin reseptör substrat 1 (IRS1) fosforilasyonunu ile insülinin reseptörü ile etkileşimi de 

bozulur (48). 

L-argininin L-sitrüline oksidasyonu katalizleyen nitrik oksit sentaz (NOS) 

vasıtasıyla üretilen nitrik oksit (NO), memelilerde vazodilatasyon, düz kas gevşemesi, 

nörotransmisyon ve immun cevap dahil olmak üzere çeşitli fizyolojik işlevlere katılan 

önemli bir hücresel sinyal molekülüdür (49). NOS’ün nöronal (nNOS veya NOS1), 

endotelyal (eNOS veya NOS3) ve indüklenebilir (iNOS veya NOS2) olarak üzere üç 
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izoformu vardır (50).  NOS2, hücrelerde sürekli olarak aktif değildir. Özellikle hücre, tipik 

olarak proinflamatuvar sitokinler ve/veya bakteriyel lipopolisakkarit tarafından 

uyarıldığında eksprese edilir. Bu enzimle üretilen NO, istilacı patojenlere karşı savunmaya 

yardımcı olur ve bu nedenle inflamatuar cevap ve doğal bağışıklık sistemi için kritiktir. 

(49). 

NOS2’nin inflamasyonla ilişkili birçok insan hastalığında rol oynadığı 

gösterilmiştir (51, 52). Memelilerde 3 farklı NOS izoformu içinden insülin direncinin (IR) 

düzenlenmesinde önemli olan izoform NOS2’dir (53). NOS2 başlangıçta makrofajlarda 

tanımlanmış olmasına rağmen, artık kemirgenlerde ve insanlarda iskelet kası, yağ dokusu 

ve karaciğer gibi insüline duyarlı organlar da dahil olmak üzere birçok dokuda yaygın 

olarak eksprese edildiği bilinmektedir (51). NOS2 ekspresyonu, proinflamatuar sitokinler, 

obezite, serbest yağ asitleri, hiperglisemi, endotoksinler ve oksidatif stres dahil olmak 

üzere IR indükleyicilerinin çoğu tarafından arttırılmaktadır (54-59). 

2.1.4. Diyabetes Mellitus ve Apoptoz 

Apoptoz, hücre küçülmesi, kromatik yoğunlaşma, nükleozomlar arası DNA 

parçalanması ve zarla çevrili veziküllere (apoptotik cisimler) ayrılma ile karakterize edilen 

programlanmış hücre ölümü sürecidir. (60). Bir sistein proteaz ailesi olan kaspazlar, 

apoptozun başlıca aracılarıdır (61). Mitokondriyal yol, ölüm reseptör sinyali yolu ve 

endoplazmik retikulum stresi, hücre apoptozunun 3 ana yoludur. Bu yollar, hücre 

apoptozuna yol açan kaspaz 3 aktivasyonunu şiddetlendirir (62). Kaspaz 3, sıklıkla aktive 

olan bir ölüm proteazıdır. Canlılar için önemli olan birçok hücresel proteinin spesifik 

bölünmesine aracılık eder (63).  

Apoptoz doğumdan sonra normal endokrin pankreasın yeniden şekillenmesinde ve 

nihai β-hücre kütlesi gelişiminde önemli bir rol oynar (64). Bu programlanmış hücre 

ölümü, diyabetik farelerde ve insanlarda β hücresi ölümünün birincil şeklidir. (62). 

Pankreas β-hücre apoptozu hem T1DM hem de T2DM için ortak olan bir patolojik 

özelliktir (64). Diyabette oksidatif stresin artışına bağlı olarak makromoleküllerin oksidatif 

hasarı sonucu apoptoza bağlı hücre ölümü artmaktadır. Ayrıca DNA tamir enzimlerinin 

ekspresyonlarının bozulması da hücreyi apoptoza götürmede rol oynamaktadır. 

Hiperglisemiye bağlı olarak artan ileri glikasyon ürünleri (AGE), transkripsiyon 

faktörlerini etkileyerek inflamasyonu arttırmakta, ekstraselüler martriks sentezini ise 

azaltmaktadır (65). Hiperglisemi sonucu yağ asitlerinin miktarının artması lipotoksisiteye 
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neden olmakta ve lipotoksisite kaynaklı apoptoz da meydana gelmektedir (66). 

Hiperglisemi serin-treonin kinaz Akt yolunu inhibe ederek pankreas adacıklarında da 

bulunan mikroendotel hücrelerinin yaşam süresini kısaltmaktadır (67). 

2.1.5. Diyabetes Mellitusun Dokular Üzerine Etkileri 

Diyabette artan kronik hiperglisemi pankreatik β hücrelerinin salgı yeterliliğini 

azaltarak erken diyabetik komplikasyonların ilerlemesini hızlandırır ve nihayetinde 

glukotoksisite ile sonuçlanır. Bu da, ilerleyici β hücresi disfonksiyonuna, bozulmuş insulin 

geni transkripsiyonuna ve hipergliseminin şiddetlenmesi ile kısır bir döngüde ortaya çıkan 

apoptoza bağlı kalıcı β hücresi kaybına yol açar (68). Normogliseminin aksine, kronik 

hiperglisemide pankreas, karaciğer, böbrekler, kas dokusu, yağ dokusu vb. gibi çeşitli 

organ ve dokular üzerinde olumsuz etkileri vardır (69). 

Her dokunun oksidatif strese karşı gücü, eksprese edilen antioksidan enzimlerine 

bağlı olarak değişebilir. Suprafizyolojik glukoz, pankreas β hücrelerine ek olarak, 

hepatositlerde hepatik doku hasarlarına neden olabilecek oksidatif stresi arttırır (70).  

Karaciğer, vücuttaki glukoz rezervi için başlıca depolama organlarından biridir ve 

kan glukoz homeostazının korunmasında çok önemli bir rol oynar, çünkü kan glukozunu 

toplar ve hipoglisemik durumlarda salıverir. Kronik hiperglisemi, hepatik glukoz 

üretiminin inhibisyonunu engeller ve glukoneogenezin düzenlenmesi için zorunlu bir 

enzim olan fosfoenolpiruvat karboksikinaz gen ekspresyonunu arttırır. Karaciğer ayrıca, 

oksidatif ve detoksifiye edici süreçlerin yanı sıra serbest radikal reaksiyonlarının odak 

organıdır (71). 

DM, karaciğerde biyokimyasal ve fonksiyonel anormalliklerin gelişmesine eşlik 

eder. Klinik olarak, diyabetik hastalarda değişmiş karaciğer büyüklüğü görülür, bu hücre 

sayısındaki, hücre büyümesindeki ve/veya apoptozdaki değişimin sonucu olabilir (72).  

Araştırmalar, DM’in anormal glikojen birikimi, alkolik olmayan yağlı karaciğer 

hastalığı, fibroz, siroz, hepatoselüler karsinomlar, anormal yüksek hepatik enzimler, akut 

karaciğer hastalığı ve viral hepatit gibi bir dizi karaciğer anormalliği ile ilişkili olduğunu 

göstermektedir. Ek olarak, karaciğerde aşırı miktarda lipid birikimi insülin direncini 

arttırabilir ve ciddi metabolik fonksiyon bozukluklarına neden olabilir. Yağlı bir karaciğer 

ve hiperglisemi hepatositleri tahrip edebilir ve diyabetik hastalarda morbidite ve 

mortalitenin artmasına katkıda bulunabilir (73).   
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Karaciğerde diyabetin başlangıcı, oksidatif stres ve apoptoz da dahil olmak üzere 

biyokimyasal ve fonksiyonel anormalliklerin gelişimi ile ilişkilidir. Ek olarak alkolik 

olmayan karaciğer hastalığında, inflamasyon, nekroz ve fibrozun diyabeti takip ettiği 

bildirilmiştir (74). İnterlökin (IL)-1β, IL-6 ve TNF-α gibi proinflamatuvar sitokinlerin 

artması, karaciğerde malondialdehit, fluoresan pigmentler ve konjuge dienler gibi oksidatif 

hasar ürünlerinin birikimini şiddetlendirir (73). 

2.1.6. Diyabetes Mellitus Oluşturma Modelleri 

Hayvan modelleri tarihsel olarak hastalık patofizyolojisinin araştırılması ve 

karakterizasyonunda, hedef tanımlanmasında, in vivo yeni terapötik ajanların ve 

tedavilerin değerlendirilmesinde kritik bir rol oynamıştır (75). 

Diyabetin önlenmesi ve tedavisi için sürekli olarak yeni ilaçlar denenmekte ve yeni 

stratejiler geliştirilmektedir. Bu çalışmalarda, farklı deneysel diyabet hayvan modelleri 

kullanılmıştır. Bunlardan biri, STZ/NA indüklü diyabettir. Masiello ve ark. tarafından 

oluşturulan bu modelde diyabet, iki bileşiğin STZ ve NA (Şekil 1) uygulanmasıyla 

indüklenir (76).  

 

Şekil 1. STZ ve NA’nın kimyasal yapısı (Szkudelski’den, 78)  

Streptozotosin (2-deoksi-2 (3-metil-3-nitrosoüreido)-D-glukopiranoz), bir 

nitrosoüre analoğudur (77). Streptomycetes achromogenes tarafından sentezlenir ve hem 

T1DM hem de T2DM deneysel hayvan modellerinde yaygın kullanılır (78). STZ, bir 

glukoz taşıyıcısı olan GLUT2’nin eksprese edildiği, böbrek, karaciğer, pankreas dahil 

birçok organa zarar vermektedir (79). Çünkü hücrelere alımı GLUT2 vasıtasıyla 
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olmaktadır (78). STZ, β hücrelerinde DNA yapısındaki guaninin O6 pozisyonunu ile 

etkileşime girmesi sonucu DNA alkilasyonuna ve nihayetinde DNA hasarına neden 

olmaktadır (80). DNA hasarının bir sonucu olarak, DNA onarımına yönelik hücre içi 

mekanizmalar aktive edilir. DNA'yı onarmak için, poli (ADP-riboz) polimerazın (PARP-1) 

aktivitesi arttırılır. Bununla birlikte, bu enzimin abartılı aktivitesi, hücre içi NAD+ ve 

ATP’nin tükenmesine sebep olur ve insülin salgılayan hücrelerde nekroz gelişir (77).  

Nikotinamid (piridin-3-karboksamid), B3 vitamininin (niasin) amid formudur. 

NA'nın farklı zararlı ajanların neden olduğu hücresel hasara karşı koruyucu etkisi iyi 

bilinmektedir. Birçok in vitro ve in vivo çalışmanın sonuçları, NA’nın β hücrelerini 

STZ’nin sitotoksisitesine karşı etkili bir şekilde koruyabildiğine dair kanıtlar sağlamıştır 

(81-83). NA, PARP-1 aktivitesinin inhibe ederek koruyucu etkisini sergiler. Bu enzimin 

inhibisyonuyla STZ’den etkilenen hücrelerde NAD+ ve ATP’nin azalmasını önler. Ayrıca 

NA, NAD+’ın öncüsü olarak işlev görür ve böylece hücre içi NAD+ seviyelerini de arttırır 

(77). β hücreleri üzerinde, STZ’nin sitotoksik etkisinin ve nikotinamidin koruyucu 

etkisinin şematik gösterimi Şekil 2‘de verilmiştir. 

   

Şekil 2. STZ’nin sitotoksik etkisi ve NA’nın koruyucu etkisi  (Szkudelski’den, 77) 
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 STZ/NA ile indüklenen diyabetik sıçanlarda pankreatik β hücresi fonksiyon 

bozukluğu ve kan glukoz ve insülin değişikliklerine çok sayıda başka anormallikler eşlik 

eder. Ayrıca karaciğer metabolizması enzimleri, karaciğer fonksiyon göstergeleri, 

inflamatuvar ve apoptotik parametreler etkilenmektedir (84-87). Oksidan-antioksidan 

denge bozulur (88). 

STZ/NA ile indüklenen diyabetik modelde sadece STZ tarafından indüklenen 

diyabetli hayvanlara kıyasla nispeten hafif hiperglisemi görülür. Bu nedenle çeşitli 

bileşiklerin antihiperglisemik etkinliğini test etmek için daha iyi bir model gibi 

görünmektedir (89, 90).  Diyabet STZ ve NA kullanılarak kolayca indüklenebilse de, bu 

bileşiklerin dozları uygun diyabet şiddetini (hafif, orta veya şiddetli) elde etmek için 

ayarlanmalıdır (77).  

2.2. L-Theanin 

L-Theanin ilk olarak 1949'da izole edildi ve ağırlıklı olarak çay bitkisinde 

(Camellia Sinensis) bulunan, suda çözünen, proteinojenik olmayan bir amino asit olarak 

tanımlandı. LT monosodyum glutamatın ‘umami’ olarak bilinen tuzlu tat duyusuna benzer 

eşsiz bir tat sağlamaktan sorumludur. LT, 2-amino-4-(etilkarbamoil) bütirik asittir ve 

yapısında çekirdek bir birim olarak bulunan şartlı esansiyel bir amino asit olan glutamin 

varlığını vurgulamak için “gama-glutamiletilamid” veya “gama-glutamil-L-etilamid” 

olarak da isimlendirilir (91).  

Çay yapraklarında, LT toplam serbest amino asitlerin %50’sinden fazlasını 

oluşturur. Önerilen demleme koşulları altında hazırlanan 250 mL yeşil çay, 40 mg LT 

sağlar. Yeşil ve siyah çay, insan diyetinde ana LT kaynakları olarak kabul edilir, çünkü çay 

dünya çapında suyun yanı sıra en çok tüketilen içecektir. Son zamanlarda, LT popülerlik 

kazanmıştır, çünkü LT alımının biliş ve ruh halini iyileştirdiği söylenmektedir. Bu nedenle, 

LT bir besin takviyesi olarak ve fonksiyonel içeceklerde bir bileşen olarak kullanılmaktadır 

(92). LT, Japonya ve Amerika Birleşik Devletleri’nde diyet takviyesi olarak satılabilen 

“güvenli” ve “toksik olmayan” bir bileşik olarak kabul edilir. Oral LT uygulaması için, 

olumsuz etki gözlenmeyen dozun günde 2000 mg/kg vücut ağırlığı olduğu belirlenmiştir. 

İlk olarak 1949'da Japon bilim adamı Sakato, LT monomerini yeşil çaydan izole etmiş ve 

daha sonraki kapsamlı araştırmalarda antioksidan ve immünoregülasyon özellikleri de 

dahil olmak üzere sayısız sağlık yararı belirlenmiştir (4). 

 

https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/olumsuz%20etki%20g%C3%B6zlenmeyen%20doz
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2.2.1. L-Theanin Sentezi ve Metabolizması 

2.2.1.1. L-Theanin Biyosentezi 

Birçok araştırmacı, LT biyosentezini araştırmış ve çay bitkisinin köklerinde 

sentezlendiğini ve özellikle hassas sürgünler gibi hava kısımlarına taşındığını bulmuştur. 

Çay bitkilerinde LT biyosentezi üzerine ilk çalışmalar 1960’larda yapılmış, ancak daha 

yakın tarihli araştırmalar, LT biyosentez yolağı ile ilgili anahtar enzimleri ve düzenleme 

mekanizmalarını tanımlamıştır. Bununla birlikte, çay bitkilerinde LT sentezi ile ilgili 

enzimlerin özellikleri hakkında çok az şey bilinmektedir. Sadece çay bitkilerinin büyük 

miktarlarda LT sentezleyip biriktirdiği ilginçtir (93). 

LT, theanin sentetaz (TS) enzimi ile glutamik asit ve etilaminden sentezlenir (Şekil 

3). TS, çay fidelerinin tüm bölümlerinde bulunur, ancak kökler yetişkin çay ağaçlarında 

theanin biyosentezinin ana bölgesidir. LT, köklerden genç yapraklara ksilem özsuyu 

yoluyla taşınır. Amonyak konsantrasyonu ve ışık yoğunluğu, sırasıyla LT biyosentezini ve 

bozunmasını etkiler (94). 

 

Şekil 3. LT biyosentez yolunun temel reaksiyonları (Tai’den, 93) 

2.2.1.2. L-Theanin Metabolizması 

LT, suda çözünebilen bir moleküldür ve ağızdan alındıktan sonra ince bağırsak 

fırçamsı yüzeyinden nötral amino asit taşıyıcıları (B, A, ASC, N, L) tarafından emilir. 

LT’nin bağırsak emilimine, fırçamsı yüzey zarındaki yaygın bir Na+ bağımlı kotransporter 

aracılık eder. Ayrıca LT’nin metiyonin taşıyıcı sistem aracılığıyla bağırsak yoluyla 
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taşındığı da bildirilmektedir. Emilen LT, kan yoluyla vücudun ana organlarına, özellikle 

beyine taşınır. Daha sonra doğrudan idrarla atılabilir veya böbreklerde fosfattan bağımsız 

glutaminaz ile glutamat ve etilamine hidroliz olur, sonra da idrarla vücuttan atılır (95). 

LT’nin küçük bir kısmı eritrositlerde tutulur. LT uygulamasını takiben, serumda etilamin, 

glutamik asit ve aspartik asit; karaciğerde ise etilamin, glutamin, glisin ve fenilalanin 

düzeylerinde artma tespit edilmiştir (96). LT’nin fonksiyonel etkileri LT’nin kendisinden 

veya metabolitleri olan etilamin veya glutamik asitten kaynaklanabilir. Glutamik asit 

glutamine dönüştürüldüğünden, LT alternatif bir glutamin kaynağı olabilir (92).  

2.2.2. L-Theaninin Biyolojik Etkileri 

Fitokimyasallar bitkilerde doğal olarak bulunan ve insan sağlığına katkıda bulunan 

koruyucu bileşiklerdir; bu nedenle, metabolik bozuklukları hafifletmek ve besin 

metabolizmasını düzenlemek için beslenme müdahalelerinde yaygın olarak kullanılırlar. 

Çayın önemli bir biyoaktif bileşeni olan LT, kuru ağırlığın %1-2'sini oluşturur (97). LT ilk 

olarak yeşil çaydan izole edilmiş ve o zamandan beri anti-anksiyolitik etkiler gösterdiği, 

biliş ve hafızayı geliştirdiği ve bağışıklığı düzenlediği gösterilmiştir. Ek olarak, LT, 

bağırsak glukoz, yağ asidi ve amino asit taşıyıcılarının ekspresyonunu düzenleyerek 

glukozun, lipidlerin ve amino asitlerin emilimini de etkileyebilir. LT’nin sıçanların serum 

ve karaciğerindeki amino asit konsantrasyonlarını etkilediği gösterilmiştir. Zheng ve ark. 

LT’nin fare serumundaki trigliserit ve esterleştirilmemiş yağ asitlerinin konsantrasyonlarını 

azaltabildiğini gösterdi. LT’nin normal farelerde amino asitlerin emilimini ve kullanım 

verimliliğini artırabildiğini gösterilmiştir (98). 

LT, antioksidan, büyüme destekleyici, bağışıklık güçlendirici, stres önleyici, 

hepatoprotektif, anti-tümör, yaşlanma önleyici, antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve 

antianksiyete aktiviteleri gibi biyolojik etkilere sahiptir. ROT sentezini, oksidatif 

parametreleri ve lipid hasarını azaltmanın yanı sıra antioksidan enzimlerin aktivitesini 

artırarak oksidatif bozukluğu azaltabilir. LT’nin oral yoldan alınması T hücresi 

proliferasyonunu artırır. Bu nedenle, bağışıklık fonksiyonunu iyileştirme yeteneğine sahip 

yeşil çayın temel bir bileşiği olarak kabul edilmektedir. Ek olarak, kortikosteron, dopamin 

ve noradrenalin seviyelerini düşürerek güçlü bir antistresör doğal katkı maddesi olarak 

kullanılabilir (99). 

Son çalışmalar, LT’nin hipertansiyonu kontrol etmek, kan basıncını düşürmek, 

anksiyeteyi azaltmak ve tümör büyümesini inhibe etmek gibi çeşitli sağlık fonksiyonlarına 
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sahip olduğunu ve kan-beyin bariyerinden geçerek memeli merkezi sinir sistemini 

etkileyebileceğini düşündürmektedir (93). 

LT, çeşitli nörofizyolojik aktivitelere katılmak için kan-beyin bariyerini kolayca 

geçer. LT serebral enfarktüs, iskemi ve stresin neden olduğu beyin hasarı üzerinde 

nöroprotektif etkilere sahiptir (100). 

LT sedasyon, antianksiyete ve nörotransmiter aktivitelerinin düzenlenmesi gibi 

fonksiyonlarla merkezi sinir sistemini etkilediği bilinmektedir (101). Yapılan çalışmalar, 

LT’nin hasar görmüş nöronlar üzerinde nöroprotektif etkileri olduğunu ve gelişmekte olan 

sıçan beyninde öğrenme ve hafıza işlevlerini iyileştirebileceğini gösterdi (102, 103). Doğal 

bir glutamat analoğu olarak, LT’nin nöroprotektif etkisine esas olarak a-amino-3-hidroksi-

5-metil-4 izoksazolpropiyonik asit (AMPA), kainat ve N-metil-D-aspartat (NMDA) 

reseptörleri gibi glutamat reseptörleri üzerindeki antagonistik etkisinin, glutamat salınımını 

ve nörotransmisyonunu düzenlemesinin aracılık ettiği kanıtlanmıştır. LT ayrıca beyin 

kaynaklı nörotrofik faktörün (BDNF) ve glial hücre çizgisinden türetilmiş nörotrofik 

faktörün (GDNF) downregülasyonunu artırarak ve makromoleküler oksidatif hasarı 

azaltarak çevresel toksinler üzerinde nöroprotektif etkiler göstermiştir (104).  

İnsanlarda, 50 ila 200 mg arasındaki dozlarda izole LT kapsül alımı, 

elektroensefalografi tarafından tespit edilen alfa beyin dalgası aktivitesini arttırdı ve 

relaksasyon gösterdi. Sağlıklı katılımcılarda ve şizofreni hastalarında, 200-400 mg izole 

LT alımının kaygı ve stresi azalttığı gösterilmiştir (92). 

2.2.2.1. L-Theaninin Pankreas Üzerine Etkisi 

Çalışmalar, LT’nin doza bağımlı olarak (0-300 μm) pankreas β hücresi kütlesini 

artırdığını ve RIN-m5F hücresi tarafından insülin üretimini arttırdığını göstermiştir. L-

theaninin insülinotropik bir ajan olduğu ve ayrıca pankreas β-hücrelerini oksidatif stresten 

kısmi koruma sağlamada etkili olduğu belirtilmiştir. Böylece L-theanine, diyabetin 

önlenmesinde veya tedavisinde kullanılabileceği ileri sürülmüştür (11).  

Ayrıca LT alımı ile serumda glukoz ve insülin seviyesinin düştüğü ve bu nedenle 

LT’nin glukoz alımını ve insülin sekresyonunu inhibe ettiği ifade edilmiştir. LT’nin 

sıçanlarda glukoz seviyesinin düşürücü etkisinin ince bağırsaktaki glukoz taşıyıcılarının 

ekspresyonunu azaltarak yaptığını belirtmişlerdir (13). 
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Hayvan modellerindeki çalışmalar, LT uygulamasından sonra serum glukoz, insülin 

ve üre düşüşünü bildirmiştir. Bu nedenle LT’nin, glukoz ve galaktoz emiliminin bir aracısı 

olan sodyum-GLUT1 ile sistemik dolaşıma geçebileceği öne sürülmüştür (91). 

2.2.2.2. L-Theaninin Karaciğer Üzerine Etkisi 

LT, glukoz, lipid ve protein metabolizmasını insülin ve AMP ile aktive edilen 

protein kinaz (AMPK) sinyal yollarından düzenler. Lin ve ark. yaptıkları çalışmada, 

LT’nin, glikojen sentezini, glikolizi, yağ asidi oksidasyonunu ve protein sentezini 

arttırırken glukoneogenezi, lipid sentezini ve kolesterol sentezini baskıladığını 

göstermişlerdir (98). LT ayrıca karaciğerdeki inflamasyonlu yaralanmalar üzerinde anti-

inflamatuar ve koruyucu etkilere sahiptir (105). LT, karaciğer hastalıklarının kontrolü ve 

ayrıca bağışıklık fonksiyonunun iyileştirilmesi için önemli olan glutatyon üretiminin ve 

nitrik oksit sentezinin başlatılmasıyla inflamatuar cevabın downregülasyonu yoluyla 

karaciğer hasarı ve bağışıklık ile ilgili karaciğer hastalıkları için potansiyel bir tedavi 

olarak kullanılabilir (99). 

Yapılan çalışmalarda LT’nin, CCl4 (106), doksorubisin (107), irinotekan, ethanol 

(108), enterotoksijenik Escherichia coli (109), lipopolisakkarit (105) gibi karaciğer hasarı 

ajanlarına maruz kaldıktan sonra hepatik hücre ölümü üzerinde hepatoprotektif etkilere 

sahip olduğu gösterilmiştir. 

 

 

 

https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/doksorubisin
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar ve Malzemeler 

Çalışmamızda kullanılan cihazlar ve malzemelerin listesi üretici firmaları ile birlikte 

Tablo 2’de verilmiştir.  

Tablo 2. Kullanılan cihazlar ve malzemeler 

Cihazlar ve Malzemeler                          Üretici Firma 

Biyopsi Şişesi Histopot 

Çalkalayıcı  Nüve SL 350 

Derin Dondurucu (-80oC)                                     Thermo Electron Corporation 

DNA/RNAaz Free Pipet Uçları  Axygen 

DNA/RNAaz Free Mikrotüp, 1.5 mL Axygen 

DNA/RNAaz Free Mikrotüp, 0.2 mL Axygen 

El homojenizatörü                                                        OMNI-Tissue Master 125 

Elektroforez güç kaynağı                                             Thermo EC250-90 

Elektroforez tankı                                                        Bio-Rat Wide Mini-Sub 

Glukometre PlusMed 

Glukometre Stripleri PlusMed 

Hassas Terazi Mettler Toledo AB204-S 

İnkübatör                                                       Shel Lab, Heraeus 

Jel görüntüleme sistemi                                              Vilber Lourmat ECX-20-M 

Kan Tüpleri  BD Vacutainer 

Lanset  Group Med 

LightCycler 480 Kaplama Folyosu                            Roche 

LightCycler® 480 Multiwell Plate                             Roche 

Mikropleyt Greiner Bio-one 

Manyetik karıştırıcı                                                    Thermal 

Mikro dalga fırın                       Altus ALMD 171 

Mikro hacimli spektrofotometre                                Thermo NanoDrop 2000 

Mikropleyt okuyucu                                                   Versa max, Molecular devices 

Mikropleyt yıkayıcısı                                                 BioTek ELx50 
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Tablo 2. (Devam) 
 

Kullanılan Cihazlar ve Malzemeler                          Üretici Firma 

Mikrosantrifüj                                                            Thermo IEC Micromax 

Otoklav Tuttnauer 3150 ELV 

Otomatik pipetler                                                       Ependorf, Brand Transferpette 

pH metre  Hanna Instrument 

PCR cihazı                                                                         Applied Biosystems GeneAmp9700 

Real-Time PCR cihazı                                               Roche LightCycler 480 II 

Saf Su Arıtma Cihazı                                                 Kros 

Santrifüj                                                                     Eppendorf, Centrifuge 5810 

Soğutmalı santrifüj                                                     Beckman-Coulter 

Sonikatör Vibra Cell 

Steril Enjektör, 1Ml 

Ultra Saf Su Cihazı 

Beybi 

Purelab Elga 

Vorteks                                                                       IKA Vortex, Genius 3 

3.1.2. Kullanılan Ticari Kitler 

Çalışmamızda kullanılan ticari kitler Tablo 3’te verilmiştir. 

Tablo 3. Kullanılan ticari kitler 

Ticari Kit  Üretici Firma Ürün Kodu (Şehir, Ülke) 

Sıçan TNF-α  ELISA kiti Elabscience E-EL-R0019 (Teksas, Amerika) 

Sıçan CASP3 ELISA kiti Elabscience E-EL-R0160 (Teksas, Amerika) 

Sıçan NOS2 ELISA kiti Elabscience E-EL-R0520 (Teksas, Amerika) 

Sıçan Insulin ELISA kiti Elabscience E-EL-R3034 (Teksas, Amerika) 

Glutatyon Analiz Kiti Cayman Chemical 703002 (Michigan, Amerika) 

cDNA Sentez Kiti Roche 04 896 866 001 (Penzberg, Almanya) 

SYBR Green I Master Kiti Roche 04 707 516 001 (Penzberg, Almanya) 
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3.1.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Çalışmamızda kullanılan kimyasal maddeler Tablo 4’de verilmiştir.  

Tablo 4. Kullanılan kimyasal maddeler 

Kullanılan Kimyasal Maddeler Üretici Firma 

Agaroz Sigma 

Coomassie Brillant Blue G-250 Boyası Merck 

Dietil Pirokarbonat Sigma 

Etanol Merck 

Etidyum Bromür Sigma 

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit Sigma 

Fosforik Asit Merck 

İzopropil Alkol Labkim 

Kloroform Merck  

L-Theanin Chem-Impex 

Metafosforik Asit Sigma 

Nikotin Amid Sigma 

Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Tablet Sigma  

Primerler IDT 

Sığır Serum Albümin Sigma 

Sitrik Asit Sigma 

Sodyum Klorür Sigma 

Streptozotosin Cayman 

Trietanol Amin Sigma 

TriPure İzolasyon Reaktifi Roche 

Tri- Sodyum Sitrat Dihidrat Merck 
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3.2. Yöntemler 

Bu çalışmanın yürütülebilmesi için öncelikle Karadeniz Teknik Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na 2019/23 protokol numarası ile başvurulup etik kurul onayı 

alınmıştır (Bkz. Etik Kurul Kararı). Çalışmanın deney hayvanları uygulamaları KTÜ Tıp 

Fakültesi Cerrahi Araştırma Merkezi’nde gerçekleştirildi. Biyokimyasal analizler, KTÜ Tıp 

Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı ve histolojik değerlendirmeler Histoloji-

Embriyoloji Anabilim Dalı laboratuvarlarında gerçekleştirildi. Bu tez çalışması KTÜ 

Bilimsel Araştırma Projeleri (BAP) Birimi tarafından desteklenmiştir (BAP-06 Bilimsel ve 

Teknolojik Araştırma Projeleri, Proje No: TDK-2019-8519).  

3.2.1. Çalışma Grubu 

 Bu çalışmada, KTÜ Cerrahi Uygulama ve Araştırma Merkezinden temin edilen 2-3 

aylık, 150-250 g ağırlığında 28 adet Wistar erkek sıçan kullanıldı. 12 saat karanlık, 12 saat 

aydınlık ortam sağlanarak barındırılıp yem ve su ad libitum olarak verildi. Her birinde 7 

sıçan olacak şekilde 4 grup oluşturuldu. 

Grup I (Kontrol): 28 gün boyunca gastrik gavaj ile içme suyu verildi. 

Grup II (LT): 28 gün boyunca gastrik gavaj ile 200 mg/kg/gün LT (suda çözünmüş) verildi. 

Grup III (DM): 120 mg/kg NA ve 60 mg/kg STZ i.p. olarak tek doz uygulama ile DM 

oluşturulduktan sonra 28 gün boyunca gastrik gavaj ile içme suyu verildi.  

Grup IV (DM+LT) : 120 mg/kg NA ve 60 mg/kg STZ i.p. olarak tek doz uygulama ile DM 

oluşturulduktan sonra 28 gün boyunca gastrik gavaj ile 200 mg/kg/gün LT ile verildi.  

3.2.2. Diyabet Modeli Oluşturulması 

Çalışmamızda deneysel diyabet modeli oluşturmak için, memelilerde özellikle 

pankreasın insülin üreten beta hücrelerine toksik olan ve alkilleyici antineoplastik bir ajan 

olan STZ kullanıldı. 

Diyabet oluşturmak için sıçanlar gece boyunca aç bırakıldı ve 0.1 M sitrat 

tamponunda (pH 4.5) hazırlanmış 60 mg/kg STZ i.p. olarak uygulandı. Pankreas hücre 

hasarını azaltmak için, STZ uygulamasından 15 dk. önce i.p. enjeksiyon ile 120 mg/kg NA 

uygulandı (114). STZ uygulamasından 3 gün sonra başlayarak glukometre ile kuyruk veni  

kan glukoz düzeyleri ölçüldü. Açlık glukoz konsantrasyonu ≥ 250 mg/dL olan sıçanlar DM  

olarak kabul edildi ve random ayrılarak çalışma grupları III ve IV’de kullanıldı (111). 
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Sitrat tamponunun hazırlanması: 

1 M sitrat tamponu (pH 4.5) hazırlamak için; 1.4705 g  trisodyum sitrat 

dihidrat tartılıp yaklaşık 40 mL saf suda çözüldü. 1 M sitrik asit çözeltisi ile pH 4.5 e 

düşürüldü. Son hacim saf su ile 50 mL ye tamamlandı. Hazırlanan bu tampon bir ay 

buzdolabında bozulmadan saklanabilir. Önemli olan enjeksiyon öncesi STZ’yi taze 

hazırlamaktır. 

3.2.3. Numunelerin Toplanması 

28 günlük deney süresinin sonunda hayvanlar dekapitasyon yöntemi ile sakrifiye 

edildi. Sıçanların kanları antikoagulansız ve EDTA'lı tüplere alınarak 3000 rpm’de 10 dk. 

santrifüjlenerek sırasıyla serum ve plazma numuneleri elde edildi. Sıçanların pankreas ve 

karaciğer dokularının bir kısmı histolojik incelemeler için bir kısmı biyokimyasal analizler 

için ayrıldı. Histolojik incelemeler için ayrılan dokular formaldehit solüsyonunda tespit 

edildi. Biyokimyasal analizler için ayrılan dokular ise çıkartıldıktan hemen sonra sıvı azotta 

donduruldu ve ilgili deneyler yapılana kadar -80 oC’de muhafaza edildi.  

3.2.4. Serum Rutin Parametre Ölçümleri 

Sıçanlardan elde edilen serum numunelerinde pankreas fonksiyonlarını 

değerlendirmek açısından Glukoz ve Amilaz, karaciğer fonksiyonlarını değerlendirmek 

açısından ise aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat 

dehidrogenaz (LDH) düzeyleri Karadeniz Teknik Üniversitesi Farabi Hastanesi Tıbbi 

Biyokimya Laboratuvarı’nda mevcut olan Beckman Coulter marka AU 5800 (Kaliforniya, 

Amerika) model otoanalizörde ölçüldü. Otoanalizörde glukoz ölçümü hekzokinaz, amilaz 

ölçümü bloke maltoheptaosit, AST ve ALT ölçümü UV,  LDH ölçümü ise Laktat -> Piruvat 

yöntemleri ile gerçekleştirildi. Otoanalizör tarafından, serumda glukoz miktarları mg/dL 

cinsinden,  amilaz, AST, ALT ve LDH düzeyleri ise U/L cinsinden hesaplandı. 

3.2.5. Serum İnsulin Seviyelerinin Belirlenmesi 

Sıçanlarda serum insülin seviyeleri ticari insulin ELISA kiti (Elabscience, Ürün no: 

E-EL-R3034, Teksas, Amerika) ile kitin belirtiği işlemler uygulanarak belirlendi. 

Numuneler 40 kat seyreltildi. 450 nm de kolorimetrik okuma yapılarak Şekil 4’deki standart 

grafik yardımı ile pg/mL birimi ile sonuçlar hesaplandı.  

https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
https://atamankimya.com/sayfalar.asp?LanguageID=1&cid=3&id=13&id2=6878#:~:text=Trisodyum%20sitrat%20dihidrat%2C%20sitrik%20asitin,ve%20ard%C4%B1ndan%20kristalle%C5%9Ftirilmesi%20ile%20%C3%BCretilir.
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Şekil 4. İnsülin standart grafiği 

3.2.6. Doku Homojenatlarında Protein Seviyelerinin Belirlenmesi 

Karaciğer ve pankreas dokularında seviyesi belirlenecek parametrelerin ilgili kitlerin 

belirttiği şekilde hazırlanan homojenatlarında Bradford (112) yöntemi ile  protein düzeyleri 

belirlendi. Bu metodun prensibi; organik bir boya olan Coomassie Brillant Blue G250’nin 

fosforik asitli ortamda  proteinlere bağlanması ve oluşan mavi renkli kompleksin 600 nm’de 

maksimum absorbans göstermesi esasına dayanmaktadır. 

Kullanılan Çözeltiler 

1. Bradford reaktifi:  10 mg  Coomassie Brillant Blue G-250 5 mL %95’lik etanolde  

çözüldükten  sonra  üzerine  10  mL  %85’ lik  H3PO4  eklendi.  Son hacim  saf su ile 100  

mL’ye  tamamlandı. 

2. Standartlar: 1, 0.8, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 ve 0.1 mg/mL konsantrasyonlarında sığır 

serum albumin standartları hazırlandı. Bradford metodunun hassasiyeti 1-100 µg 

arasındadır. Bu nedenle karaciğer dokuları 30 kat, pankreas dokuları 10 kat saf su ile 

seyreltildi. Aşağıdaki Tablo 5’e göre pipetlemeler yapılıp 600 nm’de absorbansları okunarak 

Şekil 5’deki standart grafik yardımıyla sonuçlar bulundu. 
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Tablo 5. Protein tayini deney basamakları 

 Kör (µL) Standart (µL) Numune (µL) 

Distile Su 10 -  

Standart - 10 - 

Numune - - 10 

Bradford Reaktifi 100 100 100 

Oda sıcaklığında 10 dk. bekletildi. 

600 nm’ de absorbansları okundu. 

 

Şekil 5 . Protein seviyesi standart grafiği 

3.2.7. Doku İndirgenmiş ve Yükseltgenmiş Glutatyon Seviyelerinin Belirlenmesi 

Oksidan-Antioksidan denge düzeylerini değerlendirmek amacıyla karaciğer ve 

pankreas dokularında GSH ve GSSG seviyeleri ticari glutatyon kiti (Cayman Chemical, Item 

No:703002, Michigan, Amerika) kullanılarak belirlendi. Bu kit glutatyon redüktaz kullanan 

bir enzimatik yönteme dayanmaktadır. GSH’ın sülfidril grubunun DTNB (5,5’-dithio-bis-2-

(nitrobenzoik asit), Ellman reaktifi) ile reaksiyona girmesi sonucu sarı renkli 5-thio-2-

nitrobenzoik asit (TNB) oluşmaktadır. Oluşan TNB absorbansının ölçümü (405 nm) 

numunedeki GSH'ın miktarını verir.  
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Kullanılan çözeltiler: 

MPA çözeltisi (%10): 5 g meta-fosforik asit 50 mL saf suda çözüldü. 

TEAM reaktifi (4 M): 531 µL trietanol amin 469 µL saf suda çözüdü. 

2-Vinilpiridin (1 M): 108 µL 2-vinilpiridin 892 µL etanol’de çözüldü 

Homojenatların Hazırlanması:  

Kit prosedürüne uygun olarak, 100 mg doku tartılıp 1 mL soğuk 4-

morfolinetansülfonik asit (MES) tamponunda 5000 rpm’de 30 s homojenize edildi. 4℃’de, 

10 000 xg de santrifüj edildi ve süpernatant alındı. 

Deproteinizasyon Aşaması:  

GSH ve GSSG ölçümleri öncesi süpernatanta deproteinizasyon işlemi uygulandı. 

Numunelere eşit hacimde %10’luk MPA reaktifi eklendi, vortekslendi ve 5 dk. oda 

sıcaklığında bekletildi. Ardından 2500 xg de 5 dk. santrifüj edildi. Süpernatant alındı ve mL 

süpernatant başına 50 µL 4 M TEAM reaktifi eklenip vortekslendi. Numuneler toplam GSH 

analizi için hazır hale getirilmiş oldu. 

Türevlendirme Aşaması:  

GSSG ölçümü öncesi deproteinize süpernatant 2-vinilpiridin ile türevlendirildi. 

Deproteinize numunelerin mL’si başına 10  µL 1 M 2-vinilpiridin eklendi ve vortekslendi. 

Oda sıcaklığında 60 dk. inkübe edildi. Numunelere uygulanan bu işlem standartlara da 

uygulandı. Numuneler GSSG analizi için hazır hale getirilmiş oldu. 

GSH ve GSSG seviyelerini belirlemeye yönelik olan kit ile GSSG seviyesi 

belirlemek için GSH’ın 2-vinilpiridin ile türevlendirilmesi işlemi gerekmektedir.  

Deneyin yapılışı: 

Toplam GSH ve GSSG tayini için hazır hale getirilen numuneler ve kitte mevcut olan 

reaktifler kullanılarak, kit prosedürüne uygun olarak mikroplakalara pipetlemeler 

yapıldıktan sonra numuneler oda sıcaklığında karanlıkta inkübasyona bırakıldı. End point 

yöntem kullanılarak, 25. dk. da 405 nm’de mikroplaka okuyucuda kolorimetrik ölçüm 

yapıldı. 
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 GSSG ve GSH standart grafikleri çizildi (sırasıyla Şekil 6 ve Şekil 7) ve bu standart 

grafikler yardımıyla toplam GSH ve GSSG konsantrasyonları hesaplandı. Doku GSH ve 

GSSG seviyeleri standardize etmek amacıyla µM/mg protein birimi ile verildi. 

 

Şekil 6. GSSG seviyesi standart grafiği 

 

Şekil 7. GSH seviyesi standart grafiği 
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3.2.8. Doku TNF-α Seviyelerinin Belirlenmesi 

İnflamasyonu değerlendirmek amacıyla için sıçanların karaciğer ve pankreas 

dokularında TNF-α seviyeleri ticari olarak satın alınan TNF-α ELISA kiti (Elabscience, 

Ürün no: E-EL-R0019, Teksas, Amerika) kullanılarak ölçüldü. Doku homojenatı hazırlama 

ve TNF-α ölçümü kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi.  

Homojenatların Hazırlanması: 

100 mg doku 1 mL’lik PBS tamponuna alındı. Dokular, buz içerisinde soğuk 

ortamda, homojenizatör ile 30 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. Homojenizasyon 

sonrası 15 s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. Homojenatlar 5000 xg’de 5 

dk. santrifüj edildi ve süpernatant alındı. 

Deneyin Yapılışı: 

1. TNF-α ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, standartlar ve kitte mevcut 

olan reaktifler kit protokolüne uygun olarak mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka 

okuyucusu kullanılarak 450 nm’de absorbansları okundu. 

2. Numune konsantrasyonları Şekil 8’deki standart grafiğe göre pg/mL 

cinsinden hesaplandı. Ancak dokulardaki TNF-α seviyeleri protein seviyeleri başına verildi 

(pg/mg protein). 

 

Şekil 8. TNF-α seviyesi standart grafiği 
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3.2.9. Doku NOS2 Seviyelerinin Belirlenmesi 

Sıçanların karaciğer ve pankreas dokularında inflamasyonu değerlendirmek için 

NOS2 seviyeleri ticari olarak satın alınan NOS2/iNOS ELISA kiti (Elabscience, Ürün no: 

E-EL-R0019, Teksas, Amerika) kullanılarak ölçüldü. Doku homojenatı hazırlama ve NOS2 

ölçümü kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi.  

Homojenatların Hazırlanması: 

100 mg doku 1 mL’lik PBS tamponuna alındı. Buz içerisinde soğuk ortamda, 

homojenizatör ile 30 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. Homojenizasyon sonrası 15 

s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. Homojenatlar 5000 xg’de 5 dk. santrifüj 

edildi ve süpernatant alındı. 

Deneyin Yapılışı: 

1. NOS2 ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, standartlar ve kitte mevcut 

olan reaktifler kit protokolüne uygun olarak mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka 

okuyucusu kullanılarak 450 nm’de absorbansları okundu. 

2. Numune konsantrasyonları Şekil 9’daki standart grafiğe göre ng/mL 

cinsinden hesaplandı. Ancak dokulardaki NOS2 seviyeleri, doku homojenatı protein 

seviyeleri başına ng/mg protein olarak verildi. 

 

Şekil 9. NOS2 seviyesi standart grafiği 
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3.2.10. Doku Kaspaz-3 Seviyelerinin Belirlenmesi 

Sıçanların karaciğer ve pankreas dokularında apoptozu değerlendirmek için kaspaz-

3 seviyeleri ticari olarak satın alınan kaspaz-3 ELISA kiti (Elabscience, Ürün no: E-EL-

R0160, Teksas, Amerika) kullanılarak ölçüldü. Doku homojenatı hazırlama ve kaspaz-3 

ölçümü kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi.  

Homojenatların Hazırlanması: 

100 mg doku 1 mL’lik PBS tamponuna alındı.Buz içerisinde soğuk ortamda, 

homojenizatör ile 30 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. Homojenizasyon sonrası 15 

s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. Homojenatlar 5000xg’de 5 dk. santrifüj 

edildi ve süpernatant alındı. 

Deneyin Yapılışı: 

1. Kaspaz-3 ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, standartlar ve kitte 

mevcut olan reaktifler kit protokolüne uygun olarak mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka 

okuyucusu kullanılarak 450 nm’de absorbansları okundu. 

Numune konsantrasyonları Şekil 10’daki standart grafiğe göre ng/mL 

cinsinden hesaplandı. Ancak dokulardaki kaspaz-3 seviyeleri, doku homojenatı protein 

seviyeleri başına ng/mg protein olarak verildi. 

 

Şekil 10. Kaspaz-3 seviyesi standart grafiği 
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3.2.11. Dokularda Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi 

Karaciğer ve pankreas dokularında kaspaz 3, NOS2 ve TNF-a genleri ekspresyon 

düzeylerinin belirlenmesi için sırası ile dokulardan RNA izolasyonu ve elde edilen 

RNA’ların komplementer DNA’ya dönüştürülmesi aşamasını takiben RT-PCR yöntemi 

uygulandı ve referans gen olarak β-aktin kullanıldı. 

3.2.11.1. Toplam RNA İzolasyonu 

Kullanılan Çözeltiler: 

1. Dietilpirokarbonat (DEPC)’li Çözelti: %97’lik stok DEPC’den alınıp saf suyla 

seyreltilerek %0.1 (v/v)’lik 1 L DEPC’li çözelti hazırlandı ve 2 saat süresince 37oC’de 

inkübe edildi, sonrasında 20 dk. otoklavlandı. Hazırlanan DEPC çözeltisi, bozulmaması ve 

ışıktan etkilenmemesi için +4 oC’de koyu şişelerde saklandı. Dokularının çıkarılması, tartımı 

ve parçalanması sürecinde kullanılan tüm malzemeler, dokulardan toplam RNA 

izolasyonu sırasındaki oluşabilecek muhtemel RNA kayıplarını azaltmak için DEPC’li 

çözelti ile muamele edildikten sonra kullanıldı. 

2. %75’lik Etanol Çözeltisi: %96’lık etanolden 78.125 mL alınarak saf su ile hacmi 

100 mL’ye tamamlandı.  

Deneyin Yapılışı: 

Karaciğer ve pankreas dokularında toplam RNA izolasyonu Roche TriPure İzolasyon 

Reaktifi (Cat. No.:11 667 165 001, Amerika) kullanılarak yapıldı. İzolasyon prosedürüne 

uygun olarak sırasıyla aşağıdaki işlemler yapıldı: 

1. 50-100 mg arasında karaciğer dokusu, 100-150 mg arasında pankreas dokusu 

tartılıp üzerine 1 mL TriPure izolasyon reaktifi eklendi. 

2. Örnekler el homojenizatörü ile 5000 rpm’de 30 s homojenize edildi ve 10 dk. oda 

sıcaklığında inkübe edildi. 

3. 12000xg’de +4 ºC’de 10 dk. santrifüj edildi. Santrifüj sonrası üç faz oluştu: en üst 

tabaka yağ tabakası, orta tabaka pembemsi kısım RNA, en alt tabaka DNA ve protein içerir. 

4. Tüplerin üst kısmında oluşan yağ tabakası atıldı. Ortadaki RNA içeren pembemsi 

tabaka dikkatlice farklı bir tüpe alındı. 
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5. Üzerine 200 μL kloroform ilave edildi, karıştırıldı ve 10 dk. oda sıcaklığında 

inkübe edildi. 

6. 12000xg’de +4 ºC’de 15 dk. santrifüj edildi. 

7. Üst faz yeni bir tüpe aktarıldı ve üzerine 500 µL izopropil alkol ilave edilip RNA 

çöktürülmüş oldu ve 10 dk. oda sıcaklığında inkübe edildi. 

8. 12000xg’de 10 dk. +4 ºC’de santrifüj edildi. Süpernatan tamamen atıldı. 

9. Pellet üzerine 1 mL %75’lik etanol ilave edildi ve vortekslenerek tamamen 

çözünmesi sağlandı. 

10. 7500 g’de +4 ºC’de 5 dk. santrifüj edildi. Süpernatan atıldı. 

11. Etanolün uzaklaştırılması için 10 dk.  40-50 ºC’de inkübe edildi. 

12. Elde edilen RNA’ların üzerine 50 μL DEPC’li su eklendi ve 10 dk. 55 ºC’de 

inkübe edildi. 

13. Daha sonra NanoDrop kullanılarak RNA konsantrasyonları ve A260/280 oranı 

(RNA saflığı) ölçüldü. 

Elde edilen RNA’ lar kırılgan oldukları için vakit kaybetmeden hemen aynı gün 

cDNA’ ya dönüştürüldü. 

3.2.11.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezlenmesi 

Karaciğer ve pankreas dokularından elde edilen toplam RNA’lardan cDNA 

sentezlemek için  “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis” kiti (katalog no: 04 896 866 

001, Roche, Almanya) kullanıldı. Kit prosedürüne uygun şekilde izole edilen RNA’lardan 

cDNA sentezi aşağıda verilen aşamalar uygulanarak gerçekleştirildi. 

1. Elde edilen en düşük RNA konsantrasyonu baz alınarak diğer RNA örnekleri bu 

konsantrasyona gelecek şekilde DEPC’li suyla seyreltildi. 

2. Reaksiyon karışımı buz üzerinde Tablo 6’da verilen hacimler kullanılarak 

hazırlandı. 

3. Hazırlanan reaksiyon karışımından her bir örnek için PCR tüplerine 10’ar µL 

eklendi. Eklenen karışımlar üzerine her bir numune için 10’ar µL eşitlenmiş 

konsantrasyondaki RNA örneklerinden ilave edildi. 
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Tablo 6. cDNA sentezi için gerekli pipetlemeler  

Reaktifler Hacim (µL) 

PCR Saflığında Su  1 

Transkriptör reaksiyon tamponu 4 

RNaz İnhibitörü  0.5 

dNTP Karışımı  2 

Random Hekzamer Primer  2 

Ters Transkriptaz 0.5 

PCR cihazı;  

 25 ºC’ de 10 dk. 

 50 ºC’ de 60 dk.  

 85 ºC’ de 5 dk. olacak şekilde ayarlandı, hazırlanan numuneler cihaza yüklendi 

ve cDNA sentezi işlemi başlatıldı. 

Elde edilen cDNA’ların konsantrasyonları (ng/µL) ve saflığı  (A260/280 oranı) 

NanoDrop kullanılarak ölçüldü. Tüm cDNA örnekleri, gen ekspresyon analizlerinin 

yapılacağı zamana kadar -80oC’de saklandı. Gen ekspresyon analizlerinden hemen önce 

cDNA’ ların konsantrasyonları 100 ng/µL’ye seyreltildi ve RT-PCR aşamasına geçildi. 

3.2.11.3. Real Time PCR (RT-PCR) Yöntemi 

Gen ekspresyon analizleri LightCycler® 480 SYBR Green I Master kiti (kat no:04 707 

516 001 katalog numaralı Roche (İsviçre)) kullanılarak LightCycler® 480 II RT-PCR 

(Roche, İsviçre) cihazında gerçekleştirildi. 

Gen ekspresyon analizleri için kullanılan hedef ve referans genlerin primerler dizileri 

Tablo 7’de verilmiştir. 
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Tablo 7. RT-PCR’da kullanılan primer dizileri  

Gen  Primer  Primer Dizisi (5’ – 3’) 

Sıçan ACTB 
İleri primer 

Geri Primer 

5’- GACCCAGATCATGTTTGAGACC -3’ 

5’- TAACCCTCATAGATGGGCACAG -3’ 

Sıçan TNF-α 
İleri primer 

Geri Primer 

5’- TTCCGTCCCTCTCATACACTG -3’ 

5’- AGGAATGAGAAGAGGCTGAGG -3’ 

Sıçan NOS2 
İleri primer 

Geri Primer 

5’- TTAGAGACGCTTCTGAGGTTCC -3’ 

5’- GGTCACCTTGGTAGGATTTGAC -3’ 

Sıçan CASP3 
İleri primer 

Geri Primer 

5’- AGGAAGATCACAGCAAAAGGAG -3’ 

5’- GGCCTGAATGATGAAGAGTTTC -3’ 

RT-PCR çalışmasında kullanmak üzere, hedef genlerin (TNF-α, NOS2 ve CASP3) ve 

referans genin (β-aktin) her bir reaksiyonu için ayrı ayrı reaksiyon karışımları Tablo 8’de 

verildiği şekilde hazırlandı. 

Tablo 8. RT-PCR analizi için gerekli pipetlemeler 

Reaktifler Hacim (µL) 

PCR Saflığında Su  3 

İleri Primer  1 

Geri Primer  1 

Master Karışım (2x) 10 

Toplam  15 

Hazırlanan bu her bir gene özgü karışımlardan buz üzerinde, her numunenin hedef 

genleri ve referans geni için iki reaksiyon olacak şekilde RT-PCR için özel olarak üretilmiş  

96 kuyucuklu mikroplakalardaki kuyucuklara 15’er µL eklendi. Bu reaksiyon karışımları 

üzerine her bir numuneye ait seyreltilmiş (100 ng/µL) cDNA’lardan 5 µL eklenerek toplam 

reaksiyon hacmi 20 µL’ye ayarlandı ve plaka kaplama folyosu ile sıkıca kapatılıp 1500 g’de 

2 dk. santrifüj edildi. LightCycler® 480 II RT-PCR cihazı Tablo 9’da verilen protokole göre 

ayarlandıktan sonra, hazırlanan plaka cihaza yüklendi ve RT-PCR analizi gerçekleştirildi. 
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Tablo 9. RT-PCR kullanım protokolü 

Tespit formatı: SYBR Green I floresan 

Pleyt türü: 96 kuyucuklu 

Reaksiyon hacmi: 20 µL   

Program  Döngü Analiz Modu  

Ön İnkübasyon  1 -  

Amplifikasyon 55 Miktar Tayini  

Erime Eğrisi 1 Erime Eğrisi  

Soğuma 1 -  

Hedef Sıcaklık (ºC)  Elde etme modu Süre (h:dk.:s) Sıcaklık artış hızı (ºC/s) 

Ön İnkübasyon    

95 - 00:08:00 4.4 

Amplifikasyon    

95 - 00:00:10 4.4 

55 - 00:00:10 2.2 

72 Tek 00:00:07 4.4 

Erime Eğrisi    

95 - 00:00:05 4.4 

65 - 00:01:00 2.2 

97 Sürekli  0.11 

Soğuma    

40 - 00:00:30 2.2 

RT-PCR çalışması sonucu elde edilen, β-Aktin (ACTB), CASP3, TNF-α ve NOS2 

genlerine ait amplifikasyon grafiklerinden bir örnek Şekil 11’de gösterilmiştir. 
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Şekil 11. ACTB (yeşil), CASP3 (mor), TNF-α (mavi) ve NOS2 (kırmızı) genlerine ait 

amplifikasyon grafiği  

RT-PCR çalışmaları sonucu elde edilen erime eğrisi grafiklerinden  örnek olarak 

Şekil 12’de gösterilmiştir. 

  

Şekil  12. RT-PCR’da bir pleytin çalışılması sonucu elde edilen CASP3, NOS2, ACTB ve 

TNF-α genlerine ait tipik erime eğrisi grafiği 
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3.2.11.4. Agaroz Jel Elektroforezi 

RT-PCR ile elde edilen ürünler agaroz jel elektroforezi ile takip edildi.  

Kullanılan Çözeltiler: 

1. Tris-asetik asit-EDTA (TAE) Tamponu (50X): 242 g Tris ve 37.2 g 

Na2EDTA.2H2O yaklaşık 750 mL saf suda çözüldü ve üzerine 57.1 mL asetik asit ilave 

edildi. 1 M NaOH kullanarak hazırlanan çözeltinin pH’sı 8.5’a ayarlandı ve son hacim saf 

su ile 1 L’ye tamamlandı. Hazırlanan bu 50x TAE tamponu saf su ile 50 kat seyreltilerek 1x 

TAE elde edildi. 1X TAE, hem elektroforez tamponu olarak hem de agaroz jelin 

hazırlanmasında kullanıldı. 

2. Etidyum Bromür Çözeltisi: 100 mg etidyum bromür 10 mL saf suda çözülerek 10 

mg/mL’lik çözelti hazırlandı ve bozulmaması için buzdolabında +4 ℃’de karanlıkta 

saklandı. 

3. %1.5’lik Agaroz Jel Hazırlanması: 1.5 g agaroz tartılıp 100 mL 1X TAE 

tamponunda çözüldü ve mikrodalga fırında yaklaşık 2 dk. bekletilerek agarozun çözünmesi 

sağlandı. Elde edilen jel biraz soğutulduktan sonra 4 µL etidyum bromür dikkatlice eklendi 

ve karıştırıldı. Hazırlanan jel karışımı, jel taraklarının yerleştirildiği jel kalıbına hava 

kabarcığı kalmayacak şekilde yavaşça döküldü. Jelin tamamen donması için bir süre oda 

sıcaklığında bekletildi ve donduktan sonra taraklar çıkarılıp elektroforez tankına 

yerleştirildi. Elektroforez tankına içerisine yerleştirilen jelin üst kısmını tamamen örtecek 

şekilde 1X TAE tamponu eklendi. 

Deneyin Yapılışı: 

Real Time-PCR sonrası oluşan ürünlerin üzerine 5 μL yükleme boyası eklendi ve 

iyice karıştırıldı. Elde edilen bu karışımlardan elektroforez tankındaki agaroz jelin 

kuyucuklarına yüklendi ve markırdan (Thermo Scientific, GeneRuler 100 bp Plus DNA 

Ladder, Katalog numarası: SM0321) jelin son kuyucuğuna eklendi. 100 volt 300 amperde 

40-45 dk. numunelerin göçü sağlandı. Yürütme işlemi bittikten sonra jel tanktan çıkarıldı ve 

dijital görüntüleme sistemi kullanılarak jel görüntüsü alındı (Resim 1). Jel görüntüsünde 

100-200 baz çifti aralığında ürünlerin çoğaldığı gözlemlendi. 
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Resim 1. RT-PCR ürünlerinin agaroz jel görüntüsü. 
1. jele karaciğer 2. jele ise pankreas örnekleri yüklendi. Sırasıyla jele yüklenen ürünler A1: DM 

ACTB, A2: DM+LT ACTB, A3: Kontrol ACTB, A4: LT ACTB, B1: DM TNF-α, B2: DM+LT 

TNF-α, B3:  Kontrol TNF-α, B4: LT TNF-α, C1: DM NOS2, C2: DM+LT NOS2, C3: Kontrol 

NOS2, C4: LT NOS2, D1: DM CASP3, D2: DM+LT CASP3, D3: Kontrol CASP3 , D4: DM 

CASP3 

3.2.11.5. Gen Ekspresyonlarının Hesaplanması 

Gen ekspresyonlarının hesaplanmasında göreceli miktar tayini metodu kullanıldı. 

Referans gen olarak β-aktin kullanılarak, hedef genlerin (TNF-α, NOS2 ve CASP3) 

ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi için Real Time PCR analiziyle elde edilen döngü 

sayıları (CT’ler) Microsoft Excel programına girilerek tüm genler için 2-ΔΔCT değerleri 

hesaplandı. 

Çalışmamızda her bir örnek ikili olarak çalışıldı ve CT değerlerinin ortalamaları 

alındı. Kontrol grubuna göre diğer gruplardaki değişimler aşağıdaki formüller kullanılarak 

hesaplandı (113,114). 

ΔCT = CT (hedef gen) – CT (referans gen) 

ΔΔCT = ΔCT (hedef örnek) – ΔCT (referans örnek, kontrol) 

Kat Değişimi = 2-ΔΔCT
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3.2.12. Histopatolojik Analizler 

Karaciğer ve pankreas dokularının histopatolojik analizleri gerçekleştirildi.  

3.2.12.1. Karaciğerin  Histopatolojik Analizi 

Karaciğerin histopatolojik analizi için her bir gruba ait dokular %10’luk tamponlu 

formaldehit solüsyonu içinde 48 saat tespit edildi. Tespit olan dokular rutin histopatolojik 

doku takip sistemi ile takip edildi  (Thermo scientific- Excelsior AS,UK),  ve parafin 

bloklara gömüldü. Parafin bloklardan tam otomatik mikrotom (Leica RM2255, Japonya) ile 

4-5 µm kalınlığında kesitler alındı ve boyamaya hazır hale getirildi. Seri kesitlerde genel 

histopatolojik yapının değerlendirilmesi için Hematoksilen-eozin (115) ve bağ dokusunun 

değerlendirilmesi için Masson Trikrom boyama (116) yapılıp ışık mikroskobunda 

değerlendirildi (Olympus BX51, Tokyo, Japonya). Masson Trikrom boyama ile kollajen 

artışının olup olmadığı ışık mikroskobu altında çekilen dijital imajların yarıkantitatif olarak 

değerlendirilmesi ile skorlandı. Değerlendirme her bir kesitte farklı bölgelerden çekilen en 

az 10 görüntü üzerinde yapıldı. Bu yarıkantitatif skorlamada  0: Hiç yok; 1: Hafif; 2: Orta 

ve 3: Şiddetli olarak değerlendirildi. 

H&E ile boyama yapılan karaciğer dokularında hepatositlerin değerlendirilmesinde 

aşağıdaki yarı-kantitatif skor kullanıldı. 

Grade 0: Hasar hiç yok veya minimal hasar 

Grade 1: Hafif hasarla birlikte sitoplazmik vakuolizasyon ve nükleer piknozis 

Grade 2: Ilımlı hasarla birlikte genişletilmiş nükleer piknozis, sitoplazmik 

hipereozinofili ve hücre sınırlarının kaybedilmesi 

Grade 3: Yaygın hasarla birlikte nötrofil infiltrasyonu, yaygın nekroz şeklinde 

yapıldı (117) . 

Hematoksilen Eozin ile boyanmış kesitler ayrıca elde edilen bulgular olan sinüzoidal 

dilatasyon, sinüzoidal konjesyon ve  inflamatuar hücre infiltrasyonu açısından yarıkantitatif 

olarak ayrı ayrı değerlendirildi (118). Bu yarıkantitatif sınıflandırmada 0: Hiç yok; 1: Hafif; 

2: Orta ve 3: Şiddetli olarak değerlendirildi.   
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3.2.12.2. Pankreasın  Histopatolojik Analizi 

Pankreasın histopatolojik analizleri için dokular %10’luk tamponlu formaldehit  

solüsyonu içinde 48 saat tespit edildi. Tespit olan pankreas dokuları rutin histopatolojik doku 

takip sistemi ile takip edildi  (Thermo scientific- Excelsior AS,İngiltere) ve  parafin bloklara 

gömüldü. Parafin bloklardan tam otomatik mikrotom (Leica RM2255, Japonya) ile 4-5 

mikron kalınlığında kesitler alınıp boyamaya hazır hale getirildi. Seri kesitler Masson 

Trikrom ve Hematoksilen eozin boyaması (115) ile boyanıp ışık mikroskobunda (Olympus 

BX51, Tokyo, Japonya)  değerlendirildi. Masson Trikrom boyama (116) ile fibrozis ya da 

kollajen artışının olup olmadığı değerlendirildi. Işık mikroskobu altında her bir kesitte farklı 

bölgelerden çekilen en az 10 görüntü üzerinde değerlendirme yapıldı. Bu yarı kantitatif 

skorlamada 0: Hiç yok; 1: Hafif; 2: Orta ve 3: Şiddetli olarak değerlendirildi. 

Hematoksilen–eozin boyama ile pankreasın histolojik yapısı vasküler konjesyon, 

hemoraji, inflamatuar hücre infiltrasyonu ve ödem açısından yarıkantitatif olarak 

değerlendirildi. Değerlendirmede her bir gruba ait preparatta 200X büyütmede 5 farklı alan 

yarı kantitatf olarak değerlendirildi. Bu yarı kantitatif sınıflandırmada 0: Normal doku; 1: 

Hafif değişiklikler; 2: Orta şiddette değişiklik ve 3: Şiddetli değişiklikler olarak 

değerlendirildi (119).  

3.3. İstatistiksel Analizler 

Veriler “SPSS (IBM SPSS Statistics 23)” programında istatistiksel olarak 

değerlendirildi. Parametrelerin normal dağılıma uygunlukları “Kolmogorov-Smirnov” testi 

ile kontrol edildi. Normal dağılıma uymayan ikiden fazla değişkenin karşılaştırılmasında 

“Kruskall Wallis” testi ve ikili değişkenler için “Mann-Whitney U” testi uygulandı. Sonuçlar 

“Medyan (çeyrekler arası aralık (IQR)) ve %25-75 çeyreklikler” olarak verildi. Gen 

ekspresyonu ve histolojik analiz sonuçlarını değerlendirmek için üçten fazla bağımsız 

gruplar tek yönlü “One-Way ANOVA” testi kullanıldı. Grup içindeki post hoc 

değerlendirmeler için “Tukey veya Tamhane’s T2” testleri kullanıldı. Gen ekspresyonu ve 

histoloji sonuçları “ortalama ± standart hata” olarak verildi. İstatistiksel olarak p<0.05 

olması anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Deney Gruplarının Ağırlık Değerleri 

Deney gruplarının deneye başlangıçtaki (0. gündeki) ve deney sonrasındaki (28. 

gündeki) ağırlıkları Tablo 10’da verilmiştir. Çalışma gruplarının deneye başlangıç ağırlıkları 

arasında anlamlı bir fark yoktu (p>0.05). Ancak, 28 günlük takibin ardından DM grubunda 

yer alan sıçanların ağırlıkları kontrol grubundakilere göre istatistiksel olarak anlamlı düşük 

bulundu (p=0.001). LT ve DM+LT gruplarının ağırlıkları sırasıyla kontrol ve DM grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı bir fark sergilemedi (p>0.05). Grup içinde başlangıca göre 

son ağırlıkları değerlendirildiğinde kontrol, LT, DM ve DM+LT gruplarında ortalama olarak 

sırasıyla %21.73, %21.79, %2.42 ve %1.45 artış tespit edildi.  

Tablo 10. Deney gruplarının ağırlıkları (n=7) 

Parametreler Kontrol LT DM DM+LT 

Ağırlık0. (g) [196 (19)] 

185-204 

[190 (25)] 

180-205 

[193 (20)] 

185-205 

[195 (23)] 

180-203 

Ağırlık28. (g) [240 (15)] 

230-245 

[235 (10)] 

230-240 

[205 (30)]a,b 

180-210 

[190 (19)]a,b 

185-204 

Sonuçlar “[Medyan (IQR)]; %25-75” çeyreklikler şeklinde verildi. p değeri ‘Mann Whitney U’ testine göre 

belirlendi. 
a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 

4.2. Biyokimyasal Bulgular 

4.2.1. Serum Biyokimyasal Parametrelerinin Seviyeleri 

Deney gruplarının serumlarında ölçülen glukoz, insülin, amilaz, AST, ALT ve LDH 

seviyeleri Tablo 11’de görülmektedir. Diyabetik sıçanlar rastgele iki gruba bölünerek 

oluşturulan DM ve DM+LT gruplarının başlangıç glukoz seviyeleri kontrol ve LT gruplarına 

göre oldukça yüksekti (p=0.001). Deney bitiminde de yine diyabet gruplarında diyabetik 

olmayan gruplara göre anlamlı düzeyde yüksek glukoz seviyeleri tespit edildi (p=0.001). LT 

ve DM+LT grupları ve sırasıyla kontrol ve DM grupları ile karşılaştırıldığında glukoz 

seviyeleri açısından istatistiksel bir fark belirlenemedi (p>0.05).   
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Serum insülin seviyeleri, LT grubunda kontrole göre düşme gösterse de bu düşüş 

istatistiksel olarak anlamlı değildi (p>0.05). DM grubunda kontrole göre p=0.001 düzeyinde 

anlamlı bir düşüş belirlendi. DM+LT grubunda ise DM grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı olmayan bir düşüş gözlendi (p>0.05).  

Amilaz değerleri açısından gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

belirlenemedi (p>0.05).  

Serum ALT, AST, ALT/AST ve LDH seviyeleri DM grubunda kontrollere göre 

anlamlı yüksek iken (p<0.05), LT ve DM+LT gruplarının seviyeleri ile sırasıyla kontrol ve 

DM grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilemedi (p>0.05).  

4.2.2. Glutatyon Seviyeleri 

 Deney gruplarının pankreas dokularında oksidatif stresi değerlendirmek amacıyla 

ölçülen glutatyon düzeyleri Tablo 12’de verilmiştir. Ayrıca GSSG/TGSH oranları Şekil 

13’de gösterilmiştir. 

Deney gruplarının pankreas dokularındaki TGSH arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir farklılık bulunamadı (p>0.05). GSSG düzeyleri DM grubunda kontrole göre yüksek ve 

DM+LT grubunda DM grubuna göre düşük olmasına rağmen, bu farklılıklar istatistiksel 

olarak anlamlı değildi (p>0.05). Diğer taraftan, GSSG/TGSH, DM grubunda kontrole göre 

anlamlı yüksekti (p<0.05). Ancak LT tedavileri, diyabetik ve diyabetik olmayan sıçanlarda 

GSSG/TGSH oranı açısından istatistiksel olarak anlamlı düzeyde etki göstermedi (p>0.05) 

Karaciğer dokusu TGSH düzeylerinde gruplar arası istatistiksel olarak anlamlı fark 

olmamasına rağmen (p>0.05), GSSG düzeylerinde LT grubunda kontrole göre anlamlı 

derecede yüksek (p=0.026),  DM+LT grubunda DM’ye göre anlamlı seviyede düşüktü 

(p=0.038).   
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Şekil 13. Gruplara göre pankreas (A) ve karaciğer (B) dokusu GSSG/TGSH oranları  
a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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4.2.3. İnflamasyon ve Apoptoz Parametrelerinin Gen Ekspresyon Seviyeleri  

Deney gruplarında pankreas ve karaciğer dokularında inflamasyon ve apoptoz 

parametrelerinin gen ekspresyon düzeyleri Tablo 13, Şekil 14 ve Şekil 15’de gösterilmiştir.  

Pankreas dokusu TNF-α, NOS2 ve CASP3 gen ekspresyon düzeyleri (Tablo 13 ve 

Şekil 14) DM grubunda kontrol grubuna göre anlamlı yüksekti (p=0.001). LT grubunda 

kontrol grubuna göre düşük olmasına rağmen anlamlılık sadece TNF-α, CASP3 ekspresyon 

seviyelerinde gözlendi (p<0.001). Diğer taraftan, sadece DM+LT grubu DM ile 

karşılaştırıldığında tüm parametrelerde düşüklük tespit edilmesine rağmen sadece TNF-α ve 

NOS2 gen ekspresyonlarında anlamlı farklılık gözlendi (p<0.05).   

Karaciğer dokularında DM grubunda tüm genlerin ekspresyonları kontrol 

grubundakilere göre anlamlı düşük bulundu (p<0.001). Ayrıca LT grubunda kontrol grubuna 

göre de anlamlı düşük bulundu (p<0.05) (Tablo 13 ve Şekil 15).  

Tablo 13. Deney gruplarında pankreas ve karaciğer dokusu inflamasyon ve apoptoz 

parametreleri ekspresyon seviyeleri (n=7)  

Parametreler Kontrol LT DM DM+LT 

Pankreas     

 TNF-α 1.03 ± 0.044 0.522 ± 0.083a 3.49 ± 0.204 a,b 2.31 ± 0.254 a,b,c 

 NOS2 1.02 ± 0.058 0.870 ± 0.138 28.7 ± 2.44 a,b 17.1 ± 2.58 a,b,c 

 CASP3 1.04 ± 0.103 0.621 ± 0.051a 2.50 ± 0.254 a,b 1.81 ± 0.218 b 

Karaciğer     

 TNF-α 1.02 ± 0.044 0.680 ± 0.045a 0.266 ± 0.101a,b 0.038 ± 0.011a,b 

 NOS2 1.00 ± 0.078 0.547 ± 0.097 

a 

0.375 ± 0.056 a 0.277 ± 0.043 a 

 CASP3 1.03 ± 0.077 0.712 ± 0.045 

a 

0.188 ± 0.022 a,b 0.146 ± 0.014 a,b 

Sonuçlar “Ortalama ± Standart Hata” şeklinde verildi. p değeri “One way ANOVA” testine göre belirlendi. 

Grup içindeki post hoc değerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2” testleri ile yapıldı. 

a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna göre istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.05). 
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Şekil 14. Gruplara göre pankreas dokusu TNF-α (A), NOS2 (B) ve CASP3 (C) gen 

ekspresyon düzeyleri (kat)  
a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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Şekil 15. Gruplara göre karaciğer dokusu TNF-α (A), NOS2 (B) ve CASP3 (C) gen 

ekspresyon düzeyleri (kat)  
a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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4.2.4. İnflamasyon ve Apoptoz Parametrelerinin Protein Seviyeleri 

 Deney gruplarında inflamasyon ve apoptozda yer alan parametrelerin protein 

seviyeleri Tablo 14, Şekil 16 ve Şekil 17’de gösterilmiştir.  

Tablo 14. Deney gruplarında pankreas ve karaciğer dokusu inflamasyon ve apoptoz 

parametreleri protein seviyeleri (n=7)  

Parametreler Kontrol LT DM DM+LT 

Pankreas     

 

 

TNF-α [93 (106)] 

54-160 

 

[92 (112)] 

72-185 

 

[135 (109)] 

92-201 

 

[28 (196)] 

21-217 

 
 NOS2 [3.18 (0.89)] 

2.86-3.74 

 

[2.70 (1.18)] 

2.28-3.46 

[1.20 (0.85)] a,b 

1.04-1.89 

[1.56 (0.71)] a,b 

1.02-1.73 

 Kaspaz 3 [1.79 (4.05)] 

0.51-4.56 

[2.09 (4.06)] 

1.21-5.27 

[5.07 (4.49)] 

2.30-6.79 

[0.53 (2.56)] c 

0.39-2.95 

Karaciğer     

 TNF-α [144 (17)] 

137-154 

[117 (20)] a 

108-129 

[138 (86)] b 

126 -212 

[139 (32)] b 

128-160 

 NOS2 [0.762 (0.160)] 

0.651-0.812 

[0.658 (0.110)] 

0.600-0.715 

[0.658 (0.130)] 

0.584-0.715 

[0.642 (0.250)] 

0.528-0.773 

 Kaspaz 3 [3.75 (0.73)] 

3.52-4.25 

[3.44 (0.95)] 

2.80-3.76 

[3.81 (2.44)] 

3.23-5.67 

[4.16 (1.22)] 

3.63-4.85 

Sonuçlar “[Medyan (IQR)]; %25-75 çeyreklikler” şeklinde verildi. p değeri ‘Mann Whitney U’ testine göre 

belirlendi.  
a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 

 

Pankreas dokusunda TNF-α seviyeleri DM grubunda kontrol grubuna göre yüksek, 

DM+LT grubunda DM grubuna göre düşük seyretmesine rağmen bu farklılıklar istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde değildi (p>0.05). NOS2 seviyeleri incelendiğinde DM grubunda 

kontrole göre anlamlı düşüş gözlenirken, LT ile tedavili gruplarda kontrole veya DM’ye göre 

anlamlı bir farklılık belirlenemedi (p>0.05) (Tablo 14, Şekil 16). 
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Şekil 16. Gruplara göre pankreas dokusu TNF-α (A), NOS2 (B) ve kaspaz-3 (C) protein 

düzeyleri 
 a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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Şekil 17. Gruplara göre karaciğer dokusu TNF-α (A), NOS2 (B) ve kaspaz-3 (C) protein 

düzeyleri  
a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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Karaciğer dokusunda DM grubunda TNF-α seviyeleri kontrol grubuna göre yüksek 

olmasına rağmen anlamlı farklılık tespit edilemedi (p>0.05). Diğer taraftan LT tedavileri 

kontrole ve DM grubuna göre azaltma şeklinde etki etse de istatistiksel anlamlı farklılık 

sadece kontrol grubuna göre idi (p<0.05). Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, DM 

grubunda NOS2 seviyesi açısından düşüklük ve kaspaz3 seviyesi açısından yükseklik 

gözlense de bu farklılık istatistiğe yansımadı (p>0.05). LT diyabetik ve diyabetik olmayan 

sıçanlarda kaspaz-3 seviyelerini düşürmüş olsa da bu etki istatistiksel olarak anlamlı değildi 

(p>0.05) (Tablo 14, Şekil 17). 

4.3. Histopatolojik Bulgular 

4.3.1. Pankreas Dokuları Histopatolojik Bulguları 

Pankreas dokusunda hematoksilen–eozin boyama sonucu ile elde edilen histolojik 

yapısı vasküler konjesyon, hemoraji, inflamatuar hücre infiltrasyonu, ödem ve kollajen artışı 

açısından yarı kantitatif olarak değerlendirildi (Tablo 15). Kontrol grubuna göre DM 

grubunda tüm skorlarda artış gözlendi. Bu artış toplam skora istatistiksel olarak anlamlı 

boyutta yansıdı (P<0.05) (Şekil 18). DM+LT grubu, DM grubu ile karşılaştırıldığında 

toplam skorda da görüldüğü gibi anlamlı bir fark göstermedi (p>0.05).   

 
Şekil 18. Gruplara göre pankreas dokusu toplam hasar skorları (Ortalama ± Standart Hata) 
  a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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Tablo 15. Deney gruplarında pankreas dokusu histopatolojik skorları 

 Sıçan No Kontrol LT DM DM+LT 

Vasküler konjesyon 

 1 0 1 3 2 

 2 0 1 3 3 

 3 1 0 2 3 

 4 0 0 2 3 

 5 0 0 3 2 

 6 0 1 3 2 

 7 1 1 2 2 

Hemoraji 

 1 0 0 0 0 

 2 0 0 0 0 

 3 0 0 1 0 

 4 0 1 1 0 

 5 0 0 1 0 

 6 0 0 0 0 

 7 0 0 0 0 

İnflammatuvar Hücre İnfiltrasyonu 

 1 0 0 1 0 

 2 0 0 0 0 

 3 0 0 0 0 

 4 0 0 1 0 

 5 0 0 1 1 

 6 0 0 0 0 

 7 0 0 0 0 

Ödem 

 1 0 0 1 2 

 2 1 0 1 2 

 3 0 0 2 2 

 4 0 0 2 1 

 5 0 0 1 1 

 6 0 0 1 2 

 7 0 0 2 2 

Kollajen 

 1 0 1 1 1 

 2 1 1 2 2 

 3 0 1 2 1 

 4 1 1 2 1 

 5 0 2 2 1 

 6 0 1 1 1 

 7 0 1 1 2 

0: Normal doku; 1: Hafif değişiklikler; 2: Orta şiddette değişiklik ve 3: Şiddetli değişiklikler 
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Resim 2. Kontrol grubu pankreas dokusu fitomikrograf görüntüsü (H&E X 200) 

                          : Normal seröz asinus; ▲:  Langerhans adacık yapısı 

  

 

Resim 3. LT grubu pankreas dokusu fitomikrograf görüntüsü (H&E X 200) 

                          : Normal seröz asinus; ▲:  Langerhans adacık yapısı 
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Resim 4. DM grubu pankreas dokusu fitomikrograf görüntüsü (H&E X 200) 

                 : langerhans adacığı denenerasyonu;▲: vazokonjesyon 

 

Resim 5. DM+LT grubu pankreas dokusu fitomikrograf görüntüsü (H&E X 200) 

                   : langerhans adacığı denenerasyonu;      : intraduktal ödem;    

            ▲: vazokonjesyon 
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Pankreas dokuları ışık mikroskopik değerlendirmesinde kontrol grubunda normal 

pankreas seröz asinus ve adacık yapısı gözlendi (Resim 2). LT grubunda normal pankreas 

langerhans adacık morfolojisi izlenlenmesine rağmen hafif derecede intralobüler damarlarda 

intravasküler konjesyon da tespit edildi (Resim 3). Diğer taraftan DM grubunda langerhans 

adacık hücrelerinde yer yer dejenerasyon, orta derecede intraduktal ödem ve  orta-şiddetli 

derecede vasküler konjesyon izlendi (Resim 4). DM+LT grubunda ise DM grubuna benzer 

şekilde yer yer dejenerasyon, orta derecede intraduktal ödem ve  orta-şiddetli derecede 

vasküler konjesyon belirlendi (Resim 5).    

 

  

  

Resim 6. Deney grupları pankreas dokusu kollajen yapıları (Masson Trikrom  X 200)   

 A: Kontrol, B: LT, C: DM,  D: DM+LT grubu.        : Kollajen yapı 
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  Pankreas dokusunun kollajen yapısı değerlendirildiğinde, DM grubunda kontrol 

grubuna göre kollajen yapılar daha fazla idi. DM+LT grubu ile DM grubu kollajen yapıları 

benzer seyir gösterdi (Resim 6). 

4.3.2. Karaciğer Dokuları Histopatolojik Bulguları  

Karaciğer dokusunda hematoksilen–eozin boyama sonucu elde edilen histolojik 

yapısı sinüzoidal dilatasyon, sinüzoidal konjesyon, inflamatuar hücre infiltrasyonu ve 

kollajen artışı açısından yarı kantitatif olarak değerlendirildi (Tablo 16). Kontrol grubuna 

göre DM grubunda tüm skorlarda artış gözlendi. Bu artış toplam skora istatistiksel olarak 

anlamlı boyutta yansıdı (P<0.05) (Şekil 19). LT grubunda kontrole göre toplam skorda artış 

belirlendi. DM+LT grubu, DM grubu ile karşılaştırıldığında toplam skorda anlamlı bir 

azalma görüldü (p<0.05).   

 
Şekil 19. Gruplara göre karaciğer dokusu toplam hasar skorları (Ortalama ± Standart Hata) 

a:Kontrol; b:LT; c:DM grubuna göre istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.05). 
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Tablo 16. Deney gruplarında karaciğer dokusu histopatolojik skorları 

 Sıçan No Kontrol LT DM DM+LT 

Grade 

 1 1 1 2 2 

 2 0 1 3 2 

 3 0 1 2 3 

 4 1 0 3 2 

 5 0 0 3 2 

 6 0 1 2 2 

 7 0 0 2 2 

Sinüzoidal Dilatasyon  

 1 0 2 2 2 

 2 1 2 2 2 

 3 1 1 3 2 

 4 1 1 2 2 

 5 0 1 2 2 

 6 0 1 3 2 

 7 0 1 3 2 

Sinüzoidal Konjesyon 

 1 0 2 2 2 

 2 1 1 2 2 

 3 1 1 2 2 

 4 1 1 2 2 

 5 1 1 2 2 

 6 1 2 2 2 

 7 1 2 2 2 

İnflamatuar Hücre İnfiltrasyonu 

 1 1 0 2 1 

 2 0 0 2 1 

 3 0 0 1 1 

 4 0 1 1 2 

 5 0 1 1 2 

 6 0 0 2 1 

 7 0 0 2 1 

Kollajen 

 1 0 0 1 1 

 2 1 0 1 1 

 3 1 1 1 1 

 4 1 1 1 0 

 5 0 1 0 1 

 6 0 0 1 0 

 7 0 0 1 1 

0: Normal doku; 1: Hafif değişiklikler; 2: Orta şiddette değişiklik ve 3: Şiddetli değişiklikler 
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Resim 7. Kontrol grubu karaciğer dokusu fitomikrograf görüntüsü (H&E X 200) 

                          : Hepatositler 

 

Resim 8. LT grubu karaciğer dokusu fitomikrograf görüntüsü (H&E X 200) 

                         : Hepatositler; ▲: sinüzoidal aralıkta açılmalar;      : vazokonjesyon 
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Resim 9. DM grubu karaciğer dokusu fitomikrograf görüntüsü (H&E X 200) 

                               : Hepatositler; ▲: sinüzoidal aralıkta açılmalar;      : vazokonjesyon  

 

Resim 10. DM+LT grubu karaciğer dokusu fitomikrograf görüntüsü (H&E X 200) 

                        : Hepatositler; ▲: sinüzoidal aralıkta açılmalar;       : vazokonjesyon 
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Karaciğer dokuları ışık mikroskopik değerlendirmesinde, kontrol grubunda normal 

doku morfolojisi,  normal görünümlü hepatositler ve sinüzoidal aralık gözlendi (Resim 7). 

LT grubunda da dokusu morfolojisi ve hepatositler normal görünümdeydi. Yer yer 

sinüzoidal aralıkta genişlemeler ve vazokonjesyon mevcuttu (Resim 8). DM grubunda 

özellikle vena centralis etrafında olmak üzere hepatositlerde dejeneratif değişiklikler izlendi 

(Resim 9). Yer yer piknotik nükleuslu hepatositler ve hipereozinofili, sinüzoidal aralıkta 

belirgin genişlemeler ve vazokonjesyon tespit edildi. DM+LT grubunda vena centralis 

etrafında çok az dejeneratif hepatositler mevcuttu. Hepatositler normale yakın morfolojide 

izlendi. Sinüzoidal dilatasyon ve vasküler konjesyon izlendi (Resim 10). Masson’un 

Trikrom boyamasında da karaciğer dokusunda gruplar arasında kollajen miktarı açısından 

belirgin bir farklılık izlenmedi (Resim 11). 

  

  

Resim 11. Deney grupları karaciğer dokusu kollajen yapıları (Masson Trikrom X 200)   

A: Kontrol, B: LT, C: DM,  D: DM+LT grubu,        : Kollajen yapı  
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

DM, her geçen gün artan prevalansı ve komplikasyonları ile ciddi sağlık 

sorunlarının, ekonomik ve psikolojik sorunların eşlik ettiği, kişinin yaşam kalitesini 

düşüren patolojik bir durumdur. Diyabet ve komplikasyonlarının önlenmesine yönelik 

arayışlar devam etmektedir (120). Bu çalışmada sağlığa faydalı etkileri birçok çalışma ile 

tespit edilmiş (95) ve ülkemizde çokça tüketilen yeşil ve siyah çayda bulunan özel bir 

amino asit olan LT’nin deneysel olarak diyabet modeli oluşturulmuş sıçanların karaciğer 

ve pankreas dokusuna etkileri, oksidatif stres, inflamasyon, ve apoptoz yönünden 

değerlendirilmiştir. 

Çalışmamızda öncelikle, sıçanlarda STZ/NA indüklü deneysel DM modeli 

oluşturuldu (121). DM’i indüklemek için, 120 m/kg NA’nın i.p. olarak enjeksiyonundan 15 

dk. sonra, tek doz 60 mg/kg STZ i.p. olarak enjekte edildi. STZ/NA ile indüklü deneysel 

DM modeli, insan diyabetine yakın özellikler gösterdiğinden dolayı, diyabet çalışmaları 

için iyi bir model olarak kabul edilmektedir. Akut ve kronik çalışmalarda deneysel DM 

modeli oluşturmak için sıklıkla kullanılmaktadır (122). Glukozamin nitrozüre bir ilaç olan 

STZ, hem T1DM ve T2DM modeli oluşturmakta kullanılmaktadır. STZ, glukoz 

metabolizmasını ve insulin sekresyonunu etkileyerek pankreas için oldukça toksik etki 

sergiler. Pankreas β hücrelerinde DNA alkilasyonuna ve bunun neticesinde hücre ölümüne 

sebep olmaktadır (123). STZ'nin sitotoksik etkisine, insülin sentezinin azalması ve apoptoz 

aktivasyonu vasıtasıyla, β hücrelerine zarar veren oksidatif hasara neden olan aşırı ROT 

üretimi aracılık eder. Glukoza benzerliğinden dolayı STZ, hücrelere GLUT-2 aracılığıyla 

girer. STZ diğer GLUT'lar tarafından tanınmamaktadır. β hücrelerinin yüksek düzeyde 

GLUT-2’ye sahip olması, β hücrelerine STZ'nin göreceli toksisitesini izah etmektedir. 

STZ/NA indüklü DM modelinde, STZ öncesi NA enjeksiyonu STZ'nin β hücreleri 

üzerindeki yıkıcı etkisini kısmen azaltır ve T2DM'nin bir özelliği olan insülin 

sekresyonunun glukoz uyarımının erken fazının kaybına yol açar. Böylece STZ/NA 

indüklü DM'de insülin sekresyonunda ve T2DM'nin karakteristik bir özelliği olan insülin 

direncinde bozulma meydana gelmektedir (121). 

DM’da pankreas dokusu hasarına ilaveten en önemli hasar gören diğer dokulardan 

biri de karaciğerdir. Hiperglisemiye bağlı olarak karbohidrat, lipid ve protein 

metabolizması bozulmakta ve karaciğer hasarı gelişmektedir. DM ile gelişen oksidatif 

stres, inflammasyon ve apoptotik süreçler, karaciğer hasarının gelişmesine ve ilerlemesine 
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katkıda bulunmaktadır (73). Karaciğer vücudun en büyük organıdır; en önemli görevleri 

arasında safra üretimi ve salgılanması, karbohidratların, proteinlerin ve lipidlerin 

metabolizmasınının düzenlenmesi, hormon dengesinin korunması, vitaminlerin 

depolanması, toksinlerin uzaklaştırılması ve bağışıklık sistemi ile ilgili faktörlerin 

salınması sayılabilir (124). Bu nedenle DM’da en çok etkilenen bu iki organ çalışmaya 

dahil edilmiştir.  

Çalışmamızda etken maddesi olarak LT seçilmiştir. LT ülkemizde çok tüketilen 

siyah ve yeşil çayın üretildiği Camellia Sinensis bitkisinde bulunan ve protein yapısına 

katılmayan glutamik asit türevi özel bir amino asittir. Antioksidan, antiiflamatuvar, 

antiapoptotik, antipsikotik gibi etkileri ile ilgili çalışmalar mevcuttur (99). Bu etkilerini 

gerek kendisi ve gerekse de metabolitleri üzerinden sergileyebilmektedir (92). Sıçanlara 4 

g/kg LT verilerek yapılan bir çalışmada, serumda etilamin, glutamik asit ve aspartik asidin 

arttığı, metiyonin ve lizinin azaldığı, beyinde etilamin ve glutaminin arttığı, karaciğerde ise 

etilamin, glutamin glisin ve fenilalaninin arttığı bildirilmiştir (96). 

Çalışmamızda LT’nin, mevcut olan çalışmalar göz önüne alınarak 28 gün boyunca 

gastrik gavaj ile 200 mg/kg/gün LT olacak şekilde uygulanmasına karar verildi. LT’nin 

hepatotoksisite üzerine etkileri ile ilgili yapılan çalışmalarda 50, 100, 200 ve 400 

mg/kg/gün oral LT uygulanmıştır. LT’nin koruyucu etkiler gösterdiği dozunun özellikle 

200 mg olduğu ifade edilmiştir (106, 125, 126). Oral olarak 200 mg/kg/gün LT alımının 

diğer dokular üzerine etkileri ile ilgili de literatürde çalışmalar vardır (9, 13, 127-129). 

LT’nin pankreas üzerine etkilerine yönelik herhangi bir çalışma mevcut değildir. 

 Deney gruplarımızın başlangıç ağırlıkları arasında anlamlı bir fark olmamasına 

rağmen, diyabetik sıçanların son ağırlıkları kontrole göre düşük bulundu (p<0.05). LT 

tedavisi sıçanların ağırlığında anlamlı bir değişikliğe neden olmadı (Tablo 10). Oysa 

LT’nin antiobesite özelliklere sahip olabileceği belirtilmekteydi (95). Çalışmada uygulanan 

doz ve süre gibi faktörler burada etkili olabilir.  

Bu çalışmada 28 günlük takibin ardından diyabetik sıçanlarda kontrol grubuna göre 

glukoz düzeylerinde artma insulin düzeylerinde ise azalma gözlendi. Bu değişiklikler 

istatistiksel olarak anlamlı idi (p<0.05) (Tablo 11). STZ, pankreas hücrelerinde hasara 

neden olmakta ve dolayısıyla insulinin salınımında azalmaya ve insulin rezistansına neden 

olmaktadır (130). Pankreasta azalmış mitokondriyal FADH2 kaynaklı ATP üretimi ve 

bunun ATP'ye bağlı K+ kanalı ve voltaj kapılı Ca2+ kanal aktiviteleri üzerindeki ardışık 
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etkileri, insülin salgılanmasında azalmaya neden olmaktadır (131). İnsulin yetersizliğine 

bağlı olarak glukoz glikojen şeklinde depo edilemez. Karaciğerde glikojenoliz ve 

glukoneogenez gelişir. Buna bağlı olarak glukoz 6 fosfat birikimi ve glukoz 6 fosfatazın 

aktivitesi ile kan glukoz seviyesi artar (132).   

Çalışmamızda LT, diyabetik olan ve diyabetik olmayan sıçanlara uygulandığında 

glukoz ve insülin seviyelerine istatistiksel olarak anlamlı bir değişikliğe neden olmadığı 

gözlendi (p>0.05). İnsulin düzeyinde LT sayesinde biraz düşüş gözükse de istatiksel olarak 

anlamlı olmaması verilerin çok geniş aralıkta seyretmemesine bağlanabilir (Tablo 11). 

Diğer taraftan, pankreas beta hücre kültürü ile yapılan bir çalışmada LT’nin insulin 

sekresyonunu artırdığı tespit edilmiştir (11). Diyetle birlikte LT verilen sıçanlarda 2 saatten 

sonra glukoz miktarı azalırken insulin miktarının arttığını bulmuşlardır (133).  Ancak farklı 

bir çalışmada sıçan ince bağırsağında aminoasitlerin emilimi ile ilgili genlerin 

ekspresyonunu baskılayarak aminoasitlerin emilimini engellediği,  bağırsakta glukoz 

taşıyıcılarını inhibe ettiği ve bu yolla serumda glukoz ve insülin düzeylerini düşürdüğü 

ifade edilmektedir (13).  

Serum amilaz düzeyleri sadece ekzokrin pankreas fonksiyonunun bir belirteci 

olmayıp aynı zamanda karaciğer fonksiyon bozukluğu gibi çeşitli fizyolojik değişikliklerle 

ilişkilendirilmektedir. Ekzokrin ve endokrin pankreas fonksiyonu arasındaki bağlantı, 

diyabet ve metabolik bozukluklarda belirgindir (134).   

Çalışmamızda serum amilaz düzeyleri bakımından gruplar arasında anlamlı bir fark 

gözlenemedi. Ancak yapılan bir çalışmada kan amilaz ve kan insülin seviyeleri arasında 

ters bir ilişki olduğu, amilazın endokrin pankreas hormonlarının işlevselliği üzerinde 

potansiyel etkisi olabileceği ifade edilmektedir (134). LT ile amilazı ilişkilendiren herhangi 

bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Ancak bir bakteri çalışmasında LT metabolitleri olan L-

glutamin ve L-glutamatın amilaz ekspresyonunu arttırdığı tespit edilmiştir (135, 136).  

Sırasıyla aspartik asit ve alaninin, okzalik asit ve piruvata dönüşümünü katalizlayen 

AST ve ALT enzimleri karaciğer hasarını yansıtan transaminazlardır. Sitozolik ve 

mitokondriyal izoformu olan AST karaciğere ilaveten diğer dokularda bulunmasına 

rağmen ALT karaciğerde yer alan sitozolik enzimdir. Karaciğer hasarı veya hücre ölümü 

gibi durumlarda dolaşımdaki miktarları artmaktadır (137). LDH laktatın piruvata 

dönüşümlü reaksiyonunu katalizleyen önemli bir enzimdir. Birçok dokuda bulunur ve 

küçük bir hasar ile dolaşımda seviyesi artar (138). 
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 Bu çalışmada diyabetik sıçanlarda karaciğer hasarının göstergesi olan serum LDH, 

ALT ve AST seviyelerinde, ve ALT/AST oranında anlamlı yükselme gözlendi (p<0.05) 

(Tablo 11). Bulgularımızı destekler şekilde yapılan çalışmalarda STZ ile uyarılmış 

diyabetik sıçanlarda ALT, AST ve LDH seviyelerinin yüksek olduğu ifade edilmiştir (136, 

139, 140). Ayrıca Tunalı ve ark. (141)’de STZ ile indüklenen diyabetik sıçanların 

karaciğer dokusunda LDH enzim düzeyini yüksek bulmuşlardır. Çalışmamızda LT, sadece 

diyabetik sıçanların serum LDH düzeyini biraz azaltmasına rağmen bu azalma istatistiksel 

olarak anlamlı değildi (p>0.05). Diğer taraftan Malkoç ve ark. (8) deneysel olarak septik 

oluşturulmuş sıçanlarda, LT’nin ALT seviyesine anlamlı bir etkisi yokken, LDH ve AST 

seviyesini düşürdüğünü bulmuşlardır.   

Glisin, sistein ve glutamik asit amino asitlerinden oluşan bir tripeptid olan ve "ana 

antioksidan" olarak anılan GSH yapısında bulunan aktif tiyol grubu, sistein kalıntısının bir 

parçasıdır. Ya doğrudan ROT ve reaktif nitrojen türlerini (RNT) detoksifiye ederek veya 

dolaylı olarak GSH’ye bağlı peroksidazla katalize edilmiş reaksiyonlar yoluyla antioksidan 

fonksiyon gösterir. GSH, yalnızca antioksidan savunma sistemlerine değil, birçok 

metabolik sürece katılır. Bu nedenle, GSSG ve GSH seviyeleri ve oranı ile karakterize 

edilen hücre içi redoks durumu, hücresel sağlığın önemli bir göstergesi olarak kabul edilir 

(142).  

Çalışmamızda okside ve toplam glutatyon düzeyleri değerlendirildiğinde, diyabetik 

sıçanlarda pankreas dokusunda GSSG/TGSH değeri anlamlı yüksek olduğu gözlendi 

p<0.05) (Tablo 12). Pankreas β hücreleri, yüksek ROT üretimi ve düşük antioksidan 

kapasiteleri nedeniyle oksidatif strese duyarlıdır ve bu nedenlede oksidatif stress pankreas 

hücre harabiyetinde önemli rol oynar (143). Diyabette pankreas hücrelerinde G6PDH artışı 

ile artan NADPH, yüksek glukoz ve sitokin salınımı sonucu fagositik hücrelerde NADPH 

oksidaza katkıda bulunur ve süperoksit üretimini arttırır. Pankreasta inflamasyon 

durumunda ROT’un ana kaynağının NADPH oksidaz olduğu düşünülmektedir.  NADPH, 

NADPH oksidaz yolunda rol alacağı için GR vasıtası ile GSSG’nin GSH’a dönüşümünde 

kullanımı yetersiz kalmış olabilir. Bu da GSSG’nın GSH’a dönüşümünü azaltarak GSSG 

düzeyinde artışa yol açabilir. Ayrıca insulinin katlanması için gerekli olan protein disulfit 

izomerazın görevini yerine getirmesinde görevli tiyoredoksin reduktaz enzimi için gerekli 

olan NAPDH yetersizliği insulin düzeyini etkileyecektir (144). Diyabetik sıçanlarda TGSH 

düzeyini pankreas dokusu mitokondrisinde anlamlı yüksek olduğunu, ancak pankreas 

dokusu sitozolünde anlamlı bir farklılıkta olmadığını ifade etmişlerdir (131). 
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Pankreas dokusunda, LT uygulanan diyabetik grupta TGSH ve GSSG düzeyinin, 

LT uygulanmayan diyabetik sıçanlara göre istatistiksel olarak anlamlı olmasa da daha 

düşük (p>0.05, Tablo 12) tespit etmemizin nedeni, LT’nin serum metiyonin seviyesini 

azaltıcı etkisine bağlanabilir (13, 96). Çünkü metiyonin glutatyon sentezi için ana amino 

asit olan sistein sentezi için gereklidir (40, 145). Bu nedenle LT pankreasta sistein düzeyini 

azaltarak TGSH seviyesinde azalmaya neden olmuş olabilir. GSSG düzeyinin de azalması 

GSH yetersizliğine bağlanabilir.  

Diyabetik sıçanlar, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında karaciğer dokusunda 

TGSH ve GSSG/TGSH düzeyleri anlamlı farklılık göstermezken, GSSG seviyesi  anlamlı 

düşük bulundu (Tablo 12, Şekil 13). Burada diyabette GSSG’nin azalması şöyle izah 

edilebilir: Diyabetik sıçanlarda gözlenen insülin yetersizliğine bağlı olarak karaciğerde 

glukoz 6 fosfat birikimi pentoz fosfat yolunu da etkileyerek NADPH üretiminin arttışına 

yol açabilir (132).  Nitekim Tunalı ve ark. (141) STZ-diyabetik sıçanların karaciğerinde 

G6PDH enzim düzeyini yüksek bulmuşlardır (146). NADPH, oksidan antioksidan denge 

metabolizmasında rol alan NADPH oksidaz, glutatyon reduktaz ve NOS enzimleri için 

kofaktör olmakla birlikte lipogenezde de bolca kullanılmaktadır (132).   Burada muhtemel 

NADPH artışı, GR enzimi vasıtası ile GSSG oluşumunda azalışa yol açmış olabilir. 

Nitekim hipotezimizi destekler şekilde Díaz-Flores ve ark. (147) da hafif ve orta 

hipergliseridemik sıçan karaciğerinde GR seviyesinde anlamlı bir fark bulamazken, yüksek 

hipergliseridemisi olan sıçanlarda anlamlı yüksek bulmuşlardır. Diğer taraftan DM da 

karaciğerde glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesinin düştüğü bildirilmiştir. 

Buradaki azalma GSH’ın GSSG’ye dönüşümünü azaltacaktır. Bu nedenle GSSG nin 

üretim ve tüketim yetersizliği diyabetik sıçanlarda GSSG düzeylerinde azalma şeklinde 

yansıyabilir. Ancak bulgumuzu desteklemeyen sonuçlar da mevcuttur. Örneğin Desco ve 

ark. (148),  STZ ile uyarılmış diyabetik sıçan karaciğer GSSG/GSH oranını yüksek 

olduğunu ifade etmişlerdir. Ayrıca, diyabetik sıçanlarda TGSH düzeyini karaciğer dokusu 

mitokondrisi ve sitozolünde anlamlı yüksek olduğunu bulmuşlardır (131).  

Bu çalışmada LT diyabetik olmayanlarda karaciğerde GSSG ve TGSH’ı artırıcı 

yönde etki göstermiştir. Ancak sadece GSSG artışı anlamlı (p<0.05) iken TGSH veya 

bunların oranları anlamlı bir farklılık tespit edilemedi (p>0.05) (Tablo 12, Şekil 13). 

Terashima ve ark. (96) tarafından yapılan çalışmada LT alımından sonra sıçan 

karaciğerinde glutamin ve glisinin artışının belirlenmesi, GSH sentezi için gerekli 

substratları sağlamış olabileceğini göstermektedir (149). LT’nin metabolik ürünü olan 
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etilamin bir alkilamindir ve alkilaminlerde mevalonat yolunda yer alan izopentenil 

pirofosfat düzeylerinde artışa yol açarlar (150). İzopentil pirosfat ise GPX gibi 

selenoproteinlerin sentezinde önemlidir (151). Bu yolla LT, GPX seviyesinde artış 

sağlayarak GSH’ın GSSG ye dönüşümünü arttırmış olabilir. Bu bilgiler, sonuçlarımızı 

desteklemektedir.  

Çalışmamızda LT diyabetik sıçanlarda karaciğerde TGSH düzeyi anlamlı düzeyde 

olmasada yükseltmiş (p>0.05), GSSG ve GSSG/TGSH ise anlamlı düzeyde azaltmıştır 

(p<0.05). Karaciğerde LT direkt kendisi veya metabolitleri olan etilamin, glisin ve 

glutamat üzerinden etkisini sergilemiş olabilir. İnsulin yetersizliğinde karaciğerde amino 

asit metabolizması önemlidir. Karaciğerde glutamat ve glisin artışı ile glutatyon sentezine 

katkı sağlamış olabilir. LT ile serum metiyonin düzeyinin düşmüş olma ihtimali GSH 

sentezi için gerekli sistein düzeyine de muhtemelen yansıyacaktır. Metiyonin, GSH sentezi 

için gerekli olan sistein sağlayıcısı olarak fonksiyon göstermenin yanında metil vericisi 

olan S-adenozil metiyoninin ve homosisteinin sentezine katkıda bulunmaktadır. 

Homosistein ise karaciğerde lipid metabolizmasını değiştirerek ve oksidatif stresi arttırarak 

karaciğer hasarına neden olabilmektedir (152). T2DM riski olan hastalarda metiyonin 

kısıtlamasının yararlı olacağı ve hiperglisemiyi azaltığı belirtilmektedir (153). Bu nedenle 

LT, glutamat ve metiyonin düzeylerini kontrol ederek diyabette karaciğer hasarına karşı 

koyuyucu etki sergilemiş olabilir. Li ve ark. (125), alkolle uyarılmış karaciğer hasarına 

karşı LT’nin oksidatif stresi azaltarak ve antioksidan enzimlerin aktivitesini ve GSH’ı 

arttırarak koruyucu etki sergilediğini ifade etmişlerdir. 

TNF-α, esas olarak makrofajlarda üretilen pleiotropik sitokindir. Akut ve kronik 

sistematik inflamatuar reaksiyonların önemli bir aracısıdır. Diğer sitokin ve kemokinlerin 

salınımında uyarıcı etki sergiler (154).  Ayrıca hücre proliferasyonu, farklılaşması ve 

apoptoz dahil olmak üzere geniş bir fizyolojik olay yelpazesinde rol alır. Pankreas 

adacıklarında glukoza bağlı insülin sekresyonunu azaltmaktadır (155). 

Çalışmamızda kontrol grubu ile karşılaştırıldığında diyabetik sıçanlarda pankreas 

dokusunda TNF-α gen ekspresyon anlamlı ve protein düzeyleri ise anlamsız artmıştır 

(Şekil 14 ve Şekil 16). Pankreasta oksidatif stresin artması inflamatuvar süreçleri tetikler. 

Oksidan duyarlı transkripsiyon faktörleri ve sinyal molekülleri sitokin ekspresyonunun 

indükler (146). DM’da adacıklarda makrofaj infiltrasyonu artmaktadır (156). Bu da sitokin 

salınımına yol açmaktadır. Diğer sitokinlerle birlikte TNF-α apoptozu indükleyerek 

hücrede sitotoksit etki gösterir; β hücre yıkımına aracılık eden otoimmün süreçlerde 
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doğrudan ve dolaylı olarak hareket edebilir (157). Pankreatik β hücrelerinin sitokinlere 

maruziyeti, insülin sekresyonunun önemli ölçüde inhibisyonu ile sonuçlanır. Mitokondride 

ATP üretimini engelleyen süreçler nedeniyle hücresel ATP yetersizliği, insülin 

salınmasının yetersizliğine yol açar (158).  

Çalışmamızda kontrol grubuna göre diyabetik sıçanlarda karaciğer dokusunda 

TNF-α gen ekspresyon anlamlı düzeyde düşük iken, protein düzeyleri ise istatistiksel 

olarak anlamlı farklılık göstermedi (Şekil 15 ve Şekil 17). Protein miktarında protein 

yapım düzeyi önemli olduğu gibi yıkım düzeyi de önemlidir. Bu nedenle ekspresyon ve 

protein düzeyleri arasında fark olabilir (159). Karaciğerde GSSG düzeyini düşük, serbest 

GSH düzeyini yüksek bulmuştuk. GSH yüksekliğinin TNF-α ekspresyonu ve apoptotik 

belirteçleri baskıladığı raporlanmıştır (160). TNF-α ekspresyonundaki azalış bundan 

kaynaklanmış olabilir. Normal koşullarda, TNF-α karaciğer rejenerasyonu sırasında 

hepatosit proliferasyonu için gereklidir, koruyucu etki sergiler. Hasar oluştuğunda ise 

vazodilatasyondan sonra yaralı dokuya hızla göç eder ve daha fazla hücre ölümünü 

baskılar, kök hücreleri aktive eder ve epitelyal proliferasyonu teşvik eder (161). TNF-α gen 

ekspresyon düzeyi ile protein seviyesinin farklı anlamlılık göstermesi bazı çalışmalarla da 

desteklenmektedir. Ziamajidiet ve ark. (162), STZ/NA ile diyabet oluşturulmuş sıçan 

böbreklerinde TNF-α gen ekspresyonu istatistiksel olmayan düzeyde azalma, protein 

seviyesinde ise anlamlı artma gözlemişlerdir.  

LT, pankreas dokusunda TNF-α gen ekspresyonlarını diyabetik olan ve olmayan 

sıçanlarda anlamlı (p<0.05),  protein seviyelerini  ise sadece diyabetik sıçanlarda anlamlı 

olmayan düzeyde düşürdü (p>0.05). Diğer taraftan karaciğer dokusunda diyabetik olmayan 

sıçanlarda ekspresyon ve protein seviyelerini anlamlı düşürürken, diyabetik sıçanlarda 

istatistiksel olarak anlamlı olmayan ölçüde düşmeye neden oldu. LT’nin pankreas dokusu 

TNF-α düzeyine etkisine ait herhangi bir çalışmaya rastlanılmadı. Ancak karaciğer 

dokusunda TNF-α ekspresyonunu veya protein düzeyini azaltarak karaciğer hasarına karşı 

koyuyucu etkiler sergilediğine dair çalışmalar mevcuttur (8, 105). LT, kannabinoid 

reseptörü 1'e yarışmalı bağlanarak glutamin metabolizmasını ve inflamatuvar faktörlerin 

ekspresyonunu inhibe ederek immün fonksiyonları düzenler (3).  

iNOS (NOS2), eNOS ve nNOS gibi L-argininden nitrik oksit oluşumunu 

sentezleyen önemli bir enzimdir (163-165). Diğer NOS’ların aksine NOS2 aktivitesi, 

kalmodulin ile Ca2+ tarafından düzenlenmez ve enzim çok düşük hücre içi Ca2+ 

seviyelerinde bile aktiftir (164). Sağlıklı koşullarda peroksitnitrit kısa ömürlüdür ve zararlı 
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olmadığı kabul edilir. Ancak patolojik koşullarda NOS2 ile üretilmiş NO ve NADPH-

oksidaz ile üretilmiş süperoksit radikalleri önemli ölçüde yüksek seviyede peroksinitrit 

oluşumuna yol açar.  Artan hücre içi peroksinitrit seviyeleri biyomolekülerin oksidayonuna 

neden olur ve mitokondri de dahil hücre içi organellerde hasara yol açar (166). NOS2 ile 

üretilen NO, hem krebs döngüsü hem de elektron taşıma zinciri aktivitesi zayıflatır. Çoğu 

hücre tipi, ATP'nin hücresel seviyelerini korumak için glukoz kullanımını artırarak 

bozulmuş glukoz oksidasyonuna yanıt verir. Bu telafi, glikolizden türetilen piruvat 

üzerindeki laktat dehidrogenaz aktivitesi yoluyla NAD+'nın rejenerasyonu yoluyla sağlanır.  

Çalışmamızda diyabetik sıçanlarda pankreasta NOS2 ekspresyonu artarken protein 

seviyesi azalmıştır. Bu da transkripsiyon ve translasyon sonrası mekanizmaların, mRNA 

bolluğundan bağımsız olarak protein seviyelerini şekillendirebilmesinden kaynaklanabilir  

(167). Birçok hücre tipinin aksine, β hücreleri düşük seviyelerde laktat dehidrogenaz 

eksprese ederler ve glikolizdeki artışlarla bozulmuş mitokondriyal oksidasyonu kompanse 

edemezler (165). Pankreas β hücreleri, NOS'un üç izoformunu da eksprese edebilir. Ancak 

bazal glukoz konsantrasyonlarında, NOS2 yok denecek kadar düşük iken yüksek glukoz 

konsantrasyonlarına NOS2 ekspresyonu artar (164). Fizyolojik durumda, eNOS kaynaklı 

NO pankreasdan insülin sekresyonunu arttırmakta iken patolojik durumda NOS2 kaynaklı 

daha yüksek NO düzeyi insülin sekresyonunu azalttır (168).  

Çalışmamızda diyabetik sıçanlarda karaciğerde NOS2 ekspresyonu azalmıştır. Tüm 

izoformlar hepatik dokuda bulunmasına rağmen, NOS2 ve eNOS en önemlileridir. NOS2 

makrofajlarda bulunur ve proinflamatuar süreçler sırasında indüklenebilir. Ayrıca endotel 

hücrelerinde, hepatositlerde ve hematopoetik kök hücrelerde eksprese edilir. NOS2, diğer 

izoformlardan çok daha büyük miktarlarda NO üretir ve ince düzenlemeden yoksundur; bu 

nedenle, esas olarak nitrozilasyon yoluyla hepatik doku hasarına yol açabilir (169). NO'ya 

bağlı hasar oksidatif stresle artar. Diğer taraftan  NO, NOS2 gen ekspresyonunu NF-κB 

aktivasyonunu önleyerek baskılar (170). NOS2 artışı zararlı gibi gözükse de bazı 

durumlarda koruyucu etkilerde sergileyebilmektedir. Örneğin, NOS2 endotelin-1 gibi 

güçlü vazokonstriktörlerin aşırı ekspresyonunun ortaya çıkan etkilerini ortadan kaldırarak 

kan basıncının düzenlenmesine katkıda bulunur. NOS2 inhibisyonu durumunda beyin ve 

böbrek fonksiyonları bozulabilmekte, aterosklerotik plak gelişebilmektedir. Bu nedenle 

NOS2’nin aslında hastalıkla savaşan koruyucu bir molekül olarak rol oynayabileceğini 

düşünülmektedir (171). NOS2’den türetilen NO, kupffer hücrelerinde NF-kB 

aktivasyonunun aracılık ettiği fibroz ve enflamasyonu önleyerek koruyucu bir rol 
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oynayabilir. NOS2 azlığı kaynaklı NO eksikliği, aşırı lipid birikimi olmaksızın karaciğer 

hasarı ilerlemesini hızlandırır (172). Moleküler seviyede, NOS2’nin baskılanması, hem 

oksijenaz 1’i (HO-1) baskılar, NOS2’nin artması ise HO-1 aktivitesini de arttırır (173). 

NOS2’nin, hepatik glukoz çıkışına aracılık ederek karbohidrat metabolizmasını 

düzenlediği ileri sürülmüştür  (174).  

LT uygulaması, diyabetik olan ve olmayan sıçanlarda, pankreas ve karaciğer 

dokusu NOS2 protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı etkilemedi (p>0.05) (Tablo 

14, Şekil 16 ve Şekil 17). Ancak sadece diyabetik sıçanlarda her iki dokuda da NOS2 

ekspresyonlarını anlamlı düşürdü (p<0.05) (Şekil 16 ve 17). LT glutamat taşıyıcısının 

inhibisyonu ve kalsiyum akışını azaltarak glutamat kaynaklı sitotoksisiteyi azaltmakta, NF-

κB aktivasyonunu engellemekte ve böylece NOS’yi baskılamaktadır (175). 

Kaspaz-3, apoptotik yolaklarda yer alan başlıca efektör kaspazdır. T-hücrelerinin 

aktivasyonunu ve proliferayonunu arttırmakta ve beta-hücrelerini etkilemektedir (176). 

Oksidatif stres ve iflammatuvar süreçlere maruz kalan beta hücrelerinde mitokondriyal 

fonksiyon bozukluğu gerçekleşir. Mitokondride oluşan hasarla mitokondri membranının 

geçirgenliği bozulur ve intraselüler faktörlerin salınımı apoptozu uyararak kaspazları artırır 

(166). Hem T1DM hem de T2DM patogenezinde görülen hücre hasarında, işlev 

bozukluğuna ve hücre ölümüne yol açan yüksek sitotoksik NO üretilir. NO, NOS2 

tarafından üretildiğinde, cGMP aracılı bir yolla pankreas β hücrelerinde apoptozu indükler 

(164). Pankreasda apoptozun artması, β hücre ölümü yoluyla kaybına yol açmaktadır. 

DM’de pankreas apoptozunun arttığını ifade eden literatürler mevcuttur (176, 177). 

Çalışmamızda da diyabetik sıçanlarda pankreasta CASP3 gen ekspresyonu anlamlı ve 

kaspaz-3 protein seviyesi anlamlı olmayan düzeyde artmıştır (Şekil 14 ve 16). Bu da 

apoptozun artması ile DM bulgularını desteklemektedir.  

Çalışmamızda diyabetik sıçanlarda karaciğerde CASP3 gen ekspresyonu 

istatistiksel olarak anlamlı azalırken (p<0.05) (Şekil 15), protein seviyesi istatistiksel 

olarak anlamlı olmayan düzeyde artmıştır (p>0.05) (Şekil 17). TNF ve NOS2 deki 

ekspresyon azalışı CASP3’e de yansımıştır. Khanaki ve ark. (178), STZ/NA ile diyabet 

oluşturulmuş wistar ratlarda 28 gün sonra karaciğerde CASP3 expresyonunu düşük 

bulmalarına rağmen istatistiksel olarak anlamlı fark bulamamışlardır.  

LT, diyabetik olmayan sıçanların pankreas ve karaciğer dokusunda CASP3 gen 

ekspresyonunu baskılamıştır. Diğer taraftan diyabetik sıçanlarda pankreasta ve karaciğer 
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CASP3 gen ekspresyonu ve kaspaz-3 protein seviyesini azaltmasına rağmen anlamlılık 

sadece pankreas kaspaz-3 seviyesindedir (p<0.05).  

Pankreas histopatolojik bulguları göz önüne alındığında kontrol grubunda 

beklenildiği gibi normal seröz asinus ve langerhans adacık yapısı izlendi (Resim 1). DM 

grubunda ise STZ ile diyabet oluşturulmuş DM grubunda pankreas asinus yapısında 

düzensizlik, langerhans adacıklarında yer yer dejenerasyonlar, ödem ve vasküler konjesyon 

gibi mimarı bozukluğu gösteren anormallikler belirlendi (Resim 3). Ayrıca kollajen 

fibriller de izlendi (Resim 5C). Çalışmamızda STZ’nin pankreas dokusunda çok ciddi 

boyutta yıkıma neden olmaması NA kullanmamıza bağlanabilir (121). Adacıklar, adacık 

hücrelerine çevredeki ekzokrin dokudan önemli ölçüde daha fazla kan sağlayan çok sayıda 

endotelyal ve perivasküler hücre bulundurur (179). Çalışmamızda, diyabetin vasküler 

komplikasyonları yansımıştır. Gözlenen hasarlar oksidatif stres göstergesi olan 

GSSG/TGSH, iflammasyon göstergesi olan TNF-α ve NOS2, ve apoptoz göstergesi olan 

kaspaz-3 seviyerlerindeki değişiklikler ile uyumludur. DM grubumuzda insülin seviyesinin 

düşmesi de histopatolojik sonuçları desteklemektedir. Pankreasta adacıklar, adacık hücresi 

insülin salgılanmasını, hayatta kalmayı, farklılaşmayı ve morfoloji/mimariyi koruyan 

hücredışı matriks ile çevrilidirki bu yapı pankreas dokusu mimarisi ve hücre fonksiyonları 

için önemlidir (179). STZ ile oluşturulan diyabette pankreas kanalarında, kan damarları ve 

asiner hücre çevresinde kollajen fibriller de görülebilmektedir. Pankreasta görülebilen 

kollajen artışları, artan serbest yağ asitlerine ve lipid peroksidasyonuna yanıt olarak 

pankreas yıldız hücrelerinin aktivasyonundan kaynaklandığı ifade edilmektedir (180).  

LT uygulamasının diyabetik sıçanların pankreas dokusunda her ne kadar 

biyokimyasal parametrelerinde bazı iyileşmeler gösterdiği tespit edilmiş olsa da, 

histopatalojik yönden anlamlı bir iyileşme belirlenemedi.   

Karaciğer histopatolojisi değerlendirildiğinde diyabetik sıçanlarda anormal 

morfolojik yapılar tespit edilmiş olup hasar skoru kontrol grubuna göre anlamlı yüksek 

bulundu (p<0.05) (Tablo 16, Şekil 19). Vena centralis etrafında olmak üzere hepatositlerde 

dejeneratif değişiklikler, yer yer piknotik nükleuslu hepatositler ve hipereozinofili, 

sinüzoidal aralıkta belirgin genişlemeler ve vazokonjesyon tespit edildi. Ancak normale 

yakın düzeyde kollajen fibriller gözlendi. STZ ile diyabet oluşturulmuş sıçan karaciğer 

dokusunda benzer yapılar izlediğini ifade eden çalışmalar mevcuttur (139). Oksidatif stres 

ve inflammatuvar süreçteki değişikliklerle beraber DM ye bağlı olarak karaciğerde lipid 

birikimi hepatik insülin rezistansını kötüşleştirmekte ve metabolik fonksiyon 
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bozukluklarına neden olduğu ifade edilmektedir (73). Çalışmamızda histolojik olarak 

gözlenen karaciğer dokusu hasarı, biyokimyasal oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz 

parametreleri ile desteklenmez iken, karaciğer fonksiyonları yansıtan ALT, AST ve LDH 

artışı ile desteklenmektedir.  

LT tedavisi, karaciğerde toplam hasar skorunu diyabetik olmayan sıçanlarda 

anlamlı arttırırken, diyabetik sıçanlarda anlamlı azalttı. Diyabetik olmayan sıçanlardaki 

artırıcı etkisi sinüzoidal konjesyondaki hafif artış kaynaklı olduğu söylenebilir. 

Mikroskobik görüntüsünde de normal hepatositlerle birlikte sinüzoidal genişlemeler ve 

konjesyon tespit edildi. Diyabetik sıçanlarda ise hepatosit dejenerasyonu, sinüzoidal 

genişlemeyi azalttı. Bu da LT’nin normal koşularda değilde, patolojik hasar olduğunda 

faydalı etki sergileyebileceğini gösterdi. LT’nin karaciğer dokusu histolojik morfolojisine 

olumlu etkisi, biyokimyasal olarak daha çok oksidatif stres parametresi ile uyumlu idi. 

Sonuç olarak, 28 günlük oral 200 mg/kg LT alımı, STZ/NA ile deneysel diyabet 

oluşturulmuş erkek Wistar sıçanlarda pankreas dokusunda inflamasyon ve apoptoz 

parametrelerini ve karaciğer dokusunda oksidatif stres parametrelerini etkilemiştir. Bu 

dokular ve farklı dokularda, özellikle de diyabetiklerde böbreklerde, etkilerinin olup 

olmadığını hususunda farklı dozlarla, farklı sürelerde, farklı parametrelerle çalışmalar 

yapılması önerilebilir. Ayrıca insanlar üzerinde az sayıda çalışma olmasından dolayı, 

LT’nin insanlar üzerine olan etkisi ve seyri tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle LT 

uygulaması ile ilgili insanlar üzerinde çalışmalara ihtiyaç vardır.  
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