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Diyabet giiniimiizde ¢cok yaygin goriilen ve goriilme siklig1 giderek artan metabolik bir
hastaliktir. Diyabette ilag kullaniminin yani sira alternatif olarak bitkisel kokenli
antidiyabetik 0zellik tasiyan irlinler de kullanilmaktadir. Flavonoidlerin ¢esitli
tirlerinin  antiinflamatuvar, antioksidan, antidiyabetik gibi fitoterapotik etkileri
bilinmektedir. Pankreas beta hiicre hasari tip-2 diyabet hastaliginda énemli bir etkendir.
Tip-2 diyabette olusan hasarin sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte en biiyiik
sebebin oksidatif stres oldugu bildirilmektedir. Flavonoidlerin antioksidan etkileri
bilinmekle birlikte neoeriositrin flavonoidi hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir.
Neoeriositrin, birgok Citrus tiiriinii igeren baz1 bitkilerin meyve 6ziitlerinde ve meyve
sularinda bulunan bir flavonoiddir. Tez c¢alismasinda streptozotosin (STZ)
uygulamasiyla diyabet modeli olusturulan INS-1E pankreas B hiicre hattinda
neoeriositrinin (0,25 pM, 0,5 uM ve 1 uM konsantrasyonlarda) antioksidan ve
antidiyabetik etkisi arastirilmistir. Calismada kristal viyole, tripan mavisi ve akridin

oranj/propidyum iyodit hiicre canlilik testleri ve oksidatif stres degerlendirmesi i¢in



ROS (reaktif oksijen tiirleri) ve malondialdehit (MDA) Slgiimleri yapilmistir. Ayrica,
glukoz miktarina bagli olarak INS-1E hiicrelerinin insiilin cevabina neoeriositrinin
etkisi de belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak antidiyabetik ve antioksidan etkisi bilinen
N-asetil L-sistein (NAC) kullanilmistir. Sonu¢ olarak neoeriositrinin konsantrasyona
bagli olarak hiicre canliligini arttirdig: tespit edilmistir. Diger yandan neoeriositrinin
konsantrasyonuna bagli olarak MDA ve ROS miktarlarini azalttig1 tespit edilmistir.
Glukoz uyariml insiilin testi sonuglarimiz, neoeriositrinin glukoz miktarina bagli olarak
INS-1E hiicrelerinin insiilin cevabinda bir artisa neden oldugunu gdstermistir, ancak bu
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Sonug¢ olarak, ¢alismadan elde edilen
bulgularimiz neoeriositrinin pankreas beta hiicrelerindeki oksidatif hasara karsi

koruyucu olabilecegi ve diyabet i¢in yeni bir aday ajan olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet modelleme, flavonoid, koruyucu etki, neoeriositrin,

oksidatif stres, INS-1E pankreatik beta hiicre hatti
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF NEOERIOCITRIN IN INS-
1E PANCREATIC BETA CELLS IN DIABETIC MODEL
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Diabetes is a very common metabolic disease and its incidence has been increasing. In
addition to use of drugs in diabetes treatment, plant-based antidiabetic products are also
used as alternative. Phytotherapeutic effects of various types of flavonoids such as anti-
inflammatory, antioxidant, antidiabetic, etc. are known. Pancreatic beta cell damage is
an important factor in that leads to type 2 diabetes. In type-2 diabetes, the cause of the
damage is not known exactly, it is asserted that it is mainly because of oxidative stress.
Although antioxidant effects of flavonoids are well known, there is not much
information enough about neoeriocitrin flavonoid. Neoeriocitrin is a flavonoid, which
found in fruit extracts and fruit juices of some plants containing many Citrus species. In
this study, antioxidant and antidiabetic effects of neoeriocitrin (0,25 uM, 0,5 uM ve 1
UM concentrations) were examined in INS-1E pancreas B cell line by exposing to
streptozotocin (STZ) in diabetic model. In this study, cell viability were examined by

crystal violet, trypan blue and acridine orange/propidium iodide analyses; while
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oxidative stress were analysed by reactive oxygen species (ROS) and malondialdehyde
(MDA) measurements. Also, the effect of neoeriocitrin to insulin response of INS-1E
cells according to glucose level in media has been determined. N-acetyl L-cysteine
(NAC), known as antidiabetic and antioxidant, has been used as a positive control. Cell
viability analyses showed that neoeriocitrin increased the cell viability in a
concentration-dependent manner. On the other hand, according to results of oxidative
stress test, neoeriocitrin decreased the ROS and MDA levels depending on the
concentration. Our insulin test results showed that neoeriocitrin caused increase in
insiilin response of the INS-1E cells according to the glucose amount. As a conclusion,
our findings suggest that neoeriocitrin could protect oxidative damage in pancreatic beta

cells and might be as a novel agent for diabetes.

Keywords: Diabetic model, flavonoid, protective effect, neoeriocitrin, oxidative stress,

INS-1E pancreatic beta cell line
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1. GIRIS

Tip-2 diyabet ¢agimizin en &nemli ve en yaygin hastaliklarmdan biridir. Ozellikle
giiniimiizde insanlarin yasam kalitesini azaltan ve farkli diger hastaliklarla iligkisi olan
kompleks bir hastaliktir. Tip-2 diyabet hastasi insanlarin diyabete bagli baska
hastaliklara da sahip olabildigi belirlenmistir. Ozellikle bu hastaliklarin basinda obezite
diyabet birlikte anilmaktadir [1]. Viicuttaki yag oraninin artmastyla birlikte tip-2 diyabet
hastalig1 da ayni1 oranda artis gostermektedir. Viicuttaki yag oraninin artmasiyla birlikte
obezite hastaliginin diyabet hastaligini tetiklemesi ile yeni bir terim olan “diabesity”
ortaya c¢ikmustir. Tip-2 diyabet hastaliginin ilerlemesi sonucunda kardiyovaskiiler
hastaliklar, nefropati ve korliikk gibi komplikasyonlar hastalikla birlikte gelisebilmekte
veya bu hastaliklar1 bulunan insanlarda zaten tip-2 diyabet tespit edilmektedir [2]. Tip-2
diyabet hastaliginin degerlendirildigi 1980 yilindan 2014 yilina kadar yapilan ¢caligmada
108 milyon kisi diyabet hastasiyken 2014 yilinda bu say1 422 milyon diyabet hastasi
olarak tespit edilmistir. Diyabet hastalig1 kisinin yasam kalitesini diisiirmekle kalmayip
insanlar ilaglarin maliyetine kars1 ekonomik zorluk yasamaktadir [3]. Tip-2 diyabet ¢ok
yonli bir hastalik olup tedavisi i¢in ilaglar yetersiz kalmaktadir ve ilag¢ tedavilerinin
yetersizliginde alternatif yontem arayislarina gidilmektedir. Alternatif arayislardan biri
bitkisel kaynakli ¢oziimlerdir ve ilaglarin olusturdugu yan etkiler olmaksizin diyabet
hastaliginin tedavisinde ek bir yontem olarak gosterilmistir [4,5] Pankreas insiilin ve
glukagon hormonlarini salgilayan 6nemli bir endokrin organ olmakla birlikte viicudun
metabolizmasia onemli bir katkis1 bulunmaktadir. Diyabet hastaliginda bu salgilarin
diizeninin bozulmas1 veya pankreas hiicrelerinin hasara ugrayip endokrin hormonlarin
salgilanmamas1 s6z konusudur. Diyabet hastaligmin sebeplerinden biri olan oksidatif
stres, pankreas hiicre hasarma yol agmakta ve bu sekilde diyabet hastaligima zemin
olusturmaktadir. Cesitli flavonoidlerin in vitro ve in vivo c¢alismalarda pankreasi

koruyucu ve insiilin salimini arttiric1 6zellikleri ortaya koyulmustur [6,7].

Tez kapsaminda yapilan caligmada, sican pankreas beta hiicre hatti olan INS-1E
hiicreleri kullanilarak streptozotosin ile olusturulan diyabetik modelde oksidatif strese
karst bir flavonoid olan neoeriositrinin koruyucu etkisi arastirilmistir. Diyabet
hastaliginda 6nemli bir etken olan diisiik ve yiiksek glukoz uyarimiyla pankreatik beta

hiicrelerinden insiilin salimi dl¢lilmiistiir.



Ayrica neoeriositrinin koruyucu etkisi kristal viyole, tripan mavisi boyama ve akridin
oranj/propodyum iyodid hiicre canlilik testleri, oksidatif stres belirteci ROS 6l¢liimii ve

lipid peroksidasyon belirteci MDA 0l¢limii yapilarak arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabet Hastahig1

Cagimizda diyabet hastas1 olan insanlarin sayilarinin  giin  gectikce artmasi
ongoriilmektedir. Uzun zamandan beri bilinen bu hastalikta ozellikle iilkelerin
ekonomik ve kiiltlirel yapilar1 da onemli bir rol oynamaktadir. Yas ve cinsiyet de
parametreler arasinda olup degerlendirmeler buna gore yapilmaktadir [8]. Yillardir tip-1
diyabetin sebebinin insiilin salgilanmamas: oldugu bilinmekteydi. Tip-2 diyabet
genellikle insiilin direnci olarak bilinmekteydi. 1960’l1 yillarda tip-2 diyabet
hastalarinda pankreastan salgilanan insiilin miktarindaki degismelerle bu yargi ortadan
kalkmistir [9]. Bu yiizyilda teknolojinin gelismesi ile beslenmedeki diizensizlik ve
hareketsizlik nedeniyle diyabet hastasi olan insanlarin sayis1 katlanarak artmaktadir.

Insanlar uzun siiredir diyabet hastaligina tedavi arayis1 i¢indedir.

Bilimsel olarak Diabetes mellitus olarak tanimlanan diyabet, pankreas beta hiicrelerinin
insiilin saliminda ve/veya insiilinin diger organlar tarafindan alinmasinin engellenmesi
ile olusan hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Hiperglisemi ise kandaki
glukoz miktarmin yiiksek seviyede olmasiyla tanimlanir. Kronik olarak goriilen
hiperglisemi de c¢esitli organlarda uzun siireli hasarlar ve fonksiyonlarinda bozukluga
sebep olabilirken o6zellikle goz, vaskiiler sistem, noronlar ve kalp olumsuz etkilenir.
Diyabetin bir¢ok sebebi olabilir ve otoimmiin sebepli beta hiicrelerinin hasara ugramasi
sonucu insiilin salimi azalir ve doku hiicreleri yeterli insiilin alamadig1 i¢in ¢esitli
komplikasyonlara yol agar. Insiilin yeteri kadar hedef organlar tarafindan almamadig1
zaman protein, karbohidrat, ya§ metabolizmalarinda ve ¢esitli hormonlarin
diizenlenmesinde problemler yasanmaktadir. Diyabetin akut etkisi ketoasidosis ve
ketotik olmayan hiperosmolar sendromdur. Diyabetin uzun siireli etkisi olarak gdérme
bozukluklari, retinopati, noral bozukluklardan kaynakli noéropati, ayak filseri, damar
sisteminde bozukluklar ve cinsel bozukluklar goriiliir. Diyabetle birlikte insanlarda

hipertansiyon sikligiin arttig1 tespit edilmistir [10,11].



2.2. Diyabet Cesitleri ve Nedenleri

Diabetes mellitus temelde tip-1 ve tip-2 diyabet olarak ikiye ayrilir. Tip-1 diyabet
genetik etkenli olarak bilinir. Tip-2 diyabete gore daha az siklikta goriilmektedir. Tip-1
diyabet, viicudun kendi otoimmiin sisteminin pankreastaki adacik hiicrelerine saldirarak
yok etmesiyle ortaya ¢ikar. Bu olay makrofaj ve T hiicreleri ile veya dolayli olarak
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile ger¢eklesmektedir [10,12]. Literatiirde Tip-1 diyabet
insiiline bagimli diyabet olarak geg¢mektedir. Tip-1 diyabetin olusmasida genetik
yatkinlik kadar ¢evresel faktorlerin de etkili oldugu gosterilmistir [13].

Tip-1 diyabet hastaligmma neden olan c¢evresel etkiler; viriitik, D vitamini eksikligi,
ultraviyole 1sinlar1 gibi etkenler s6z konusudur. Viicuttaki bagisik sistemi makrofajlari
ve T hiicreleri baz1 sitokinleri iiretir. Interlokin-22 (IL-22), interferon-a (IFN-a) ve
timor nekroz faktorii-b (TNFb) gibi faktorler tip-1 diyabetin gelismesine neden olabilir.
Sitokinler tarafindan apoptotik siire¢ tetiklenir. Bu yollarla pankreastaki hiicrelerde geri
doniisiimii olmayan hasarlar olusur ve beta hiicrelerinden insiilin saliminin azalmasina
bagl olarak kan sekeri degerleri yliksek seviyede seyreder. Bu durumda viicuttaki seker

depolanamaz ve ihtiya¢ halinde kullanilamaz duruma gelir [14,15].

Tip-2 diyabet tek yonlii bir hastaliktan ziyade ¢ok yonlii bir hastaliktir. Cesitli
caligmalarla tip-2 diyabetin obezite ve insiilin direnci ile baglantili oldugu ortaya
koyulmustur. Kisilerin yasam sekillerine bagh olarak insiilin direncinin duyarliliginda
diizenli egzersiz, beslenme aligkanliklar: biiylik bir etkendir. Tip-2 diyabet baslangicta
insiilin direnci ile baglayip beta hiicrelerinin kaybiyla sonuglanir. Insiilin direnci kas,
karaciger ve yag dokularmin yeterli miktarda insiilin alamamasi ve insiiline
duyarsizlagsmasiyla tanimlanabilir. Tip-1 ve tip-2 diyabet temelde pankreas beta
hiicrelerinin zarar gormesiyle sonuglanir. Yalnizca hastalia neden olan sebepler
farklidir. Tip-1 diyabet genetik olarak immiin sistemden kaynaklanan bir problemden
olusurken, tip-2 diyabet genetik yatkinlikla beraber beslenme, hareketsizlik, stres gibi
sebeplerle meydana gelir [16].

Normalde kanda bulunan glukoz ile insiilin salgilanmasi karsilikli cevap veren bir
sistemdir. Pankreas beta hiicreleri glukoza karsi olduk¢a duyarlidir. Insiilin yalnizca
glukoz varliginda salgilanmaz, ayn1 zamanda pankreas beta hiicreleri amino asitlere ve
yag asitlerine de duyarl oldugu i¢in onlara kars1 bir yanit da verebilir. Yine de baskin

olarak insiilin yanit1 saglayan glukozdur. Glukozun oral olarak alimi bile birka¢ dakika



icerisinde pankreas beta hiicrelerinde insiilin salimini arttirir. Tespit edilen pankreas
beta hiicrelerinin hasar1 sonrasi erken belirtilerden birisi insiilin salgisinin diizensizligi,
glukoza verdigi cevaptaki farkliliklar ve glukoz-insiilin baglanmasimin bozulmasi yer
almaktadir ve insililin direnci olugmaktadir [17]. Glukozun siirekli olarak viicutta
birikmesi zarar verir. Bu durum glukotoksisite olarak adlandirilir. Birgok organa zarar
vermekle birlikte glukotoksisite diyabet hastalig1 i¢in en 6nemli organ olan pankreasa

zarar verir [6,18].

Hiperglisemi, tip-2 diyabette siirekli olmas1 halinde diger organlardaki yan etkileri harig¢
pankreastaki insiilin salimindan sorumlu beta hiicrelerini de tahrip etmekte ve kiside bu
insiilin yetersizligine bagli olarak viicutta gereginden fazla miktarda glukozun
kalmastyla glikotoksisite olusturmaktadir [16]. Saglikli insanlarda glukoz, pankreas beta
hiicrelerinden insiilin salgilanmasi i¢in bir tetikleyici gorevi gormektedir. Glukozun
hiicre i¢ine alinmast GLUT-2 tasiyici proteiniyle gerceklesir ve hiicre i¢i-dist glukoz
homeostazin korunmasmi saglar. Glukoz metabolizmasinda ATP miktarinin

homeostazisi de hiicre i¢inde veya disinda ¢ok 6nemlidir [17].

2.3. Pankreatik Beta Hiicrelerinde insiilin Salgilama Mekanizmasi

Saglikli bir bireyde pankreatik beta hiicrelerinin glukoz ile uyarilmasiyla insiilin
salgilanmas1 gerceklesir. Ancak uyaran olmadan siirekli insiilin salgilanmasi, insiilin
metabolizmasinin diizenlendigi yolakta bir sorun oldugunu gosterir. Saglikli insanlarda
pankreas beta hiicrelerinde salgi graniilleri i¢inde insiilin proinsiilin halinde
bulunmaktadir. Proinsiilin gelen uyarimla birlikte insiiline ve C peptite ayrilir. Diyabet
hastaliginda ise proinsiilinin insiiline donilistimii de engellenmektedir. Bu nedenle
proinsiilinin parcalanmasi tamamlanmadig1 i¢in salgilanirken proinsiilin ve insiilin
olmak {lizere iki ayr1 protein olarak pankreastan salgilanir. Yapilan klinik arastirmalarda
tip- 2 diyabet hastalarinda proinsiilin miktarinda %8 artis saptanmustir [19]. Tip-2
diyabetin olusmasindaki esas sorun pankreatik beta hiicrelerin zarar gérmesi ve insiilin
salimindaki azalmadir. Hipergliseminin ortaya c¢ikmasiyla birlikte pankreas beta
hiicrelerinde kiitlesel azalma baglar. Obez olan hastalarin ¢ogunda insiilin direnci
goriilmektedir. Geri kalan kisminda ise tip-2 diyabet hastaligi da goriilebilmektedir.
Glukoz uyarimhi insiilin salim1  (GSIS) diyabet hastalarinda diisiik seviyede



seyretmektedir. Pankreas beta hiicrelerindeki fonksiyon azalmasi ve kiitle azalmasina

bagli olarak diyabet hastalig1 goriilebilmektedir [20].

Tim memelilerde beslenme sonrasi, insiilin salimi hizli ve yiiksek oranda gergeklesir.
Baslica etken glukoz olmasina ragmen onun yaninda serbest yag asitleri, amino asitler
ve bazi regiilatorler de dahil olmak iizere insiilin saliminin uyarilmasinda yardimci
etkenler gerekmektedir. Besinler sindirilip emilirken kalin bagirsaktaki enteroendokrin
hiicreleri (L hiicreleri) uyarilir. Bu uyarimla birlikte glukagon benzeri peptit-1(GLP-1)
ve gastrointestinal inhibitor polipeptidi (GIP) insiilin salimini saglayan proteinlerdir.
Metabolik olarak pankreatik beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasi i¢in uyari gerekir.
Temelde mitokondride glukoz metabolizmasinda meydana gelen bir dizi etkilesim
gerceklesir. Beta hiicrelerinde 3 tane iyon kanali vardir. Bunlar: K kanali, voltaj kapili
Ca™ kanali ve kalsiyum kanali (Kv)'dir. Glukoz uyarimiyla birlikte Kv kanal
repolarize olur ve Ca™ kanali ile Ca™ iyon gecisi durdugu 6ne siiriilmektedir. Kv kanali
hiicreye giren glukoz miktarina gore insiilin salgilanmasini belirleyen 6nemli bir
homeostatik gorev yapmaktadir. Membran potansiyeli degistiginde K kanali kapanir ve
voltaj kapili Ca™ kanalimin agilmasiyla hiicre igerisine Ca™* girisiyle birlikte insiilin
salimi gergeklesir. Glukozun artigi ile ATP/ADP oraninin artmasiyla glukoz, glikoliz ile
piruvata pargalanir ve piruvat oksidatif giris yolu olan piruvat dehidrogenaz veya
piruvat karboksilaz yolu ile mitokondrideki krebs dongiisiine girer. Krebs dongiisiinden
izositrat ve sitrat, sitrat-izositrat tasiyici ile sitozole geger. Sitozolde sitrat izositrata
cevrilir. Son olarak da izositrat NADPH ile a-ketogluterata ¢evrilir. GTP, NADPH ve a-

ketogluterat insiilinin salinmasinda tetikleyici faktordiir ve GSIS’1 saglar [20-22].

2.4. Tip-2 Diyabette B-Hiicrelerinin Hasar Nedenleri
Tip-2 diyabetin altinda yatan nedenlerden en 6nemlileri;
1) Insiilin direnci

2) B-hiicresel fonksiyonlarin bozulmasi

Bu nedenlerin altinda yatan bireysel duyarlilik, cevresel ve genetik etkenler gibi

degistirici faktorler olmasina ragmen insiilin direnci ve pankreas B-hiicrelerinin



fonksiyon bozuklugu goriilen en temel nedenlerdir. Asir1 beslenme ve obeziteyle ortaya
c¢ikan insiilin direnci, kronik inflamasyon, genetik duyarlilik ve metabolik zorlanmalar
pankreas beta hiicrelerinde olumsuz degisiklikler yapar. Pankreas beta hiicreleri
sayisinin azalmasi ve fonksiyon bozuklugu tip-2 diyabet belirtileridir. Pankreas beta
hiicrelerindeki kiitle kayb1 ve fonksiyon bozuklugunun sebepleri; inflamatuar stres,
endoplazmik retikulum stresi, oksidatif stres, amiloid stres ve pankreas adaciklarinin

biitlinliigiinli koruyamamasidir [23].

Bozulmus karbohidrat metabolizmasi ve gelismekte olan insiilin direnci, hiperglisemiye
yol acan insiiline bagimli diabetes mellitus’un ana sebeplerindendir. Karbohidratlarin
sindirim ve absorpsiyonunda bozulma, glikojen depolarinin tiikenmesi, artan
glikoneogenezis, B-hiicresi disfonksiyonu, periferik dokunun insiilin direnci ve insiilin

sinyal yolaklarindaki hatalar hipergliseminin 6nemli nedenleridir [24].

2.5. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, metabolizmadaki antioksidan ve oksidan dengesinin bozulmasiyla
ortaya ¢ikan ve pek ¢ok hastaliga ve doku hasarina sebep olan en 6nemli etkenlerden
biridir [25]. Hiicrei¢i antioksidan ve oksidan metabolizmasi dengede oldugu siirece
oksidatif stres olusmaz. Ancak antioksidanlarin azalmasi ile hiicrede apoptoz veya
nekroz yolakli 6liime neden olurlar. Oksidatif stresin olugsmasinin altinda pek ¢ok sebep
yatar. Bu sebepler ¢evresel kaynakli ve metabolizma kaynakli olabilir. Cevresel
faktorler olarak radyasyon, sigara, endiistriyel atik sular, kimyasallar gibi pek ¢ok faktor
etki eder. Metabolik olarak karbohidrat, yag ve protein yikiminda da agiZa cikabilirler.
Sonug olarak reaktif oksijen tiirleri metabolizmanin dogal olarak {tirettigi atiklar olup

denge bozulursa (Sekil 2.1.) oksidatif stres durumu ortaya ¢ikar [26,27].
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Sekil 2.1. Hiicre i¢i oksidan-antioksidan dengesi [26]

Serbest radikaller, atom veya molekiillerin son yoriingelerinde eslesmemis
elektronlarmin bulundugu formlaridir. Stabil durumda olmadiklari i¢in diger eslesmis
atomlardan elektron koparma egilimindedirler. Elektron koparmasiyla birlikte diger
atom ve molekiillerin yapist bozulmaya baglar. Mitokondrideki oksidasyonla birlikte

serbest radikaller olusarak ¢esitli makro ve mikro molekiillere zarar verir.

Baslica serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri olarak iki
cesittir. Aerobik solunum yapan biitiin canlilarda oksijenin kullanilmasi sonucu elektron
tagima sisteminde serbest oksijenin su ve ATP’ye doniistiirtilmesinden arta kalan ¢ok az
bir kismi hiicre igerisinde ROS’ni olusturur. Bu durum hiicre i¢i savunma sistemi olarak
baslamasima ragmen antioksidan metabolizmasinin bozulmasiyla birlikte hiicreye zarar
vermektedir. Serbest radikaller ilk 6nce hiicre icinde meydana gelmeye baslar ve daha
sonra devam eden zincir reaksiyonlarla tekrar tekrar olusarak bir dongii ve siireklilik

sonucu serbest radikaller ortaya ¢ikar [27,28].

Hiicrede belirli bir dengede tutulan reaktif oksijen tiirleri homeostazisin bozulmasiyla
hiicrede oksidatif stres olusturur. Bu durumda serbest oksijen lipitlerin, proteinlerin ve
DNA’nin yapisin1 bozarak kendini eslemeye calisir. ROS’nin baglica en Onemlileri:

Stiperoksit anyonu (O, ), hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikali (OH")’dir [29,30].

Reaktif oksijen tiirlerinin olusmasin da endojen kaynakli ve ekzojen kaynakli olarak iki

grupta toplayabiliriz. Ekzojen kaynakli olarak sigara, agir metal iyonlart ROS



olusumuna neden olabilir. Endojen kaynakli olarak Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu
olarak iki sekilde gerceklesir. Haber-Weiss reaksiyonunda demir (Fe®) iyonlarinin
stiperoksit anyonu ile indirgenmesiyle hidrojen peroksit olusur. Fenton reaksiyonunda

Fe™ iyonunun yiikseltgenmesi ile hidroksil iyonu olusur (Sekil 2.2.) [30-32].

Metal** + -0 = Metal’* + 0, Haber—Weiss
Metal*" + Ha0; = Metal®" +OH ™ + -OH  Fenton reaction

Sekil 2.2. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

Endojen kaynakli reaktif oksijen tiirleri hiicrenin kendi metabolizmasi tarafindan
olusturulur. Solunum yoluyla alinan oksijenin mitokondriyal elektron tasima sisteminde
sitokrom oksidaz tarafindan su molekiiliine cevrilirken serbest oksijen, siiperoksit
anyonu olarak mitokondrideki krebs dongiisinde NADPH ile reaksiyona girer.
Siiperoksit anyonu hidrojen peroksite katalizlenir. Protein, lipid ve DNA yapisini bozan

en 0nemli reaktif oksijen tiirli olan hidroksil anyonudur [32].

Kandaki seker miktarinin normal seviyesinden fazla olmasina bagli olarak glukoz
toksisitenin olugmastyla birlikte oksidatif stres olusumunu destekledigi patolojik yonden
kanitlanmuistir [33]. Oksidatif stres cesitli kosullarda ortaya c¢ikarak farkli sekillerde
hiicresel hasara neden olur. Hiicre icerisinde gerceklesen oksidatif stres, temelde
pankreas B hiicrelerinde iki farkli hasara neden olur. Hiicre DNA’sin1 hasara ugratabilir
veya endoplazmik retikulumda Ca™ seviyesi azalmasi ile etki mekanizmasim gosterir

[34].

Tip-2 diyabetli bireylerde yapilan caligmalarin sonucunda pankreas B hiicrelerinde
kiitlesel bir azalma goriilmesinin apoptozun artmasma bagli oldugu bildirilmistir.
Obezite hastalarinda yapilan ¢alismalarda ozellikle pankreas B hiicrelerinin sayisal
olarak azaldig1 tespit edilmistir. Aghik kan sekeri yliksek olan hastalarda B-hiicre
kiitlesinin %350 azaldigi, tip-2 diyabetli hastalarda ise %63 oraninda bir azalma
saptanmustir [35]. Diyabet hastaliginin sebeplerinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in Oncelikle
hiicresel diizeyde mekanizmanin agikliga kavusturulmasi gereklidir. Yapilan

caligmalarda, insanlardan alinan pankreas B hiicrelerinin in vitro kosullarda glukagon



benzeri peptid-1 (GLP-1) varliginda ve yoklugunda yapilan testlerde en etkili faktor
GLP-1 olarak tespit edilmistir [36].

Hiicrelerde oksijenli solunum ile mitokondride agiga ¢ikan hidrojen peroksit ve serbest
oksijen hiicrenin kendini savunma mekanizmalarindan biri olarak gorev yapmaktadir.
Ancak hiicrede bu denge bozuldugunda oksidatif stres hiicreyi 6liime gotiirmektedir.
Ozellikle bu dengeyi saglayan enzim sistemi de bulunmaktadir. Oksidatif stresi onleyen
enzimlere antioksidan enzimler adi verilir. Ozellikle pankreas yapis1 geregi oksidatif
strese daha duyarli ve daha hassastir. Hiperglisemi 6zellikle oksidatif stres pankreasta
hasar verici boyutlara ulagir. Kandaki yiiksek glukoz oksidatif stres olusumunu tetikler.
Pankreas B hiicreleri glukozun artigina bagli olarak yiiksek miktarda instilin GLUT-2 ile
taginir. Antioksidan enzimlerin yetersiz ifade olmas1 hiicrede oksidatif stres olusturur.

Pankreas 8 hiicrelerinde birgok ROS olusum yolag: vardir [37].
Bunlardan en etkili olanlart:

e Mitokondri elektron tagima sistemi [38]
e Hekzoaminaz yolu [39]
e Glikolizasyon yolag1

Bu yolaklar igerisinde en fazla oksidatif stres olusumu glikolizasyonda goriilmektedir.

Normal durumda glukoz ilk 6nce glikoliz ve oksidatif fosforilizasyon dongiisiine girer.
Ancak diyabet hastasi olan kisilerde glukozun gliseraldehit olusumu engellenir.
Glikolizasyon yolaginda gliseraldehit-3fosfat glikasyonu sirasinda ROS olusumuna
neden olur. Fruktoz-1:6-bis-fosfatin glukozamine doniismesi ile hekzoaminaz yolagina
girmesi ile ROS {iretilir. Mitokondrideki elektron tasima sisteminde elektron kacgaklari

ROS olusumuna sebep olmaktadir [40,41].

2.6. INS-1E Hiicre Hatt1

Diabetus mellitus hastalig1 ile ilgili yapilan c¢aligmalarda c¢esitli hiicre hatlar
kullanilmaktadir. Insiilin salgilayan hiicre hatlar1 sigan insiilonoma hiicre hatt1 (RIN),
sigan insiilonoma hiicre hatt1 (INS), transforme beta hiicre hatlar1 ve transgenik fareden
elde edilen insiilin salgilayan beta hiicre hatlar1 olan transgenik C57BL/6 fare

inslilonoma hiicre hatt1 (MIN) ve hamster pankreatik beta hiicresi (HIT) gibi pankreas
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hiicre hatlar1 bulunmaktadir. Hiicre hatti kullanmanin avantaji protein fonksiyonlari,
hiicre sinyalleri gibi hiicresel aktiviteleri incelemek i¢in uygun olmaktadir [82]. INS-1E
pankreatik hiicre hatti P. MAECHLER ve digerleri tarafindan INS-1 insiilonoma
hiicrelerinin insiilin stabilitesi saglanarak {retilmistir. INS-1 hiicreleri glukozun
varligina cevap olarak insiilin salgilamasi 6zelligi olmasina ragmen hiicresel fonksiyon
stabilitesi saglanamadigi i¢in yeni bir hiicre hatti iretilmigtir. INS-1E hiicre hatti insiilin
salgilamas1 bakimindan stabilitesi saglanabilmis ve uzun siire yaklasik 116 pasaja kadar

verimli sonuglar vermistir [42].

2.7. Streptozotosinin Pankreatik B-Hiicrelerinde Etkisi

Tip-1 ve tip-2 diyabet hastaliginin in vitro ve in vivo kosullarda modellenmesi igin
streptozotosin (STZ), hidrojen peroksit, alloksan gibi maddeler kullanilmaktadir [43].
Streptozotosin ilk bulundugunda antibiyotik olarak kullanilmistir. Ancak antibiyotik
olarak kullanimi sonucunda pankreasta biiylik hasara sebep oldugu belirlenmistir. Bu
sebeple pankreasla ilgili modelleme c¢alismalarinda kullanilmaktadir (Sekil 2.3.) [43].
Deneysel ¢aligmalardaki diyabet modellemelerinde STZ kullanilmasinin sebebi STZ nin
pankreas B hiicrelerinde glukoza benzer yapisindan dolayr ROS olusturmasi ile insiilin
tastyic1 kanallar olan GLUT-2’ye zarar vermesidir [44]. STZ, ROS ve nitrik oksit
olusumuna neden olur. STZ ozellikle DNA, protein, lipidlere etki ederek bu
molekiillerin pargalanmasina sebep olmaktadir. DNA’da kiriklara yol acarak hiicreyi
apoptoza gotiiriir [45]. STZ pankreas B hiicrelerinde nekroza da yol agmaktadir.
STZ’nin stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikallerinin tiretilmesine sebep olan
poli-ADP ribozilasyonunun aktivasyonunu baglatabilecegi tespit edilmistir [46]. STZ
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in INS-1 hiicre hattinda yapilan ¢alismada apoptoza

yol acan miktarin diislik, nekroza yol acan miktarin yiiksek oldugu bulunmustur [47].
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Sekil 2.3. Streptozotosinin pankreas beta hiicrelerine etkisi [48]

2.8. Diyabette Bitkisel Kaynaklar

Polifenoller, bitkilerin birgogunda bulunan fitokimyasal bilesikler olup, 8000’den fazla
bitki tiirinde bulunmaktadir. Bunlardan pek c¢ogunu tiikettigimiz bitkisel besin
kaynaklar1 icermektedir. Meyve, sebze, tahil, baklagiller, ¢ay, kahve, sarap ve kakao
gibi pek cok bitkisel kokenli gida polifenolleri icermektedir. Polifenoller yapisal olarak
pek ¢ok farkli sekilde bulunmakta ve gesitlilik gostermektedir. Aromatik halkalarindaki
hidroksi gruplarina gore pek ¢ok ana gruba ayrilmistir. Cesitli gruplara ayrilmasma
ragmen en basta gelenleri fenolik asitler, fenolik alkoller, stilbenler, lignanlar ve
flavonoidlerdir [49]. Son yillarda polifenollerle ilgili tibbi amacli ¢aligmalar oldukga
fazla yapilmaya baglanmistir ve kronik hastaliklarda iyi sonuclar elde edilmistir.
Ozellikle geleneksel tedaviler dogrultusunda pek c¢ok bitkinin diyabet hastaligi igin
koruyucu veya iyilestirici etkisi oldugu bilinmektedir [50,51].

Polifenollerin alt gruplarindan birisi olan flavonoidler iki aromatik halka olan A ve B
halkast igerirler ve oksijenlenmis bir heterosiklik halkayr olusturan bir 3-karbon

zinciriyle baghh olan C halkasiyla da baghdirlar. Flavonoidler temelde 6 gruba
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ayrilmaktadir. Flavan-3-ol, flavanonlar, flavonollar, antosiyanidinler, flavonlar ve
izoflavonlar olmak tizere C halkasimin genel yapilarindaki farkliliklara, halkalardaki
islevsel gruplara ve B halkasiin C halkasina baglandigi yere gore gruplandirilmaktadir.
Flavonoidlerin insan saghigi agisindan 6nemli faydalar1 bulunmaktadir. Antioksidan
ozellikleri oldugu bilinen bu bilesiklerden flavanonlar, ¢ay, kirmizi {iziimde ve
turunggillerde bulunur, flavonlar yesil ¢ay yapraklarinda, izoflavonlar baklagillerde,
flavanoller cogu bitkide, antosiyaninler kirmizi, mor ve mavi meyvelerde bulunmaktadir

[52].

Ozellikle Citrus (narenciye) cinslerinde bulunan neoeriositrin 1971 yilinda satsuma
narenciyesi, Takumanatsukunenbo, genclik meyvesi gibi sitrus ailesine ait bitkilerin
oziitlerinden izole edilmistir. Neoeriositrin, eriodictyol 7-O-neohesperidoside olarak
bilinmektedir. Bu bitki 0Oziitlerinde belirli miktarlarda neoeriositrinin varligi tespit
edilmigtir [53]. Neoeriositrin flavonoidi (Sekil 2.4.) gruplandirma yapildiginda
polifenollerden flavonoidler igerisinde ve flavanon sinifi altinda yer almaktadir.
Flavanon smifinda olan, kimyasal yapist neoeriositrine benzeyen ve metabolik
hastaliklarda tedavi icin kullanilan naringinin ve eriositrinle yapilan c¢alismalarda

oldukca etkili sonuglar elde edilmistir [54,55].

Neoeriositrin

Sekil 2.4. Neoeriositrinin kimyasal yapisi

Flavonoidlerin oksidatif stresi onleyici etkileri bilinmektedir. Ancak antioksidan etki
flavonoid ¢esitine ve hiicre ya da doku tipine gore degisebilmektedir. Bir flavonoid olan
neoeriositrinin antioksidan ve antidiyabetik etkisi bilinmemektedir. Neoeriositrin bazi
bitkilerin meyve oOziitlerinde ve meyve sularinda farkli miktarlarda bulundugunu

gosteren ve flavonoid karigimlari seklinde uygulamalarm yapildigi ¢alismalar olmakla
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birlikte neoeriositrinin tek basmna antioksidan ve antidiyabetik etkisiyle ilgili ¢alisma
bulunmamaktadir. Ozellikle Citrus cinslerinde bulunan turunggillerden bazilarinda
limon ve bergamot gibi c¢ok tiiketilen bitki ve meyvelerde bulunmaktadir. Ayrica
portakal ve greyfurt meyve suyunda neoeriositrinin varlig tespit edilmistir. Naringinin
flavonoidi ile kimyasal yapisinin olduk¢a benzer olmasi ve naringinin antioksidan

0zelligi nedeniyle neoeriositrin diyabete karsi potansiyel koruyucu etkiye sahip olabilir.

Rutaceae ailesinden Poncirus trifoliata (L.)’nin fitokimyasal analizi, hipoglisemik ve
antioksidan etki degerlendirmesinin yapildig1 bir calismada, hipoglisemik etkisi
karbohidrat hidroliz enzimlerinin inhibisyonu yoluyla analiz edilmistir. Antioksidan
bilesiklerin a-amilaz ve a-glikosidaz inhibisyonu gibi tip-2 diyabet ile iliskili biyolojik
hedefler tizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada Poncirus trifoliata’dan elde
edilen meyve suyu, tohum ekstrat1 ve esansiyel yaglar, nisasta veya maltoz solusyonuna
eklenerek sirasiyla o- amilaz ve a-glikosidaz enzim aktiviteleri degerlendirilmistir.
Calisma sonuglara gore fitokimyasal analizi yapilan bilesikler arasinda neoeriositrinin

en etkili antioksidan aktivite gdsterdigi ve a-amilazi inhibe ettigi tespit edilmistir [56].

Neoeriositrin Drynaria (egrelti otu cinsi) bitkisinin rizomundan da izole edilmistir.
Yapilan bir g¢aligmada neoeriositrinin osteojenik farklilasma ve proliferatif etkisi
degerlendirilmis, neoeriositrinin naringinden daha giiclii bir osteoproliferatif etkiye

sahip oldugu ileri siiriilmiistiir [55].

Turunggil meyvelerinden bergamotta naringinin, neoeriositrin ve neohesperidin gibi
cesitli flavonoidler onemli miktarlarda bulunmaktadir. Citrus bergamia (bergamot)
meyve suyu ekstrati HPLC-UV metodu ile analiz edildiginde neoeriositrin icerdigi
bildirilmistir. Bergamot polifenol fraksiyonunda (ve bergamot suyunda) bulunan
flavonoidlerin %95'ini flavanonlar olustururken, %5'lik kismin1 flavonlarin olusturdugu
bulunmustur. Yapilan HPLC 6l¢iimiinde tespit edilen flavanonlar arasinda da en yliksek
miktarda neoeriositrin bulundugu gosterilmistir. Bergamot suyunda neohesperidin,
naringin ve neoeriositrin'in antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri yakin zamanda
tanimlanmigtir [57]. Yine bergamotun antioksidan, antimikrobiyal ve antiinflamatuvar
ozelliklerinin arastirildig1 calismada HPLC-DAD-MS/MS analizinde en yiiksek oranda
neoeriositrin bulunmustur. Hiicre kiiltiirii ¢alismasinda neoeriositrinin antimikrobiyal

ozelligi belirtilse de antidiyabetik 6zelligiyle ilgili bir bilgi verilmemistir [57-60].
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2.9. Flavonoidlerin Antioksidan Ozellikleri ve Diyabete Etkisi

Yapilan ¢alismalar ve analizler sonucunda flavonoidler bakimindan zengin besinlerin
titkketiminin kanser, diyabet, osteoporoz, ndrodejaneratif bozukluklara karsi koruyucu ve
engelleyici oldugu giiniimiizde bilinmektedir. Bazi flavonoidler antioksidan olarak
diyabette kullanilan antidiyabetik ilaclarin gosterdigi yan etkiler olmadan alternatif bir
yontem olabilecegi ileri siirlilmiistiir [61]. Bununla birlikte flavonoidlerin antidiyabetik
etkileri iizerine bilimsel ve klinik aragtirmalar devam etmektedir. Flavonoidler, cesitli
molekiiler hedefleri etkiler ve pankreatik B-hiicreleri, hepatositler, adipositler ve iskelet
miyofibrillerinde farkli sinyal yolaklar1 iizerinden hiicreleri oksidanlara karsi korur
(Sekil 2.5.). Flavonoidler insiilin salimin1 arttirarak, beta hiicre apoptozunu onleyerek ve
hiicre proliferasyonunu saglayarak diyabet hastaligina kars1 yararli etkiler gosterir. Kas
ve yag dokuda oksidatif stres, insiilin direnci ve inflamasyonu azaltici etki gosterir [62].
Flavonoidler oksidatif stresi baskilayict 6zelligi ile oksidanlara hidrojen protonu aktarak

reaktif oksijen tiirlerini etkisizlestirirler [63].

FLAVONOIDLER

/J:IRS2 \

+AMPK sinyal yolu
+CAMP/PKA sinyal

+ERK 1/2" nin fosforilasyonu
+Siklin D1’in ekspresyonu

PANKREAS

T Bcl2, T Akt, TFOXCM, TF’d)H

[l Bax, ﬂ Kaspaz 3

\_I\

T Beta hiicre canlilhk
[l Glukotoksisite
ﬂApoptoz

Sekil 2.5. Flavonoidlerin pankreas {lizerindeki etkileri [62]

Flavonoidler antioksidan o6zellikleri nedeniyle diyabet hastalar1 tarafindan geleneksel
olarak kullanilmaktadir. Geleneksel olarak kullanilan bitkilerin etkilerinin ortaya

cikarildig1 ¢ok sayida bilimsel calisma vardir. Flavonoidler metabolik hastaliklarin
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tedavisinde olduk¢a yaygin kullanilan bir fitoterapi yontem olma yolunda
ilerlemektedir. Giinlimiizde diinyada ¢ok fazla insanda goriilen ve sayist gittikge
artmaya devam eden diyabet hastalig1 igin gesitli tedaviler kullanilmaktadir. Insiilin
direnci asamasinda genellikle saglikli beslenme ve spor tavsiye edilirken, ileri diizeyde
diyabet hastalarinda pankreas hasar gormektedir. Cesitli kimyasal ilaclar ile
diizeltilmeye calisilsa da diger yandan diyabet icin kullanilan ilaglarin olumsuz etkileri
soz konusudur. Flavonoidlerin c¢esitli tiirlerinin antiinflamatuvar, antioksidan,

antidiyabetik etkileri bilinmektedir.

Pankreas beta hiicre hasari tip-2 diyabet hastaliginda 6nemli bir nedendir. Pankreas

hiicre hasar1 hiicre metabolizmasindaki ii¢ yol {izerinden etkiyle ortaya ¢ikmaktadir.

1) Mitokondride krebs dongiisiinde oksidatif stres
2) Hiicre ¢ekirdegindeki DNA/RNA oksidatif stres

3) Serbest yag asitlerinin artmasi ile membran biitiinliigiiniin bozulmast

Flavonoidler genellikle mitokondride olusan krebs dongiisiindeki oksidatif stres veya
hiicre c¢ekirdegindeki DNA/RNA oksidatif stres yolaklarinda antioksidan o6zellik
gostermektedir [64]. Seker hastalifinin tedavisinde potansiyel nutrasotikler olarak
diyetsel polifenollerin hipoglisemik etkilerinin glukoz metabolizmasina katilan
enzimlerin modiilasyonu, pankreas P-hiicre fonksiyonunun ve insiilin etkisinin
tyilestirilmesi ve de insiilin sekresyonunun uyarilmasiyla oldugu rapor edilmistir [51].
Flavonoidlerin diyabet iizerinde antioksidan etki géstermesi bir¢ok in vivo ve in vitro

calismalarla desteklenmistir [65—67].

Bitki Oziitlerinin ve flavonoidlerin diyabet hastalig1 {izerine etkisiyle ilgili farkl
pankreatik hiicre hatlarinda yapilmis ¢aligmalar vardir. Yapilan bir ¢alismada kusburnu
meyvesinin antidiyabetik etki mekanizmasi in vitro kosullarda arastirtlmistir. BTC6
pankreatik hiicre hattinda STZ ile indiiklenen hiicre 6liimiinde kusburnunun koruyucu
etkisi saptanmistir [68]. Apigenin flavonoidinin antidiyabetik etkisinin arastirildigi
calismalardan birinde RINmMSF hiicre hattinda STZ uygulanarak diyabet modeli
olusturulmus ve apigeninin beta hiicrelerini oksidatif strese bagli hiicre hasarindan
korudugu bulunmustur. Ayrica antioksidan enzimler olan Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerine bakilmis ve STZ’ye oranla apigenin+STZ grubunda enzim aktivitelerinde

artis gozlenmistir. Antioksidan etkisi bilinen bir aminoasit olan N-asetil L-sistein(NAC)
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ile karsilastirilmasi yapilmig ve benzer etkiler elde edilmistir [69]. Ishige foliacea
bitkisinden izole edilen ve yeni bir fenolik bilesik olan Octaphlorethol A’nin, STZ ile
indiiklenmis apoptozis ve oksidatif stresi azaltic1 etkisi goriilmiistiir. Calismada STZ
uygulanmasiyla RINmSF pankreas beta hiicre hattinda insiilin seviyesinin azaldigi
gosterilmistir. Octaphlorethol A uygulamasi ile oksidatif stres ve hiicre Oliimiiniin
azalmasina bagl olarak insiilin seviyesinde artig goriilmistiir. SOD, CAT, GSH-Px
antioksidan enzim Olglimleri yapilmis ve Octaphlorethol A miktarindaki artisa baglh
olarak analiz edilen enzimlerde de artis gozlendigi bildirilmistir. Ayrica lipid

peroksidasyonuna kars1 koruyucu etkisi belirlenmistir [70].

Bir bagka c¢alismada ise Radix astragali, Radix codonopsis ve Cortex lycii isimli ii¢
bitkinin sulu ekstratlarindan olusturulan SR10 karisimi hazirlanmis ve in vitro kosullar
altinda antidiyabetik etkisi incelenmistir. SR10, STZ uygulanan pankreatik beta
hiicrelerinin canli kalma oranmi arttirmig ve DNA fragmantasyonunu, sub-G1 pik
alanmi1 ve apoptotik hiicrelerin ylizdesini azaltarak [ hiicrelerinin apoptozunu
azaltmistir. Ayrica STZ ile ortaya ¢ikan nitrik oksit olusumu engellenmistir [71].
Tyrosol, zeytinyaginda bulunan 6nemli fenolik bilesiklerden biridir ve diyabetik
sicanlarda hiperglisemiyi iyilestirdigi i¢in NIT-1 hiicre hattinda diyabetteki molekiiler
mekanizmasi arastirilmigtir. Tyrosol NIT-1 hiicrelerine uygulandiginda apoptoz ile ilgili
Bcl-2 protein ailesini diizenledigi, kaspaz 3’1in etkisini azalttig1, endoplazmik retikulum
stresini azalttig1 ve buna bagl olarak beta hiicrelerinin 6liimiine karsi koruyucu etkisi
oldugu bildirilmistir. Tyrosol’iin tip-2 diyabet hastaligmin iyilestirilmesinde potansiyel
bir aday oldugu rapor edilmistir [72].

Diyabette seker diizeyini dengeleyen tar¢inin antidiyabetik 6zelligi ¢calisilmistir. Cortex
cinnamomi (tar¢in tiirii)’nin antidiyabetik ve antiinflamatuar etkisi arastirilmis ve
caligmada RINmSF hiicre hatt1 kullanilarak STZ ile olusturulan beta hiicre hasarmin

Cortex cinnamomi tarafindan 6nlendigi bildirilmistir [67].

Dafnetin, Daphne koreana Nakai ve Daphne odora Thunb. (Thymelacaceae)
bitkilerinden izole edilen antioksidan ve antidiyabetik 6zelligi bilinen biyoaktif bir
bilesiktir, ancak etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Dafnetinin antiapoptotik
ve antidiyabetik 6zelligi INS-1 hiicre hattinda STZ ile olusturulan diyabet modelinde
calisilmig, yiiksek ve disiik glukoz konsantrasyonunda insiilin salgilanmasi
arastirilmistir. Sonucta dafnetinin insiilin salgilanmasinda uyarici etki sagladigi ve

apoptotik yolun diizenlenmesine bagli olarak diyabetin tedavisinde kullanilabilecegi
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tespit edilmistir [73]. Bir baska calismada baklagillerde bulunan ve bitkisel ilaglarda
kullanilan bir flavonoid olan genistein izoflavonu, STZ ile diyabet olusturulan siganlara
uygulanmis ve sonugta pankreastaki adaciklarda ve insiilin salgisinda diyabetin neden
oldugu hasarlar iyilestirici etkiler gosterdigi belirlenmistir [74]. Geleneksel olarak
diyabet tedavisinde kullanilan bir flavonoid olan morin guava yapraklari, sogan, elma
ve diger Moracea ailesi bitki tiirlerinde bulunmaktadir. Vanitha ve ark. tarafindan
siganlarda morinin antidiyabetik etkisi gosterilmistir. INS-1E hiicre hatt1 kullanilarak
diyabetin en belirgin sebeplerinden olan oksidatif strese karsi spesifik olarak DNA’y1
korudugu tespit edilmistir. Ayrica morin hiicredeki oksidatif stres diizeyini azaltmis ve
antioksidan enzim miktarmi arttirmistir. Hiicre yolagi olarak Niikleer faktor eritroid ile

iligkili faktor 2 (Nrf2)’yi aktive ederek hiicreyi diyabet etkisinden korumustur [75].

Lentinus edodes (sitaki mantari)’dan saflastirilmis bir aktif madde olan letinan, INS-1
pankreas beta hiicre hattinda STZ ile olusturulan apoptoz ve hiicre islev bozuklugunda
koruyucu etkisi oldugu bulunmustur. ROS 6l¢iim testi kullanilarak hiicrelerdeki ROS
icerigi belirlenmis ve letinan ve STZ uygulanan grupta nitrik oksit sentezi biiyiik dlciide
engellenmistir. Hiicrelerin insiilin miktarinda artis gbzlendigi belirtilmistir [76]. Bir
baska calismada ise kahvenin kavrulmasiyla olusan yan iirlin olan kahve ¢ekirdegi zar1
ekstrati, klorojenik asit ve kafeinin antidiyabetik etkisi incelenmistir. INS-1E
hiicrelerinde bu ekstratlar uygulandiktan sonra STZ uygulamasi: yapilan calisma
sonucunda coffee silverskin ekstratinin insiilin salgilanmasimi diizenledigi ve potansiyel

bir antidiyabetik madde olabilecegi bildirilmistir [62].

2.10. Apoptoz ve Nekroz

Apoptoz ve nekroz hiicrelerin kendi kendini yok etmelerini saglayan aslinda hiicre
hemostazisini korumaya yonelik viicudun aldig: bir onlemdir. Apoptoz ve nekroz iki
farkli sekilde hiicreyi 6liime gotiiren yoldur. Nekroz, hiicre zarmin pargalanmasi ile
distan ice gerceklesen bir 6liim yoludur. Apoptoz hiicrenin 6zellikle membranlarinda
bliziigme gostermesi, ancak hiicre zarinin bozulmamis olmasi ve piknotik c¢ekirdek ile
karakterizedir. Apoptoz hiicrede bir dizi gen, Ca™ ve ATP dengelerinin bozulmas: ile
meydana gelir. Apoptozun sebep oldugu hastaliklardan biride insiilin bagiml diyabettir

[77]. Sekil 2.6.’da apoptoz ve nekrozun 6zellikleri verilmistir.
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APOPTOZIS

Yol Acgan Baslica
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e Viral enfeksiyon

e Hipertermi

e Hipoksi
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e Toksik maddelerin
yiiksek konsantrasyonu

e Siddetli oksidatif stres

e Biiyiime faktorii
eksikligi

e Hiicre yaslanmasi

e Radyasyon

e Sitotoksik T
lenfositler

e Kanser ilaglar

e Yiiksek doz
glukokortikoid

Morfolojik ve
Biyokimyasal
Ozellikler

e Bozulmus iyon
hemostazisi

e Hiicre lizisi ve membran
kaybi1

e Organel biitiinligi
kaybolmasi

e Lizozomal enzimler
salgilanir

e Hiicreler ¢cok sayida ve

beraber Oliir

e Kromatin
yogunlasmasi

e Hiicre kiigiilmesi

e Organeller saglamdir

e Apoptotik
cisimciklerin
olugmasi

e Hiicreler tek tek veya

birkag1 bir arada oliir

Sekil 2.6. Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar [78]

Hiicre canliligini tespit etmek icin pek ¢ok farkli yontem bulunmaktadir. Bu
yontemlerden bazilar1 kalorimetrik olarak oOlgiiliirken bazilart floresans temelli 6l¢tiim

teknikleridir. Gorsel olarak degerlendirmeler de destekleyici yontemler arasindadir.
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2.11. Hiicre Canhlik Testleri
2.11.1. Kristal Viyole Canhilik Testi

Kristal viyole boyamasi in vivo doku kesitlerinde kullanilabildigi gibi hiicre kiiltiiriinde
canlilik testi igcin DNA’y1 boyayan giivenilir yontemlerden biridir. Kristal viyole boyasi
ozellikle yiizeye tutunan hiicrelerin belirlenmesi i¢in ¢ok etkili bir yontemdir. Hiicre
Olimii sirasinda hiicre kiiltiiriinde ylizeye yapisan hiicreler yapiskan yiizeydeki
elektronizasyon degisimi etkisiyle yiizeyden ayrilir. Plak ylizeyine tutunmay1 birakmis
hiicreler zaten Ol hiicreler olmakla beraber canli hiicreler DNA’ya baglanan kristal
viyole boyasi ile DNA’y1 mavi-mor renge boyar. Olii hiicreler acik renk ile diisiik deger
verirken, canli hiicreler DNA boyadiklari i¢in koyu bir mor renk ile yiiksek absorbans

degeri vererek spektrometre cihazinda okunur [79,80].

2.11.2. Tripan Mavisi Canhlik Testi

Tripan mavisi hiicre canliligini belirlemek icin kullanilan boyalardan biridir. Yiizeye
yapigsan veya siispanse hiicrelerde etkili kullanimi olan bir yontemdir. Tripan mavisi
boyamada canli hiicreler hiicre zar1 biitiinliigli korundugu icin boyay: i¢ine alamaz,
ancak Oli hiicreler hiicre zar biitiinliigii bozuldugu i¢in tripan mavisi boyasi hiicre i¢ine

girerek hiicre sitoplazmasini mavi ile boyar [79,81].

2.11.3. Akridin Oranj (AO)/ Propidyum Iyodit (PT) Boyama

Akridin oranj (AO) ve propidyum iyodit (PI) floresan ile goriintiilebilen boyalardir.
Hiicre canlilig1 icin ikili boyama yaparak hiicre 6liim yolu belirlenir. Floresan boyalar
hiicredeki DNA’ya baglanarak hiicre DNA’smin goriintiilenmesinde kullanilan bir
yontemdir. Akridin oranj apoptotik hiicrelerin belirlenmesinde kullanilirken, propidyum
iyodit nekrotik hiicrelerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. PI, membrandan
gecemeyen Ozellikte oldugu icin sadece canli olmayan hiicrelere girip DNA’y1 boyadig:
icin membran biitlinliigli bozulmus olan yani nekrotik hiicreleri boyar. AO ise
membrandan gegebilen iyonik bir yapist oldugu i¢in apoptoz ¢esitlerinin
belirlenmesinde kullanilir. Floresan mikroskobunda AO floresan boyasi yesil renk ve PI

floresan boyasi turuncu renk verir [82].

20



2.12. Glukoz Uyarimh Insiilin Miktar Tayini

Insiilin miktar1 kolorimetrik olarak ELISA okuyucuda ticari kitle yapilabilmektedir.
Kitin caligma prensibi yarigmali inhibisyona dayanmaktadir. Asetilkolinesteraz (AChE)
ile insiilin, antiserum iceren bolgeye baglanmak i¢in rekabete girerek insiilin miktari
belirlenir. Insiilin antiserum bolgelerine baglanmasi icin ya serbest insiilin ya da AChE,
keci antiserum-Gine-domuzu antikor tasiyici tarafindan immiinohistokimyasal indirekt
yontemine dayali olarak Gine-domuzu antiserum-si¢an insiiline baglanmaktadir.
Ellmanin reaktifi ile kromojen sar1 1gima verir. Absorbans degerleri bu sar1 151k
yogunluguna gore oOlciilmektedir. Sar1 151k yogunluguna bagh olarak insiilin varligi
ELISA okuyucuda okunur. Protein basina diisen insiilin miktarinin tespiti i¢in protein
tayininde biskinoninik aside (BCA) dayali deterjan uyumlu bir formiilasyon igeren kit
kullanilmistir. Standart olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanilarak dogrulugu

kolorimetrik dl¢lim ile saglanir [83].

2.13. Oksidatif Stres Testleri

Oksidatif stres dl¢limiinde kullanilan gesitli yontemler vardir. Bu yontemlerden birisi
DCFHDA yontemidir. 2', 7'-diklorofliioresin diasetat (DCFHDA) ozellikle ROS ve
reaktif oksijen tiirlerini belirlemekte kullanilan en yaygin boyalardan biridir. DCFHDA
floresan boyasi, reaktif oksijen tiirlerini yakalamasi ile oksidatif stres varligi tespit
edilir. Hiicrenin igerisinde bulunan esterazlar ile DCFHDA etkisizlestirilir ve reaktif
oksijen tiirlerinin varliginda indirgenmesi ile 2 ', 7'-diklorofloresine (DCF)’ye doniisiir.

DCEF floresan spektrometrede 1s1ma verir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. DCFHDA boyama yontemi [84]

Diyabet hastaligmin altinda yatan mekanizma hiicrelerin oksidatif stres ve/veya lipid
peroksidasyon ile karakterize edilmistir. Lipid peroksidasyon, hiicrelerin oksidatif stres
kosullarinda hidrojen peroksitin toksik etkisiyle hiicre zarina hasar vermesidir. Hiicre
zarinda metal iyonlarini indirgeyerek malondialdehit (MDA) gibi lipid yapisin1 bozan
bilesiklere doniislir. Malondialdehit icerigindeki peroksit yapilart hiicre zarmdaki
lipitlere saldirarak elekronlar1 alir ve hiicrenin lipid biitlinliiglinii bozarak hasara ugratir
[85,86]. Lipid hidroperoksitleri ve aldehitler genel olarak tiyobarbitiirik asit reaktif
substrati (TBARS) olarak isimlendirilir ve lipid peroksidasyona neden olurlar. TBARS,
lipid peroksidasyon Olc¢limiinde kullanilan yaygin ve en hassas yontemlerden biridir.
Lipid peroksidasyon 6l¢iimii icin MDA ve TBARS miktarlar1 birbirine esdegerdir (Sekil
2.8.) [26,87].
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Sekil 2.8. Lipid peroksidasyon testi [26]

2.14. istatistik Analizler

Calisma kapsaminda yapilan deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmistir Elde edilen veriler
IBM SPSS statistics 23 programu kullanilarak istatistiksel analizler yapilmistir.
[statistiksel analizler p<0,05 6nem kontrolii diizeyinde yapilmistir. Deneylerde zaman
faktorli sabit oldugu i¢in tek degisken olarak sadece uygulama ve doz gruplarinin
olmast nedeniyle elde edilen verilere tek yonlii varyans (one way ANOVA) testi

uygulanmustir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan neoeriositrin (13241-32-2, %95 saflikta) Santa Cruze firmasindan
temin edilmistir. Dimetil siilfoksit (Applichem, 01A3672,0100), neoeriositrin’in
cozdiiriilmesinde ve hiicrelerin dondurulmasinda kullanilmigstir. Streptozotosin (Santa
Cruze, 18883-66-4, %98 saflikta) ile diyabet modeli olusturulmustur. Hank's Balance
tamponu (55037C) Sigma firmasindan temin edilmistir. STZ’in ¢dzdiiriilmesi i¢in pH:4
olan Sitrat Buffer (Sigma, C2488) tampon olarak kullanilmistir. Sigma’dan temin edilen
NAC (616-91-1) ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Insiilin testi i¢in diisiik
ve yliksek glukoz derisimleri i¢in glukoz (Merck, ORM108337.1000) kullanilmustir.

ROS ol¢iimii DCFHDA (Sigma, D6883) ile olgiiliirken, lipid peroksidasyonu ol¢timii
icin TBARS kiti (Cayman, 10009055) kullanilmistir. Hiicre sayimi Tripan mavisi
(Hyclone, Logan, UT) boyama ile yapilmistir. Calismada Akridin oranj (Sigma, A6014-
10G) /Propidyum iyodit (Applichem, 01A2261,0025) boyalar1 ile floresan boyama
yapilmustir. Kristal viyole (Merck, C.I. 42555) boyasi hiicre canliliginin tespitinde
kullanilmistir. Insiilin 6l¢iimii ise Cayman marka Rat insiilin ELISA kiti (A05105)
kullanilarak yapilmistir.

3.2. INS-1E Hiicre Hatti ve Kiiltiire Edilmesi

Tez ¢alismasinda sigandan elde edilen pankreatik beta hiicre hatt1 olan INS-1E hiicreleri
kullanilmistir. INS-1E hiicre hatti Maechler ve arkadasglarindan temin edilmistir [42].
INS-1E hiicrelerinin 6zel ve hassas yapisi nedeniyle kiiltiire edilmesinde kullanilan
besiyerinde gerekli bilesenler olmalidir. Temin edilen hiicreler pasaj 49’dur. Temin
edildigi andan itibaren steril kosullar altinda tretilip, pasajlanmis ve dondurulmustur.
INS-1E hiicreleri %10 fotal sigir serumu, 1 mM sodyum piruvat, 50 pM 2-
merkaptoetanol, 2 mM L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin, 10 mM HEPES tamponu,
iceren RPMI 1640 besiyeri i¢cinde %5 karbondioksit iceren 37°C’lik etiivde filtreli
flasklarda kiiltiire edilmistir. Bu hiicreler adherent yani yiizeye yapisan hiicre olmasina
ragmen ¢ok hassas olduklar i¢in yiizey baglantilarin1 kolaylikla koparabilmektedirler.
Hiicreler yaklasik 5-10 giin arasinda flask yiizeyini kaplayacak duruma gelmektedir. i1k
olarak 75 cm®lik flask yiizeyi %80-90 hiicre ile kaplandiginda adherent 6zellikte olan
bu hiicreleri yiizeyden kaldirmak i¢in 2 ml Tripsin/EDTA soliisyonu ile bir kere yikama
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yaptiktan sonra tekrar 1,5 ml Tripsin/EDTA koyulmus ve i¢inden 0,5 ml Tripsin/EDTA
cekilip atilarak son olarak i¢inde 1 ml birakilmistir. Flask etiiv icerisinde 1-2 dakika
bekletilip ¢ikarildiktan sonra hiicreler kolaylikla yiizeyden ayrilmistir. Tripsin/EDTA
aktivitesini inhibe etmek i¢in 4 ml besiyeri konulmus ve cam pipet yardimiyla
hiicrelerin kiimelenmemesi i¢in pipetaj yapilmistir. Siispanse duruma gelen hiicreler
flasktan alinarak uygun miktarda paylastirilmis ve etiive koyulmustur. Calismalar pasaj

55 ile pasaj 70 arasindaki hiicrelerle yapilmustir.

Bu hiicreler kriotiip igerisinde -196°C sivi azot tankinda saklanmaktadir. Hiicreler
¢ozdiiriilecegi zaman azot tankindan ¢ikarilmis ve ¢oziilmesi i¢in birkac dakika 37°C’lik
su banyosunda ¢o6ziilmesi beklenmistir. Daha sonra pelet kismini alabilmek i¢in 800
rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 slipernatan atilmig ve hiicrelerin
oldugu pelet iizerine 1 ml besiyeri ile pipetaj yapilmistir. Hiicrelerin sayisina gore 25
cm”lik veya 75 cm®lik flasklara aktarilmistir. Flask iizerine gerekli besiyeri ilave

edilerek 37°C’lik ve %5 CO*" lik etiivde inkiibe edilmistir.

Dondurma islemine baslamadan once dondurma vasati hazirlamak gerekmektedir.
Dondurma vasat1 igerigi %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren besiyeridir. Hiicreler
dondurulmadan oOnce bu dondurma vasati hazirlanmis ve +4 °C buzdolabinda

bekletilmistir.

Hiicreler pasajlama isleminde oldugu gibi olgunlastiktan sonra tripsinizasyonla
kaldirilmustir. Kaldirilan hiicreler 800 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Uzerindeki
siipernatan atilmis ve pelet kisminin tizerine hazirlanmis olan dondurma vasati
eklenmistir. Pipetaj yapildiktan sonra kriotiiplere paylastirilmistir. Kriotiiplerin iizerine
pasaj sayisi, tarth gibi bilgiler yazilarak tiipler once -80 °C’ de 1 giin bekletildikten

sonra -196°C siv1 azot tankinda muhafaza edilmistir.

3.3. Hiicre ikileme Zamanimin Belirlenmesi

Deneylere baslamadan once hiicrelerin iireme karakterizasyonunun ve kendi sayisini
ikiye katlama siiresinin bilinmesi gereklidir. Ozellikle INS-1E hiicre hatt1 transforme
hiicre hatt1 oldugu i¢in oldukca degisik karakteristigi vardir. Hiicre pasajlanmasi
isleminden sonra hiicreler birbirinden ayrilarak yilizeyden kalkar. Hiicrelerin tekrar
birbirleriyle olan baglantilarint kurabilmesi ve ekildigi yerin yiizeyine yapismasi i¢in

belirli bir siirenin ge¢gmesi gereklidir. Hiicreler flaska ekildiginde birkag¢ saatten birkag
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giine kadar degisebilen, sayilarini ikiye katlamasma kadar olan siire lag fazi olarak
adlandirilir. Hiicreler lag fazindan sonra log fazina gegmektedir. Log fazi hiicrelerin
sayica kendilerini ikiye katladiklar1 evredir ve ikileme zamani denilmektedir. Hiicreler
log fazinda {iremelerini sona erdikten sonra 6liim yoluna girmektedir. Bu evreye
gelmeden hiicrelerin pasajlanmasi1 gerekmektedir [72]. Hiicre ikileme zamanini tespit
etmek icin INS-1E hiicreleri 6 kuyucuklu plaga hemositometre laminda tripan mavisi
boyamast ile sayim yapilmis ve 5x10* hiicre/ml olacak sekilde her kuyucuga 2 ml hiicre
siispansiyonu ekilmistir. 12 giin boyunca hiicreler 1 kere tripsin/EDTA ile yikama
yapildiktan sonra 300 pl tripsin /EDTA eklenerek etiivde 30 sn bekletilmistir. Hiicreler
yiizeyden kalktiktan sonra 900 pl besiyeri ile siispanse edilmis ve birbirinden ayrilmasi
saglanmistir. Hiicre sayimi i¢in hemositometre (Biirker lami) kullanilmistir. Siispanse
hiicre igerisinden 900 pl alimmis ve 100 pl tripan mavisi boyast eklenerek pipetaj
yapilmistir. Biirker laminda 151k mikroskobunda (Olympus CX21, Amerika)
goriintlilenerek sayim yapilmistir. Canli hiicreler beyaz goriiliirken, 6li hiicreler mavi
boyanmistir. Tripan mavisi boyamasi 12 giin boyunca devam ettirilmis ve hiicreler her

giin sayilarak hiicre ikileme zamani hesab1 yapilmistir.

3.4. Streptozotosin, Neoeriositrin ve NAC Ana Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismada diyabet modeli olusturmak i¢in streptozotosin kullanilmistir. Uygun saklama
kosullarinda bulunan (-20°C) streptozotosin (STZ) ¢dzmek i¢in sitrat buffer tamponu
kullanilmistir. STZ ana stok konsantrasyonu 188 mM olarak hesaplanmistir. Hazirlanan
bu ana stok steril etmek i¢in filtre edildikten sonra farkli konsantrasyon denemelerinde
kullanilmak iizere besiyeri ile seyreltilerek ayarlanmistir. STZ i¢in LCsy
konsantrasyonunun belirlenmesi icgin 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM

konsantrasyonlar1 denenmistir.

Neoeriositrin ana stok hazirlanmasi i¢cin 1 ml DMSO’da kabin igerisinde steril
kosullarda ¢o6ziilmiistlir. Neoeriositrin ana stok konsantrasyonu -20°C’de tutulmustur.
Calismada kullanilacak neoeriositrinin koruyucu konsantrasyonunun belirlenmesi igin
0,25 uM-100 pM araliginda neoeriositrin konsantrasyonlar:1 ile kristal viyole hiicre
canlilik testi yapilmistir. Kristal viyole testinden elde edilen sonuglara gore 0,25 uM,
0,5 uM ve 1 uM konsantrasyonlar1 se¢ilmistir.
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NAC (N-asetil L-sistein), antioksidan ozelligi biliniyor olmasi nedeniyle c¢alismada
pozitif kontrol olarak (1 pM) kullanilmistir. NAC, ana stok PBS igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Coziilen NAC (Sigma A9165) sterilizasyon i¢in filtre edilmis ve NAC
ana stogu -20° C’de saklanmistir.

3.5. Deney Plam

1. Grup: Kontrol

2. Grup: 5 mM STZ

3. Grup: 1 uM NACHSTZ (pozitif kontrol)
4. Grup: 0,25 uM Neoeriositrin+STZ

5. Grup: 0,5 uM Neoeriositrin+STZ

6. Grup: 1 uM Neoeriositrin+STZ

Neoeriositrin 5mM STZ

24 saat ; 21 saat ; 3 saat
inkiibasyon inkiibasyon . inkiibasyon
(] — a —l =3¢ —

Sekil 3.1. Deney gruplari ve deney plani

3.6. Kristal Viyole Hiicre Canhilik Testi

Tez calismasi kapsaminda diyabet modeli olusturmak i¢in STZ kullanilmis ve uygulama
sonrasi hiicre canlilik testleri yapilmistir. Flavonoidlerin fazla miktar1 toksik olabildigi
icin sitotoksisite testleri ile neoeriositrinin koruyucu etkisinin yani sira toksik etkisi de

degerlendirilmistir.

INS-1E hiicrelerinde diyabet modeli olusturmak i¢in gerekli olan STZ
konsantrasyonunu tespit etmek iizere kristal viyole testi ile belirlenmistir. Bu test i¢in
0,1 g kristal viyole boyast 100 ml distile su ile ¢oziilerek hazirlanmigtir. Daha sonra

0,22 uM uclu enjektdr filtresi ile siiztilmustiir.
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Kristal viyole testi i¢in INS-1E hiicreleri siispanse hale getirilerek 2x10° hiicre/ml
olacak sekilde 96 kuyucuklu plaga ekilmistir. Hiicreler tutunmasi ig¢in 24 saat boyunca
37°C ve %5 CO; kosullarinda etiiv igerisinde inkiibe edilmistir. Besiyeri koyularak 21
saat sonra 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM STZ konsantrasyonlari1 eklenerek etiivde
3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerde hasar olusturan STZ’nin LCs,
konsantrasyonu kristal viyole testi yapilarak tespit edilmistir. STZ farkli konsantrasyon
ve siirelerde uygulanarak kristal viyole testi ile INS-1E hiicrelerinde diyabet modeli
olusturmada en uygun siire ve konsantrasyon belirlenmistir. Mevcut laboratuvar
kosullarinda 3 saat siireyle 5 mM STZ uygulamasi diyabet modellemesi i¢in uygun

bulunmustur.

Neoeriositrin flavonoidinin koruyucu etki olusturan konsantrasyonlarinin belirlenmesi
icin de kristal viyole hiicre canlilik testi yapilmistir. Neoeriositinin artan dozlarina bagh
olarak 2 uM konsantrasyonunda toksik etki goriildiigli icin en yiiksek doz olarak 1 pM
secilmistir. INS-1E hiicreleri ayni sekilde 2x10° hiicre/ml olacak sekilde 96 kuyucuklu
plaga ekilmistir. Neoeriositrin konsantrasyonlar1 besiyerinde hazirlanmis ve hiicrelerin
tizerindeki besiyeri ¢ekilip atildiktan sonra her kuyucuga neoeriositrinin 0,25 uM, 0,5
uM ve 1 uM konsantrasyonlar1 ve pozitif kontrol olarak NAC 1 uM konsantrasyonu
100 pl olacak miktarda eklenmistir. Plaklar 21 saat sonra etiivden ¢ikarilmis ve 5 mM
STZ konsantrasyonu kuyucuklara eklenerek 3 saat daha etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Calismada kontrol grubu, STZ grubu, pozitif kontrol (NAC) grubu ve
neoeriositrinin Ui¢ farkli konsantrasyon grubu olmak iizere toplam 6 grup yer almistir.
Etiivden cikarilan plaklara asagidaki protokol uygulanmistir. Deneyler en az {i¢ tekrarh

olarak yapilmustir.

1. Plak 3 saatlik siirenin sonunda disar1 ¢ikartilmis ve igerigi atildiktan sonra %10
formaldehit igeren fiksatif ile 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

2. Plak igerigi c¢ekilmistir. Hazirlanan kristal viyole boyasindan 100 pl her
kuyucuga eklenmis ve 30 dakika oda sicaklifinda bekletildikten sonra 4-5 kere
distile su ile yikanarak fazla boya uzaklagtirilmistir.

3. Her kuyucuga 100 pl %10 asetik asit eklenmis ve kristal viyole boyasi ile
kolorimetrik reaksiyon olusmustur. ELISA cihazinda okunabilmesi i¢in hazir
duruma getirilmistir.

4. Plak, mikroplak okuyuculu spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
okutulmustur (BIO-TEK pQuant, BIO-TEK Instruments, Inc, Amerika).
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Olgiim sonucunda ¢ikan optik dansite (OD) degeri ile % canlilik hesabi asagidaki

formiil kullanilarak yapilmistir.

% Canli hiicre = [(uygulama grubu OD degeri) / (kontrol grubu OD degeri)] x 100

3.7. Tripan Mavisi Boyama

Tripan mavisi boyama igin 1x10° hiicre/ml olacak sekilde her kuyucuga INS-1E hiicre
stispansiyonundan 2 ml ekim yapilmistir. 6 kuyucuklu plak 24 saat hiicrelerin yiizeye
tutunmasi i¢in 37 °C ve %5 CO; kosullarindaki etiiv igerisinde inkiibe edilmistir.
Besiyeri ¢ekilmis ve yerine kontrol i¢in besiyeri, 5 mM STZ yerine besiyeri, 0,25uM,
0,5 uM ve 1 uM neoeriositrin ve de 1uM NAC besiyerinde sulandirilmig bir sekilde her
kuyucuga 100 pl koyulmustur. 21 saat etiiv icerisinde inkiibe edildikten sonra STZ
grubu ve flavonoid igeren kuyucuklara 100 pul 5 mM STZ eklenmis ve diyabet modeli
olusturmak i¢in 3 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Ayrica ayni kosullar1 saglamak
icin kontrol grubuna ayni miktarda besiyeri eklenmistir. 5 mM STZ ile 3 saat inkiibe
edildikten sonra diyabet modeli olusturulmustur. Plak etiivden 3 saat sonra ¢ikarilmistir.
Stispanse hiicreler toplanmis ve adherent hiicreler ylizeyden tripsin/EDTA ile
kaldirilmis ve 900 pl siispanse hiicreye 100 pl tripan mavisi boyas: eklenerek biirker
laminda hiicrelerin sayimi yapilmistir. Isik mikroskobunda tripan mavisi boyasi
prensibinde negatif iyona sahip oldugundan canli hiicre zarindan gegemedigi icin canli
hiicreler beyaz goriinlirken, 6l hiicrelerin hiicre zar1 pargalanmasindan dolayr mavi
boya ile boyanmis goriilmektedir. Hiicre canliligini hesaplamak i¢in asagidaki formiil

kullanilmagtir:

% Canl1 hiicre= (Canl1 hiicre sayisi/Toplam hiicre sayis1) x 100

3.8. Akridin Oranj/ Propidyum Iyodit Boyama

Neoeriositrinin pankreatik beta hiicrelerinde koruyucu etkisinin arastirildigi ¢calismada,

hiicre 6liim tipini belirlemek icin AO/PI boyamasinda asagidaki protokol izlenmistir.
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1. INS-1E hiicreleri 2,5x10° hiicre/ml olacak sekilde steril kabin igerisinde 24
kuyucuklu plaga ekilmistir.

2. Hiicreler 24 saat etiivde inkiibe edildikten sonra besiyeri atilmis ve yerine
hazirlanan neoeriositrin konsantrasyonlari ile 21 saat inkiibe edilmistir.

3. Diyabet modeli olusturmak icin 5 mM STZ eklenerek 3 saat etiivde inkiibe
edilmistir.

4. Etivden c¢ikarildiktan sonra PBS ile yikanmis ve AO/PI ikili floresan boyasi
Iug/ml: 1pug/ml olacak sekilde hiicreler 30 sn boyanmustir.

5. PBS ile yikama yapildiktan sonra PBS varken inverted mikroskopta (Olympus
IX70, Japonya) goriintiileme yapilmustir.

6. Fotograflar1 ¢ekilerek hiicre 6liim tipi degerlendirilmistir.

Mikroskop goriintiisiinde inceleme yapilirken kondanse hiicre biitliinliigli bozulmus
oldugu icin niikleus turuncu renk ile boyanir ve nekroz olarak degerlendirilir. Hiicre
biitiinliigli bozulmayan hiicreler yesil renkli ise canli, ancak hiicre ¢ekirdeklerinde
parcalanma gdsteriyorsa apoptotik hiicreler olarak tanimlanir. Ug tekrar yapilarak

istatistiksel olarak degerlendirilmesi yapilmistir.

3.9. Glukoz Uyariml insiilin Miktar Ol¢iim Testi

INS-1E hiicre hattinin glukoz seviyesine duyarli olmasi nedeniyle neoeriositrin insiilin
salgilanmasi lizerine etkisini degerlendirmek i¢in diisiik (5,5 mM) ve yiiksek glukoz
(16,7 mM) kosullarinda asagida verilen yontem izlenerek hazirlanan lizatlarda SPI BIO
(A11105, Bertin, France) insiilin kiti ile 6l¢tilmiistiir.

1. INS-1E hiicreleri 24 kuyucuklu plaklara 2,5x10° hiicre/ml olacak sekilde ekilmis

ve 24 saat etiivde uygun kosullarda inkiibe edilmistir.

2. Neoeriositrin i¢in uygulama dozlar1 hazirlanip plak igerisindeki besiyeri

atildiktan sonra kuyucuklara 0,5 ml koyulmustur.

3. Neoeriositrin ile 21 saat inkiibe edildikten sonra 5 mM STZ ile 3 saat inkiibe

edilerek diyabet modellemesi olusturulmustur.

4. Lizat toplamak i¢in hiicreler glukozsuz ortamda 2 saat etiivde birakilmistir.
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5. Hanks Balance tamponu ile 2 kere yikandiktan sonra 5,5 mM glukoz igeren
hanks balance tamponu ile 1 saat etiivde bekletildikten sonra besiyeri toplanmistir.

Lizatlar -80°C’de saklanmustir.

6. Yiiksek glukoz (16,7 mM) iceren hanks balance tamponunda 1 saat etiivde
bekletildikten sonra lizatlar toplanip -80°C’de saklanmustir.

Kit igerigindeki antijen kapli kuyucuklar kullanilarak kit icerigindeki yikama tamponu
ile yikandiktan sonra ornekler koyulmustur. Kit igerisindeki insiilin tracer ve insiilin
antiserum uygulamalar1 yapildiktan sonra 16-20 saat 4°C sicaklikta bekletilmistir. Kit
icerisinde bulunan Ellman’s reaktifi hazirlanmistir. Kuyucuklar soguk ortamdan
cikarilarak yikama tamponu ile yikanmistir ve Ellman’s reaktifi ekledikten sonra her 20
dakikada bir okutulup optimum aralik, verilen insiilin standartlarina uygun olarak

belirlenmistir.

Plak 405 nm dalga boyunda spektrofotometrede (BIO-TEK pQuant, BIO-TEK

Instruments, Inc, Amerika) okutulmustur.

3.10. Oksidatif Stres Ol¢iimii

Oksidatif stres biyobelirteci olan ROS miktart DCFHDA testi ile lipid peroksidasyon

sonucu olusan malondialdehit miktar1 ise TBARS testi ile Ol¢tilmiistiir.

DCFHDA testi i¢in INS-1E pankreatik hiicreleri kuyucuk basma 5x10” hiicre olacak
sekilde siyah plaga ekilmistir. DCFHDA, serum ile etkilesime girdiginden serumsuz
besiyeri kullanilmistir. Hiicreler 24 saat etiivde inkiibe edildikten sonra besiyeri
atilmigtir.  Serumsuz besiyerinde 0,25 pM, 0,5 puM ve 1 upM neoeriositrin
konsantrasyonlar1 ve 1uM NAC konsantrasyonu olacak sekilde hazirlanmig ve INS-1E
hiicrelerine uygulanmustir. 21 saat siire sonunda serum iceren besiyerinde hazirlanan
serbest radikallerden biri olan 100 uM konsantrasyonlu hidrojen peroksit uygulanarak
negatif kontrol grubu olusturulmustur. Diyabet modeli i¢cin 5 mM STZ eklenmis ve 3
saat etlivde inkiibe edildikten sonra PBS ile yikama yapilmistir. DCFHDA (Sigma,
D6883) boyast 10 uM olacak sekilde her kuyucuga eklenmis ve 30 dakika boyanin
hiicre i¢ine alinip reaktif oksijen tiirlerini tutmasi i¢in etiivde birakilmistir. Plak PBS ile
yikama yapildiktan sonra 485-535 nm dalga boyunda (EnSight Multimode Plate
Okuyucu) dl¢iimleri yapilmustir.
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Oksidatif strese baglh ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonunu tespit etmek icin TBARS

yontemiyle malondialdehit miktar1 Ol¢iilmiistiir. Malondialdehit miktar 6l¢iimii igin

INS-1E hiicreleri 75 cm?® hacimli filtreli flaskta iiretilmistir. Hiicreler 25 c¢m? hacimli

filtreli flakslara almip 24 saat inkiibe edildikten sonra flask igerisindeki besiyeri

atilmustir.

0,25 uM, 0,5 uM ve 1 uM neoeriositrin konsantrasyonu ve 1 uM NAC olacak sekilde

hazirlanan besiyerleri her bir flaska 4 ml eklenmistir. 21 saat etiivde inkiibasyon

sonunda 5 mM STZ 4 ml olacak sekilde STZ ve flavonoid gruplaria eklenmistir. 3 saat

sonunda asagidaki iglemler sonrasi lizatlar toplanmustir.

1.

Flask icerisinden besiyerleri 15 ml tiiplere aktarilmis ve kaziyict ile kazman
hiicreler de uygun tiiplere eklenmistir.

Tiipler 1600 rcf 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Santriifiij isleminden sonra siipernatan atilmis ve hiicre peletine 250 pul PBS
eklenmistir.

Mikrosantrifiij tiiptinde 10000 rcf 4°C’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra

lizatlar toplanmustir.

Lipid peroksidasyon firiinii olan malondialdehit 6l¢iimii TBARS kit (Cayman, Almanya,

10009055) yonergesine gore yapilmistir.

1.

A

Her grup i¢in cam tiipler igerisine MDA standartlar1 ve Orneklerden 50 pl
koyulmustur.

50 ul SDS soliisyonu {izerine eklenmistir.

2 ml renkli reagent her tiipe eklenmistir.

Kaynar suyun igerisinde 1 saat inkiibe edilmistir.

Reaksiyonu durdurmak i¢in buz dolu kaba yerlestirilerek 10 dakika sogumasi
beklenmistir.

10 dakika sonunda 1600 rcf x 4°C’de santrifiij edilmistir.

Tiiplerde olusan bulanikligin gitmesi i¢in oda sicakliginda 30 dakika
beklenmistir.

96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 150 pl mikropipet ile dagitildiktan sonra
ELISA okuyucuda 530-540 nm absorbans degerinde 6l¢iim yapilmustir.
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3.11. Protein Tayini

Insiilin ve malondialdehit testlerinde protein basma insiilin ve malondialdehit
miktarlarmin hesaplanmasi i¢in protein tayini yapilmstir. Protein tayininde biskinoninik
aside (BCA) dayali deterjan uyumlu bir formiilasyon igeren kit kullanilmistir. Standart
olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanilarak dogrulugu kolorimetrik 6l¢iim ile

saglanmustir.

Total protein miktarini tayin etmek i¢in Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific, 23225-23227) kullanilmistir. Total protein miktar1 sigir serum albiimini
kullanilarak hazirlanan standart konsantrasyonlarina gore seyreltilerek 25 pl 96
kuyucuklu plaga aktarilmistir. Hiicre lizat 6rneklerinden 25 pl kuyucuklara aktarilmistir.
Plaga kit iceriginde belirttigi sekilde calisma soliisyonundan 1:8 oraninin saglanmasi
icin 200 pl eklenmistir. Protein aktivitesini gosterebilmesi i¢cin 37°C stabil sicaklikta
etiivde 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda ELISA okuyucuda 560
nm dalga boyunda okutulmustur.
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4. SONUCLAR

4.1. Hiicre Ikileme Sonugclar

INS-1E hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in hiicre ikileme zamani
tespit edilmistir. Bunun i¢in hiicreler baslangic sayisi 5x10* hiicre/ml olacak sekilde 6
kuyucuklu plaklara ekilmigtir. Toplamda on iki giinliik bir yasam dongiisii boyunca
hesaplayict kullanarak yapilan hesapta hiicrenin ikileme zamani 55,6 saat olarak
hesaplanmistir [88]. En cok hiicre potansiyeline 11. giinde eristigi bulunmustur. Bu
konuda yapilan caligmalarla karsilagtirildiginda bazi calismalarda pankreas hiicreleri
icin STZ uygulamasi hiicre ekiminden 1 giin sonra yapilmistir [69]. Ancak 1. Giinde
yapilan uygulama sonrasinda hiicrelerin yilizeye ve birbirlerine tam tutunamamasindan
dolay1 hiicrelerde sayisal bir kayip yasanmig ve islevlerinde azalma tespit edilmistir.
Hiicre lireme egrisi, hiicre ekiminin 2. glinlinde STZ uygulamasi yapilarak hiicrelerin

karakteristik 6zelliklerini kaybetmemesi i¢in 6nemli bir durum olarak tespit edilmistir

(Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. INS-1E hiicrelerinin {ireme egrisi
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Sekil 4.2. INS-1E hiicrelerinin 11. giin goriintiisii

Sekil 4.2.de goriildiigii tizere INS-1E pankreas B hiicreleri igsi bir yapida olup adharent
hiicre 6zelligi gostermektedir. En ¢ok iireme 11. giinde 13x10° hiicre/ml sayisina
ulasarak hiicre dongiisii siiresinin olduk¢a uzun oldugu tespit edilmistir. Bu durum INS-
1E hiicre hattinin transforme hiicre hatti olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu sebeple

hiicrenin pasajlanma dongiisii yaklasik 5-10 giin arasinda yapilmustir.

35



4.2. Streptozotosin ile Diyabet Modellemesi

INS-1E hiicrelerine STZ uygulamas1 sonrasinda hiicre canlilik dl¢imii kristal viyole
testi ile yapilmistir. INS-1E pankreas hiicrelerinde STZ’nin LCsy dozunu tespit etmek
icin hiicreler 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM ve 5 mM STZ konsantrasyonlart ile 3 saat siire
boyunca etlivde inkiibe edildikten sonra %50’ye yakin canlilik gdsteren konsantrasyonu
belirlenmistir (Sekil 4.3.). 5 mM STZ konsantrasyonunda %56,77 hiicre canlilig1 tespit
edilmis ve diyabet modeli olusturmak i¢in daha sonraki analizlerde kullanmak iizere bu

konsantrasyon seg¢ilmistir.
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2

Sekil 4.3. INS-1E hiicrelerinde kristal viyole testi ile hiicre canlilik sonuglari. a: Kontrol
grubuna gore anlamli farklilik (p<0,0002)

STZ’nin pankreas B hiicrelerinde oksidatif stresi yoluyla diyabet modeli olusturulmasi
icin 5 mM konsantrasyonu ve 3 saat inkiibasyon saati se¢ilmistir. Cesitli ¢calismalarda
STZ saati ve konsantrasyonlar1 degisiklik gostersede mevcut hiicre ve ortam kosullarina
gore modellemesi bu miktar ve saatte saglanmistir. STZ, hiicre iizerinde diisiik

konsantrasyon ve kisa siirede apoptoza neden olurken, belirlenen dozlarin
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konsantrasyonlar1 ve siire arttirildiginda nekroz olusumuna neden olur. Tez
deneylerinde kisa siireli ve diigiikk konsantrasyonlu STZ gruplar1 denenmistir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda STZ’yi ¢ozdiirmek i¢in kullanilan sitrat tamponunun toksik
bir etki olusturmadigr goriilmektedir. Deneyde STZ’yi ¢ozmek i¢in kullanilan sitrat
tamponu toksik bir etki yapmadigi ve kontrolle arasinda anlamli bir fark olmadigindan

neoeriositrin ile yapilan testlerde sitrat tamponu grubu uygulamasi yapilmamustir.

4.3. Kristal Viyole Hiicre Canhilik Test Sonuglari

Hiicre canlilik testlerinden biri olan MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) testinde serumun bazi flavonoidlerle etkilesim kurup sinerjik bir
etkiye neden oldugu bildirilmistir [89]. Bu ¢alismada da ¢alismanin basinda MTT testi
yapilmig ve tetrazolyum tuzlart ile neoeriositrin flavonoidinin floresans okuyucuda
etkilesime girerek 1s1ma vermesi nedeniyle hiicre olmadan da ELISA okuyucuda
absorbans degerinin giderek arttig1 tespit edilmistir. Bu nedenle ¢alismada MTT testi
yerine bir baska canlilik testi olan kristal viyole kullanilmistir. Neoeriositrinin kristal
viyole boyasiyla bir etkilesimi olup olmadigini test etmek icin hiicre olmadan
flavonoidin en yiliksek dozu kristal viyole boyama yapildiginda boya ile etkilesime
girmedigi bulunmustur. Ozellikle STZ, DNA’y1 oksidatif stres yoluyla hasara ugrattig

i¢cin bu yontem secilmistir.

Calismada pozitif kontrol olarak NAC kullanilmigtir. NAC antioksidan degeri
belirlenmis yliksek aktiviteli bir aminoasit olarak literatiirde belirtilmektedir. Yapilan
klinik arastirmalarda da NAC insiilin duyarliligini arttirmistir. Ayrica farelerde yapilan
diyabet deneylerinde pankreas hiicresini NAC antioksidaninin koruyucu etkisi oldugunu

ve insiilin salgilanmasini arttirdig1 yapilan ¢alismalarda belirtilmistir [90].
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Sekil 4.4. INS-1E pankreas hiicrelerinde neoeriositrinin farkli konsantrasyonlarinin

kristal viyole testi ile hiicre canlilik sonuglari. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel fark
(p<0,0002).

[statistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol ve DMSO grubu arasinda anlaml1 bir
fark bulunmadig: i¢in grafiklerde yer almamaktadir. Kontrol ile 5 mM STZ ile arasinda
p<0,0002 seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmektedir. Bu anlamli

farklilik diyabet modellemesi i¢in uygun konsantrasyon olarak degerlendirilmistir (Sekil
4.4.).

Pozitif kontrol olan NAC ile 1 uM neoeriositrin arasinda istatistiksel olarak (p<0,0002)
anlamli bir fark goriilmemekle birlikte INS-1E hiicrelerinin canlilik yiizdelerine
bakildiginda neoeriositrin uygulamasinda %79,51 iken NAC uygulamasinda %78,82
canlilik degeri ile neoeriositrinin NAC antioksidanina benzer bir koruyucu etki
sagladig1 bulunmustur. Neoeriositrinin artan konsantrasyonlar1 ile INS-1E hiicrelerinin

canlilik oran1 dogru orantili artmustir.
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4.4. Tripan Mavisi ile Canhilik Test Sonuclari

Bir diger hiicre canlilik testi olan tripan mavisi boyast ile neoeriositrinin koruyucu etkisi
sayisal olarak hemositometre lami kullanilarak Olc¢lilmiistiir. Canlilik yiizdeleri
hesaplanmigstir. Neoeriositrin konsantrasyonlarina bagli olarak hiicre canliliginin

degismedigi ancak, STZ grubuna gore hiicre canlilifinda artig tespit edilmistir (Sekil
4.5.).
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Nac+STZ Neo+STZ Neo+STZ Neot+STZ

Sekil 4.5. INS-1E pankreas hiicrelerinde tripan mavisi boyama testi ile hiicre canlilik

sonuglart.

Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda neoeriositrinin benzer etki gosterdigi tespit
edilmigtir. Sayisal olarak hiicre canliligi yiizdesinde (Sekil 4.5.) STZ grubu ile
neoeriositrin uygulanan gruplar arasinda hiicre canliliginda fark goriilmekle birlikte bu

fark istatistiksel olarak (p<0,05) anlaml bulunmamistir.
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4.5. Akridin Oranj/Propidyum iyodit Test Sonuclar:

Diyabet modeli olusturulan INS-1E pankreatik  hiicrelerinde neoeriositrinin koruyucu
etkisinin gostermek icin hiicre 6liim tipini belirlemede akridin oranj/propidyum iyodit
floresan boyama yapilmis ve hiicrelerin morfolojik ozellikleri gosterilmistir. Floresan
mikroskobu ile c¢ekilen fotograflar lizerinden canli hiicreler ve apoptotik hiicreler

degerlendirilerek sayim yapilmistir. Bu sayim sonuglarina gore canli hiicre %’leri

hesaplanmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. INS-1E hiicrelerinde AO/PI floresan boyama testi ile hiicre canlilik sonuglari.

a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark (p<0,05), b: STZ grubu ile arasinda
anlamli bir fark (p<0,05)

Istatistiksel olarak kontrol ile STZ grubu ve 0,25 pM neoeriositrin gruplar1 arasinda
p<0,05 degerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik goériilmiistiir. STZ grubu ile 0,5
UM neoeriositrin, 1 puM neoeriositrin ve 1 uM NAC grubu arasinda (p<0,05)

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir.
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Istatistiksel ve gorsel verilere dayanarak 0.5 ve 1 puM neoeriositrin ile STZ grubu
arasinda anlamli bir fark bulundugu icin bu konsantrasyonlarda neoeriositrinin

koruyucu etki gosterdigi sonucuna ulagilmistir.
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Sekil 4.7. INS-1E hiicrelerinin floresan mikroskobunda AO/PI floresan boyama
goriintlileri. A: Kontrol, B: STZ, C: NAC+STZ, D: 0,25 uM Neo+STZ, E: 0,5 uM
Neo+STZ, F: 1 uM Neo+STZ

Apoptotik hiicreler mp apoptotik cisimcikler 2 erken nekroz + ile gosterilmistir.
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INS-1E pankreatik B hiicrelerinde 5 mM STZ ile 3 saat inkiibasyonu sonucu hiicresel
hasar olustugu gozlenmistir. Hiicreler apoptotik cisimcikler ve erken nekroz agisindan
karsilastirildiginda apoptotik hiicrelerin daha fazla miktarda oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.7.).

Morfolojik incelemede 1 uM neoeriositrin ile 1 uM NAC uygulanan hiicrelerde hiicre
yapis1 ve c¢ekirdek biitlinliigiinii korumasi agisindan benzerlik gézlenirken, yapilan %
canlilik hesaplamasinda 1 pM NAC grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte daha yiiksek ¢ikmistir. STZ grubu ile 1 pM neoeriositrin karsilastirildiginda
hiicre sayis1 bakimindan 1 uM neoeriositrin grubunda hiicrelerin sayr bakimindan

kontrol ile yakin oldugu bulunmustur.

Sekil 4.7.°de gorildigi tlizere STZ grubuyla karsilastirildiginda neoeriositrinin
konsantrasyona bagli olarak hiicre biitiinliigli ve yapisinda koruyuculugunda artis

goriilmiistiir.
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4.6. Glukoz Uyarimh Insiilin Miktar Ol¢iimii Sonuclar:

INS-1E hiicrelerinin 5,5 mM glukoz ve 16,7 mM glukoz kosullarinda insiilin cevabi
sekil 4.8.’de verilmistir. STZ uygulamasina bagli olarak hiicrelerin diisiik ve yiiksek
glukoz kosullarinda insiilin cevabinda kontrol grubuna gore azalma tespit edilmis, ancak
yiiksek glukoz kosullarinda kontrolden istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
bulunmustur. Neoeriositrinin 0,5 uM ve 1 uM konsantrasyonlarinda diisiik ve yliksek
glukoz kosulunda INS-1E hiicrelerinin insiilin cevabinda STZ grubuna gore artis
gdzlenmis, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmanustir. Ozellikle de diisiik
glukoz kosulunda pozitif kontrol grubu olan NAC grubu degeri diger gruplarla

karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir.

160,00 ,
140,00 ab
§f
= 120,00 X
2
g
;; 100,00
g
-
= 80,00 N 5,5mM GLUKOZ
é \ u16,7 mM GLUKOZ
7 60,00
= c
:Z c
= 40,00 ¢
C a
C a a a
0,00 -
Kontrol  SmM STZ 1M 0,25 tM 0,5 uM 1M

Nac+STZ Neo+STZ Neo+STZ Neo+STZ

Sekil 4.8. INS-1E hiicrelerinde glukoz miktarina gore hiicrelerin salgiladigi insiilin
miktarlari. a: Kontrol grubu ile arasinda anlaml bir fark (p<0,05). b: STZ grubu ile
arasinda anlamli bir fark (p<0,05). c: NAC grubu ile arasinda anlamli bir fark (p<0,05).
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4.7. Oksidatif Stres Ol¢iimii Test Sonuclar

Tez c¢aligmas1 kapsaminda oksidatif strese bagli olarak ortaya ¢ikan lipid
peroksidasyonun biyobelirteci olan malondialdehit miktart TBARS o6l¢iimiiyle tespit
edilmigtir (Sekil 4.9.). MDA miktarinin neoeriositrin gruplarinda STZ grubuna gore
diisiik oldugu bulunmus ise de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Neoeriositrin konsantrasyonundaki artis ile malondialdehitin dogru
orantili azaldigi bulunmustur. Pozitif kontrol NAC grubu ile neoeriositrin gruplari

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Elde edilen sonuglara gore kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda STZ grubunda
malondialdehit miktarinda artis olmas1 diyabet modeli olusturuldugunu gdstermektedir.
0,5 uM ve 1 puM neoeriositrin uygulanan gruplarda kontrol grubuna yakin bir MDA
miktar1 0l¢lilmiistiir. STZ grubu ile karsilastirildiginda ise artan dozlardaki neoeriositrin
miktariyla agiga ¢ikan malondialdehit miktar1 azalmaktadir. Neoeriositrin

konsantrasyona bagli olarak MDA miktarinda azalmaya neden olmustur.
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Sekil 4.9. INS-1E hiicrelerinde lipid peroksidasyon 6l¢timii
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Oksidatif stres belirteci olan ROS 6l¢iim sonuglart Sekil 4.10.’da verilmistir. Hidrojen
peroksit ile STZ grubu arasinda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamli bir fark

bulunmamustir.

Bu durum hidrojen peroksit uygulamasindaki gibi STZ’nin ROS miktarin1 hiicresel
diizeyde arttirdigin1 gostermektedir. Sekil 4.10.’da goriildiigi iizere hidrojen peroksit ile
kontrol, 0,25 pM Neo+STZ, 0,5 uM Neo+STZ ve 1 uM Neo+STZ gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05) bulunmustur. STZ ile neoeriositrin
konsantrasyonlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmasa da neoeriositrin
uygulanan gruplarda bir azalma tespit edilmistir. Hidrojen peroksit grubunun kontrol ve
0,5 uM neo+STZ, 1 uM neo+STZ gruplari arasinda istatiksel olarak (p<0,05) anlaml
fark bulunmustur. 0,5 uM ve 1 uM neoeriositrin gruplarinin degerleri kontrol degerine

yakin deger olmasi neoeriositrinin ROS’a kars1 koruyuculugunu gostermektedir.

Neoeriositrinin INS-1E pankreatik hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da

konsantrasyona bagli koruyucu etkiye sahip oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.10. INS-1E pankreas hiicrelerinde hiicre i¢i ROS 6l¢iim sonuglari. a: Kontrol
grubu ile arasinda anlamli bir fark (p<0,05). b: 50 uM hidrojen peroksit grubu ile
arasinda anlamli bir fark (p<0,05)

INS-1E pankreatik hiicrelerinin DCFHDA boyama ile floresan goriintiileri sekil

4.11.’de verilmistir. Floresan boyanma goriintiilerine gére ROS miktarinda azalma

goriilmektedir.

47



Sekil 4.11. INS-1E hiicrelerinin DCFHDA boyama ile floresan goriintiileri. A: Kontrol,
B: STZ, C: NAC+STZ, D: 0,25 uM Neo+STZ, E: 0,5 uM Neo+STZ, F: 1 uM
Neo+STZ
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5. TARTISMA

Diyabet, diinyada yaklasik 422 milyon hasta sayisi ile gliniimiizde metabolik hastaliklar
icinde en yaygin olamidir ve 2040 yilinda bu sayinin 640 milyona ylikselecegi
ongoriilmektedir [1]. Bu durum gbz oniine alindiginda diinyada yaygin olan diyabetin
tedavisi ve koruyucu Onlemlerle ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasi1 gerekli oldugu
gorilmektedir. Bu tez calismasinda antioksidan ve antidiyabetik potansiyeli olabilecegi

diisiiniilen bir flavonoid olan neoeriositrinin koruyucu etkisi arastirilmastir.

Cagimizda beslenme aliskanliklarinin bozulmasi ve hareketsizlikle beraber diinyada sik
goriilen hastaliklardan biri olarak tip-2 diyabet hastalig1 goriilmektedir [1]. Bitkilerde
bulunan antioksidan 6zelligi tasiyan flavonoidler, oksidatif stres kaynakli pankreatik 83
hiicre hasarmin olugmasini 6nleyici 6zellikleri ile son zamanlarda alternatif bir 6nlem ve
¢oziim yolu olarak gorilmektedir [86]. Toplumlarin sosyoekonomik durumlari
metabolik hastaliklar ile iligkilidir. Hareketsiz yasam ve hazir islenmis giday1r dayali
beslenen toplumlarda diyabet oranmi1 artmaktadir. Tarim toplumlarinda bitkilerden elde
edilen fenolik 6zellik gosteren besinlerle tedaviler mevcuttur. Eger toplumlarin bitkileri
ve dogay1 kendileri i¢in tedavi edici veya Onleyici kullanmasiyla pek ¢ok hastaligin

azaldiginin goriilebilecegi bildirilmistir [88].

Diyabet hastaligiin hem tip-1 ve hem tip-2 ¢esitleri i¢in oksidatif stresin biiytik bir rol
oynadig1 yapilan caligmalarla ortaya ¢ikarilmistir. Oksidatif strese neden olan reaktif
oksijen tiirleri, antioksidan enzim aktivite diizeylerinin inhibe olmasima ve lipid peroksit
olusumunun artmasina neden olurlar [65]. Normal fizyolojik kosullar altinda ROS
tiretimi ile endojen antioksidanlar bir denge i¢indedir. Kalic1 ve yliksek seviyede ROS
oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozarak proteinler, lipidler ve DNA gibi

onemli biyolojik molekiilleri etkileyerek hiicre hasarina sebep olurlar [31].

Diyabet tedavisinde insiilinin maliyetli olmas1 ve oral antidiyabetik ilaclarin yan etkileri
dikkate alindiginda daha giivenilir antidiyabetik ilaglar arastirilmaktadir. Ayrica
ilaglarin komplikasyonlar1 nedeniyle daha gii¢lii ve etkili olabilecek dogal bitkisel
bilesenler iizerinde arastirmalar yogunlagilmistir [91]. Pankreas hiicresi insiilin
salgilanmasini1 gergeklestirdigi i¢in bunun iizerine bir¢ok model gelistirilmistir. Bunlar
perfiize pankreas, bozulmamis izole pankreatik adaciklar, saflastirilmis beta hiicreleri ve

insiilin salgilayan beta hiicresi hatlaridir [92].
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Tip-2 diyabeti kontrol altina almak i¢in egzersiz ve diyet etkili olmasina ragmen uzun
stirecte bu hastalarin %90°1 glisemik kontrolii saglayamamaktadir. Bu ylizden tip-2
diyabet hastaliginin tedavisinde antihiperglisemik ilaglara gerek duyulmaktadir [93].
Diyabet icin kullanilan ilaglar tek bir hedefe odaklanir ve kompleks patolojiyi
cozlimleme icin yetersiz kalirlar. Bu ylizden diyabet, hiperlipidemi gibi ¢oklu sinyal
yolaklarina etki eden hastaliklarda potansiyel alternatif olabilecek tedaviler olan

flavonoidlerin kullanimi glindeme gelmistir [15].

Her gegen giin goriilme siklig1 artis gosteren diyabet hastaliginin tedavisi ve koruyucu
tedbirlerle ilgili arayislar siirmekte ve bu konuyla ilgili calismalar {izerine odaklanildigi
goriilmektedir. Diyabet modeli olusturularak yapilan in vitro caligmalarla potansiyel
antidiyabetik maddeler arastirilmaktadir. Glinlimiizde diinyada yaygin goriilen bir
metabolik hastalik olan diyabet i¢in ila¢ kullaniminin yan1 sira alternatif olarak bitkisel
kokenli antidiyabetik 6zellik tagiyan triinler de diyabet tedavisinde kullanilmaktadir.
Antidiyabetik 6zelligi bilinen bitkisel gida ve bilesenlerin kullanilmasi sonucu olumlu
etkilerin olmasi ve giivenirliliginin bilimsel arastirmalarla desteklenmesiyle yeni
potansiyel ajanlar hakkinda caligmalar yapilmaktadir [62]. Flavonoidlerin ¢esitli
tirlerinin antiinflamatuvar, antioksidan, antidiyabetik etkileri bilinmektedir. Pankreas
beta hiicre hasar1 tip-2 diyabet hastaliginda onemli bir etkendir. Hasarin en biiyiik

sebebinin oksidatif stres oldugu belirtilmektedir [94].

Ozellikle beslenme diizeninin bozulmasi, hareketsizlige bagl olarak obezite ve diyabet
tanis1 konulan hasta kisilerin sayis1 giderek artmaktadir. Metabolik bir hastalik olan
diyabet pek cok organ ve fizyolojik islevi etkilemekle birlikte diger metabolik
hastaliklar1 da tetiklemektedir. Bir hastaliga yakalanmadan tedavi etmek, kisi
viicudunun hasarlara kars1t Onlem alinmasi diger organlarinda en az zararla

atlatilabilmesi i¢in hastalik ortaya ¢ikmadan 6nlenmesi dncelikli tedavilerden biridir.

Bu tez c¢alismasinda flavonoidlerin antioksidan ve antidiyabetik ozellikleri dikkate
almarak cogunlukla turunggil meyvelerinde bulunan neoeriositrin flavonoidinin INS-1E
pankreatik beta hiicrelerinde antidiyabetik ve antioksidan oOzelligi arastirilmstir.
Calismada neoeriositrinin potansiyel koruyucu etkisi hiicre canlilik testleri, oksidatif

stres parametreleri, hiicre 6liim tipi ve insiilin salgilanmasi testleri ile incelenmistir.
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STZ ile diyabetik model olusturulan ve flavonoidlerin iyilestirici etkilerinin ¢aligildig1
cok sayida in vivo ¢aligma literatiirde yer almaktadir [69,73,75]. Diyabet ¢aligmalarinda
pankreas hiicrelerinin izole edilip insiilin salgilama 6zelliklerinin korunmas1 oldukg¢a zor
oldugu igin in vitro ¢alismalar literatiirde daha az bulunmaktadir. Bir hastaligin tedavi
edilebilmesi i¢in Oncelikle hastaligin temelinde yatan mekanizmanm bilinmesi
gereklidir. Hem canli organizmalari kullaniminin en aza indirilmesi hem de hiicre i¢i
mekanizma ¢alismalari i¢in hiicre kiiltiirli ¢galismalari tercih edilmektedir. Citrus grubu
meyvelerde ve bazi bitkilerde bulunan fenolik bir bilesik olan neoeriositrin
flavonoidiyle ilgili sinirli ¢aligma vardir. Antidiyabetik ve antioksidan etkisiyle ilgili
caligma bulunmamaktadir. Neoeriositrinin hiicre iizerindeki antidiyabetik ve antioksidan

etkisi ilk defa bu tezde ¢alisilmustr.

Bu tez calismasinda neoeriositrinin antioksidan ve antidiyabetik etkisi farkli hiicre
canlilik testi ile degerlendirilmistir. Kristal viyole testi DNA hasarina gore hiicre
canliliginin tespit edilmesine dayali bir testtir [95]. Calisma kapsaminda gergeklestirilen
hiicre canlilik testleri birbiriyle ve kendi i¢lerinde tutarli sonuglar vermistir. Bu veriler

AO/PI floresan boyama ile desteklenmistir.

Calismada kristal viyole boyama testinde diyabet modeli olusturulan INS-1E
hiicrelerinde neoeriositrin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak hiicre canliliginda
artis gozlenmistir. STZ uygulamasinin neden oldugu hiicre canliligindaki azalma
neoeriositrin uygulamasiyla neoeriositrin konsantrasyonuna bagl artis géstermis ve en
yiiksek konsantrasyon olan 1 uM grubunda pozitif kontrol grubu olan NAC seviyesinde
oldugu tespit edilmistir. Kristal viyole canlilik testi sonuglarina gére neoeriositrinin

hiicre canliliginda koruyucu etki gosterdigini sdyleyebiliriz.

Morecea ailesinden sogan ve elmada bulunan bir flavonoid olan morin’in arastirildig:
caligmada INS-1E hiicrelerinde STZ kullanarak diyabet olusturulmustur. Morin
flavonoidinin koruyucu 6zelligi c¢esitli hiicre canlilik ve oksidatif stres testleri
uygulanarak ol¢iilmiistiir [75]. Tez ¢aligsmasinda kristal viyole testiyle elde edilen hiicre
canlilik sonuglari, koruyucu 6zellik gosteren bir flavonoid olan morinin antioksidan
etkisiyle karsilagtirildiginda morinin en yiiksek konsantrasyonu olan 10 pM ile
neoeriositrinin 1 uM konsantrasyonunun yaklasik ayni oranda koruyucu etki gosterdigi

tespit edilmistir.
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Tripan mavisi testi ile hiicre canlilig1 kantitatif olarak hemositometre laminda hiicre
sayimi yapilarak degerlendirilmistir. Tripan mavisi boyama testi ile yapilan hiicre
canliligma bakildiginda STZ grubunda canli hiicre degeri olmasi geri
dondiiriilemeyecek yani nekrotik hiicre Oliimlerini  gostermesi ile agiklanabilir.
Calismada tripan mavisi boyama sonuglarina gore neoeriositrin konsantrasyonundaki
artisa bagli olarak hiicre canliligminda artis gozlenmistir. Neoeriositrin uygulama
gruplart NAC grubu ve STZ grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemekle birlikte hiicre canliliginin hem STZ hem de NAC grubuna gore artis
gosterdigi bulunmustur. Dolayistyla neoeriositrin gruplarinda hiicre canliligindaki artis,
STZ’nin neden oldugu hiicre canliligindaki azalmada neoeriositrinin koruyucu etkisini

isaret etmektedir.

Hiicre oliim tipinin belirlenmesinde akridin oranj/propidyum iyodit testi yapilmustir.
Apoptoz pek c¢ok sinyal ile hiicresel veya cevresel olarak tetiklenebilir. Apoptoz
cekirdek parcalanmasi, kromatin yogunlagmasi, apoptotik cisimcikler gibi hiicresel
degisimler ile karakterize iken, nekroz hiicre zar1 hasari ile karakterize edilmektedir.
Calismada INS-1E pankreas B hiicrelerinde ikili floresan boyama ile apoptotik ve
nekrotik hiicreler ile canli hiicrelerin sayimi yapilarak yiizdeleri hesaplanmistir. AO/PI
boyama ile hiicre canliliklarina bakildiginda neoeriositrinin 0,5 pM ve 1 uM
konsantrasyonlarinda STZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artig gosterdigi
tespit edilmistir. AO/PI sonuglar1 diger hiicre canlilik testleriyle elde edilen sonuglari

desteklemistir.

Benzer deney tasarimu ile yapilan bir calismada INS-1 hiicrelerinde STZ ile diyabet
modeli olusturularak daphnetin flavonoidinin antioksidan etkisi arastirilarak hiicre 6lim
tipini belirlemek i¢in akridin oranj/etidyum bromiir floresan boyamasi yapilmistir [58].
Propidyum iyodit ve etidyum bromiir temelde ayni Ozellikleri gosteren floresan
boyalardir. Daphnetin ile yapilan calismadan elde edilen sonu¢lar mevcut ¢alismanin
sonuclar1 ile karsilastinnldiginda 20-40 uM daphnetin ile 1uM neoeriositrinin benzer
koruyucu etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Calismada STZ uygulamasinda ylizey
alaninda hiicre sayisinin kontrole gore azaldig: tespit edilmis ve bu durum nekroz ile
Olen hiicrelerin arasindaki baglantilar1 kaybetmesi ve boyama esnasinda 6l olduklari
icin plaktan dokiilmesiyle agiklanabilir. 1 uM neoeriositrin uygulama grubundaki
hiicrelerde hiicrelerin yapisal morfolojisi ve ¢ekirdek biitiinliigiiniin korundugu

gozlenmistir. Neoeriositrinin 1 uM konsantrasyonu ile NAC uygulama grubu AO/PI
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floresan boyama ile morfolojik acidan incelendiginde, neoeriositrinin hiicre 6liimiine
kars1 koruyucu etkisi hiicre Oliimiiniin azalmasi ile gozlenmis ve neoeriositrinin

antioksidan olarak koruyucu etkisinin NAC seviyesinde oldugu tespit edilmistir.

INS-1E hiicrelerinin diisiik ve yiiksek glukoz kosullarinda insiilin cevabi sonuglarina
bakildiginda neoeriositrinin STZ grubuna gore bir artisa neden oldugu, ancak bu artigin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur. Neoeriositrin uygulanan hiicrelerin
yiiksek glukoz kosulunda insiilin cevabi pozitif kontrol NAC grubu degerine yakin
bulunmustur. Bu sonuglar neoeriositrinin antioksidan etkisi bilinen NAC seviyesinde bir
etkiye sahip oldugunu ancak, glukoz seviyesindeki artisa bagli olarak insiilin saliminda
bir artisa sebep olmadigini gostermistir. Ancak mevcut verilerle neoeriositrinin insiilin
cevabinda istatistiksel olarak anlamli olmayan seviyede artisa neden olmakla birlikte

antidiyabetik etki i¢in yeterli oldugu sdylenemez.

Calismada hiicre i¢i oksidatif stres biyobelirteci olan ROS miktar1t DCFHDA testiyle
belirlenmistir. STZ ile indiikklenen ROS {iretimi neoeriositrin uygulamasiyla
konsantrasyona bagli bir azalma gostermistir. Neoeriositrinin ROS miktarin1 azaltma
etkisi oksidatif strese karsi koruyucu etkiye sahip oldugunu ortaya koymus ve ROS
tizerindeki antioksidan etkisi yapilan hiicre canlilik testleriyle tutarlilik gostermistir.
Fareden elde edilen pankreas B hiicre hattt olan RINmSF hiicreleriyle yapilan bir
calismada STZ ile diyabetik model olusturulmus ve apigenin flavonoidinin antioksidan
ve antidiyabetik etkisi arastirilmistir [69]. Bu ¢alismada apigenin flavonoidinin ROS
miktarini énemli derecede azalttigi floresan mikroskobu goriintiileriyle gosterilmistir.
Apigenin en etkili oldugu konsantrasyon miktar1i 5 pM iken calismamizda
neoeriostirinin 1 pM konsantrasyonu ROS miktarin1 6nemli derecede azaltarak

koruyucu etki géstermistir.

Kakaoda bulunan bir flavonoid olan epikatesin ve INS-1E hiicreleriyle yapilan oksidatif
stresten koruyuculugunun arastirildigt bir bagka c¢alismada 10 puM epikatesinin
antioksidan etkiye sahip oldugu tespit edilmis ve flavonoid uygulanan grubun ROS
miktarinin kontrol grubu degerlerinde oldugu bildirilmistir [96]. Calismadan elde edilen
ROS sonuglarimiza gore 0,25, 0,5 ve 1 uM neoeriositrinin INS-1E pankreatik 03

hiicrelerinde oksidatif stresten koruyucu etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

RINmMSF hiicre hattinda STZ ile diyabet modeli olusturulan bir bagka ¢alismada, algden

elde edilen ve tanin tiirii olan oktaflorethol A (OPA)’nin diyabet iizerine koruyucu
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ozelligi incelenmigtir. TBARS miktarinin hiicre igerisinde artmasi bu durumda
belirleyici faktor olarak 6l¢iildiiglinde OPA miktar1 arttikca TBARS miktar1 azalmistir.
Bu tez calismasinda da neoeriositrin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak ayni

sekilde TBARS miktar1 azalmistir [70].

Sonug olarak tez galigmasi kapsaminda yapilan hiicre canlilik testleri, oksidatif stres
Ol¢iimleri ve hiicre 6liim tipi boyamalarindan elde edilen sonuglara gore neoeriositrinin
INS-1E pankreatik beta hiicrelerinde STZ ile indiiklenen oksidatif strese ve hiicre
hasarma kars1 koruyucu etkiye sahip oldugu bulunmustur. Son yillarda bulunmus bir
flavonoid olarak neoeriositrinin antioksidan etkisiyle diyabete kars1 potansiyel aday bir
ajan olabilecegini ileri siirebiliriz. Bu tez calismasi kapsaminda hakkinda fazla bilgi
bulunmayan neoeriositrin flavonoidi hakkinda ilk veriler elde edilmistir ve bu konuda

yapilacak ¢alismalar i¢cin kaynak olusturacaktir.
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6. YORUM

Bitkisel kaynakli ¢esitli flavonoidlerin antioksidan etkileri bilinmekle birlikte yenilerde
kesfedilen bir flavonoid olan neoeriositrin hakkinda heniiz fazla bilgi yoktur. Tez
kapsaminda neoeriositrinin INS-1E hiicrelerinde antioksidan ozelligi ilk kez tespit

edilmistir.

Yapilan ¢alismada neoeriositrinin INS-1E pankreatik beta hiicrelerinde koruyucu etkisi
oldugu bulunmustur. Metabolik hastaliklar i¢in O6nemli rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir. Bu tezde neoeriositrinin potansiyel antioksidan etkisinin belirlenmesi
0zgiin degerini olusturmaktadir. Neoeriositrin bazi bitkilerin meyve o6ziitlerinde ve
meyve sularinda farkli miktarlarda bulunmakta ve flavonoid karisimlari seklinde
uygulamalarin yapildigi calismalar olmakla birlikte neoeriositrinin tek basina

antioksidan etkisiyle ilgili calisma bu tez kapsaminda yapilmstir.

Neoeriositrin flavonoidi diyabet modelinde pankreatik beta hiicrelerinde hasari oldukga
azaltmistir. Calismada antioksidan etkisi bilinen NAC uygulamasiyla karsilastirilarak
neoeriositrinin INS-1E pankreatik hiicrelerinde oksidatif strese karsi kristal violet

canlilik testi ile DNA koruyucu etkisini gosterilmistir.

Tripan mavisi boyama hiicre sayimi yapilarak hiicre sayisinda bir artis sagladigi tespit
edilmistir. Akridin oranj/propidyum iyodit floresan goriintiilleme ile apoptotik ve
nekrotik hiicreler tespit edilmis ve neoeriositrinin konsantrasyonunda artis1 bagl olarak

apoptotik hiicrelerin azaldig1 ve hiicresel biitiinliigiin korundugu bulunmustur.

INS-1E pankreas B hiicrelerinde neoeriositrinin diisiik ve yliksek glukoz kosullarinda

insiilin cevabinda koruyucu bir etki tespit edilmemistir.

INS-1E pankreas B hiicreici ROS miktarinin STZ grubuna gore neoeriositrin
uygulamasiyla konsantrasyona bagli olarak azaldigi tespit edilmistir. Neoeriositrinin
artan konsantrasyonlarinda ROS olusumunun azalmasi neoeriositrinin antioksidan

kapasitesini ortaya koymustur.

Calismada artan neoeriositrin konsantrasyonuna bagli olarak MDA miktarinda azalma
tespit edilmistir. MDA miktarindaki azalma da neoeriositrinin oksidatif strese karsi

koruyucu etkiye sahip oldugunu desteklemektedir.

In vitro tip-2 diyabet modellemesi yapilan ¢aligmamizdan elde edilen sonuglara gore

neoeriositrin INS-1E pankreas B hiicrelerinde apoptoz aracili hiicre 6limiinii azaltmustir.
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In vitro kosullarda antidiyabetik etkilerinin belirlenmesi sonucunda elde edilecek
verilerin daha sonra yapilacak hayvan c¢aligmalarina onciiliik edecegi diigiiniilmektedir.
Ayrica hayvan c¢alismalar1 sonrasinda insiilin direnci goriilen bireylerde klinik
caligmalarla neoeriositrinin saf halinin toksik olmayacak diizeyde miktar1 belirlenerek

tip-2 diyabete kars1 koruyucu olarak destekleyici hale getirilebilir.

Gilintimiizde diinyada oldukca yaygin olan diyabet hastaliginin ve bir¢ok oksidatif stres
kaynakli hastalikta uygun miktarda flavonoid kullanimiyla bu hastaliklarda
neoeriositrinin  koruyucu etkiye sahip olabilecegini soOyleyebiliriz. Sonug¢ olarak
insanlarin beslenme aligkanliklarint diizenlemesi ile oksidatif stres kaynakli diyabet
hastalig1 icin koruyuculuk saglanabilir. Bu tez calismasiyla neoeriositrin flavonoidinin
hiicre tlizerinde potansiyel bir antioksidan fitokimyasal olabilecegi yoniinde ilk veriler

elde edilmistir.
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