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OZzZET

Insiilin hormonunun biyosentezini ve salgilanmasini
etkiliyen faktOrlerin Oneminin anlasilmasindan sonra insii-
line bagimli olmayan diabetikler icin yararla olacagi plan-
lanan bu g¢aligma Anadolu Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali'ainda iiretilen Rattus norvegicus tiri
sig¢anlarda yapilmistir. Arastirmamizda ocrtalama afgirlik-
lary 254.12%11.22 g olan 26 adet erkek sican kullanilda.
16-18 saat a¢ birakilan siganlara 4 ayri grup halinde izole
pankreas perfiizyonu yapildi., BSylece birinci gruba (kont-
rol) % 100 mg glukoz, perfiizat olarak kullanilan Krebs Rin-
gerle birlikte, ikinci gruba ¥ 30 mg klorpropamid igeren
Krebs Ringer, liglincii gruba % 30 mg streptozotocin iceren
Krebs Ringer, dordiincii gruba ise % 30 mg klorporpamid -+
% 30 mg streptozotocin igeren Krebs Ringer perfiize edildi.
Her hayvana ayri ayri uygulanan perfiizyonun l., 3., 5.,
10., 15., 20., 30., #5. ve 60. dakikalarinda portal venden
ornekler toplandi ve radyoimmunoasséy yontemi ile insiilin
tayini yapilda.

Yapilan bu arastirma sonucu insiilin salinimini en
fazla glukozun etkiledigi ve bunun bifazik oldugu, CLP'nin
yine insiilin salinimini stimille ettigi fakat salinimin tek
fazli oldugu, STZ'nin bunlarin tersine insiilin salinimini
inhibe ettigi, dordiincli gruba birlikte tatbik edilen CLP+
STZ nin ise insililin salinimini tek olarak verilen CLP den
¢ok daha fazla etkiledigi tesbit edildi.

Anahtar Kelimeler: Izole pankreas perfizyonu, Klor-
propamid, Streptozotocin, Biyosen-
tez, Salgilama



SUMMARY

After the importance of the factors that affect the

. biosynthesis and secretion of insiilin hormone have been
understood, this study that was planned to be useful for
the cases with non-insililin dependent diabetes mellitus was
made by using the rats (Rattus norvegicus) that were bred
by the Anadolu University Medical Faculty, Department of
Medical Biology 26 male rats. Whose mean weight was 254.12
+£11.22 g were used in this study. Isolated pancreas per-
fusion were applied in 4 different groups to the rats that
were not fed last 16-18 hours. Thus Krebs Ringer with

100 % mg glucose was perfused to the first group., Then
Krebs Ringer with 30 % mg chlorpropamide, Krebs Ringer with
30 % mg streptozotocin and finally Krebs Ringer with 30 %
mg chlorpropamide +30 % mg streptozotocin were perfused to
the second, third and fourth groups; respectively. The
samples were obtained from the portal vein of the rats in

1 st, 5 rd, 5 th, 10 th, 15 th,.20 th, 30 th, 45 th, and 60
- minutes after the perfusions and the insiilin analysis were
done by using the radioimmunoassay method.

At the result of the study, the results showed that
glucose was mostly affected the insililin secretion and this
was biphasic, CLP was also stimulated the insiilin secretion
but its secretion was monophasic. Unlike to these, STZ was
inhibited the inslilin secretion, and in the fourth group
that CLP + 8TZ were applied together,‘the secretion of insi-
lin was much more affected ‘than the CLP.

Key words: Isolated pancreas perfusion, Chlorpropa-
mide, Streptozotocin, Biosynthesis, Sec-
retion
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TESEKKUR

Bu arastirmanin gergeklegmesi ic¢in gerekli gerecle-
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Galismami ¢ok yakindan siirekli takip eden ve yardim-
larini esirgemeyen deferli| hocam Prof.Dr. Nurettin BASARAN'a,
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yan DETAM ve personeline tecekkir ederim.,
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1. GIRIS

Cesitli maddelerin insiilin salinimi lzerine etkile-
rinin aragtirilmasi insiiline bagimli olmayan diabetiklerin
tedavisi agisindan Snemlidir. Insiilin hormenunun-diabet- -
teki roliniin anlasilmasindan sonra bu hormonun pankreastan
salinimi, biyosentezi ve yapisi ile ilgili pek g¢ok aragtir-
ma yapilmigtir., Bu sayede geligtirilmis ve yeni gelisti- -
rilmekte olan tekniklerle diabet semptomlarinin azaltilmasa
ve tedavisi yollarina gidilmistir (5, 6, 33).

Insiilin salgilanmasi ve biyosentezini etkileyen fak-
torlerden karbonhidratlar ve c¢egitli katyonlar ile in vitro
olarak degisik ¢alismalar yapilmistir. Bu calismalar so-
nucu glukozun, perfilize pankreasa infiize edildiginde bifa-
zik insiilin salinimina neden olduZu anlasilmis. Bunlardan
ilk fazin 1-3 dakikada tamamlandi#1l ve bu fazda salgilanan
insiilinin daha Once sentezlenmig, pankreasta depolanmis
insiilin oldugu, ikinci fazda salgilanan insilinin ise per-
fiizyon esnasinda sentezlenen insllin veya bagka bir gorlige
géré de ikinci havuzdan bogalan insiilin oldugu bildiril-
migtir (13, 20, 21). Bunlara ilaveten pankreastan insiilin
sentezlenmesi ve salgilanmasi igin kalsiyum iyonuna gerek
duyuldugu da arastirmalar sonucu ortaya konmustur (13, 38,
49).

Burada ve Onceki Calismalar kisminda da belirttigi-
miz gibi izole sican pankreas perfiizyonunda glukozun de-
vamli olarak insilin sekresyonu ve biyosentezini stimile
ettigi bir gercek olup mekanizmasi bilinmektedir. Bu ne-
denlerle ve gimdiye kadar yapilan gallsmalarlé karsilas~
tirma yapabilmek ig¢in kontrol grubu olarak diger arastiri-
cilarin kullandigi % 100 mg glukoz solusyonu (4,.9, 10, 11,
13, 20, 21) segilmigtir,

Antidiabetik etkili farmakolojik maddelerden sulfo-
niliireler ile tedavi ilk olarak 1955 yilinda karbutamid
adla bir tiirevie baslatilmistir. Daha sonra sulfoniliire-
lerin deZisik tiirevlerinin tedavide kullanilmasi devam et~



mig ve gunumuzde hala devam etmektedir. Slilfoniliirelerin
insiiline bagimli olmayan dlabetiklerin tedavisinde kulla-
- nilmasi Onemli bir acama olup bu konuda ¢ok sayida calisgma
vapilmigtir. Burada en onemli sorun silfoniliirelerin, in-
slilin biyosentezini mi yoksa salgilanmasini mi etkiledik-
leridir. Bununla ilgili c¢alismalar da siilfoniliirelerin
sadece sentezlenmis olan insiilinin salgilanmasini etkile=~
diklerini gbstermistir (9, 10, 11, 34). Farmakolojik et-
kenlerin, in vitro deneylerde insiilin sekresyonunu tek
fazli etkiledigi Curxry et al. (1968) ve Altug vd. (1986)
tarafindan gosterilmistir. Bltin bu ¢alismalar gostermek-
tedir ki insilin sekresyonunu etkileyen farmakolojik mad-
deler tek fazli olup diZer inslilinotropik maddelerin gos-
terdigl bifazik egriyi gdstermezler (6, 11, 13)

Yapilan taramalarda "CLP ile yapilan pankreas per-
flzyonu" ile ilgili herhangi bir literatiire rastlanilma-
migtir. Yalniz CLP gibi silfoniliire grubundan olan tolbu-
tamid ile ilgili in vitro galismalar yapilmistir (10, 13,
22). Bununla birlikte CLP'nin diabetikler iizerindeki far-
makolojik etkileri ile ilgili literatiirlere rastlanilmisg-
tir (7, 34, 47). Bu noktadan hareket edilerek CLP'nin
in vitro etkisinin arastirilmasi planlanmistir. Ayni za-
manda CLP'yli STZ ile birlikte infiize etmemizin sebebi de,
CLP'nin STZ'nin insiilin sekresyonunu inhibe edici etkisini
etkileyip etkilemedigini saptamaktir.

STZ, Streptomyces accramogenes tiurinden elde edilen
bir antibiyotiktir. Diabetojenik OzelliZinin ortaya ¢ikma-
sindan itibaren antibiyotik olarak kullanilmasindan vagz
geclilmis ve deneysel diabet g¢alismalarinda kullanilmaya
baglanmistir. STZ Langerhans adaciklarinin B hiicrelerini
irreversibl olarak tahrip eder. Bazli aragtairmacilar STZ
nin B hiicrelerinin DNA'lari iizerine etki edip onlarda ki-
rilmalara neden oldufunu belirtmislerdir. Bu olayin agik-
lanmasi ig¢in in vitro ve in vivo ¢alaismalar sirdirilmekte-
dir (18, 19, 31). Biz de liglincli asama olarak izole sigan



pankreas perflzyonuyla STZ'nin akut donemde insiilin sekres-
yonu lizerine etkilerini arastirmay:r planladik.

Golden et al. (1971), STZ ile birlikte nikotinamid
kullandiginda nikotinamidin, STZ'nin inhibitdr etkisini
vyani insiilin salinimini durdurucu etkisini ortadan kaldir-
digini in vitro olarak kanitlamislardir. Biz de deneysel
olarak akut donemde STZ'nin inhibitdr etkisinden korunma-
nin CLP ile saflanip saglanmadifini bu calismamizda goster-
meyi amag¢ladik,



/

2. ONCEKI CALISMALAR

Pankreas, lirettigi salgilar yonilinden karma bir bez-
dir. Histolojik yapisinda , pankreasin bliyik bir kisminin
dis salgir yapan, alveolar bezlerden yapildigi gorilir.
Parankim hiicrelerinden olusan bu alveolar bezlerde meydana
gelen tripsin, lipaz ve amilaz enzimleri Wirsung kanali
araciligi ile duodenuma akiltilar (8, 26, 40). Bu enzimler
protein, yag ve karbonhidratlarin sindiriminde rol oynar-
lar. Pankreasin i¢ salgisinin yapildigi ve salgilandiga
kisim ise Langerhans adaciklaridir. Langerhans adacikla-
rinda, kan sekeri dilizeyini kontrol eden insililin ve gluka-
gon hormonlari iretilir (8, 26, 28, 40).

Insanda agirligi 60-160 g, uzunlufu 12-15 cm olan.
bag, govde ve kuyruk boliimlerinden olusan pankreas, ikinci
ve Uclncl bel omurlari oOniine isabet eden dalak hilusu ile
duodenum kavsi arasinda uzunlamasina yer alir. Pankreas -
karin agildifinda goriilemez ¢inkii, mide ile kalin barsagin
enine uzanan par¢asinin arkasinda ve derindedir., Pankreasin
sekli yassi ve uzun, rengi soluk kirmizimtrak, kivami ise
yumusaktir (26, 28, 40). Pankreasin yerlesim yeri, anato-
mik ve histolojik yapisi, islevleri burada deney hayvani
olarak kullandigimiz sicgan tiliriinde de insaninkine g¢gok ben-
zer olmakla birlikte birkac¢ farkli durum mevcuttur. Sican
pankreasi 5-15 g agirliginda olup fikse edildikten sonraki
- uzunlugu 5-8 cm kadardair. Yerleéim yeri insandaki gibidir,
fakat ondan daha yaygin olup kolona kadar uzanir. Rengil de
insaninkine yakindir. Sic¢anlardaki Langerhans adaciklari-
nin sayisi Devrim vd.'nin (1983) yapmis olduklari calismaya
gore; bir gilinlilkk siganlarin pankreaslarinda total inceleme
sonucu 15960 adacik/g doku, 5 glnlikte 17105 adacik/g doku
ve erigkin bir siganda ise 1157 adacik/g pankreas doku ola-
rak tesbit etmiglerdir. Siganlarda pankreasin renk ve ya-
pisa: fazla bir farklilik gostermemektedir.

Diger memelilerde olduZu gibi insanda da pankreasin

lizerini gevgek ve ince bir kiliaf sarar, belirli koruyucu



fibrdz bir kapsiilden yoksundur. Kilif ince oldugu ig¢in lob
dlizenini disardan izlemek miimkiindiir. ILoblar arasina yag
dokulari girer, bu ylizden organin sinirlarinin ve big¢imi-
nin bozulmasina neden olur (Sekil 2.1.) (8, 28, 40).

renal arterler vena lienalis

sptenik artef

hepatik arter _96U0k kok

portal ven

koledok kanat; ' ‘
- kuyruk (cauda

pancreqtis)

govde (corpus pancreatis)
» wirsung kanali

> bas fcaput pancreatis)

duodenum

Sekil 2.1. Pankreasin morfolojik gdriiniimii.

Pankreas basinin (caput pancreatis) arka yiziiniin cok
onemli komsuluklari vardir. Sagda, c¢evreye yakin olmak
uzere, ductus choledochus gelir. Ductus choledochus'un so—
lunda vena lienalis ile vena mesenterica superiorun birles-
mesinden meydana gelen vena portae'nin baslangici ve bunun
solunda arteria mesenterica superior bulunur. Ayrica aort-
tan ¢ikan ve sag bobrefe giden arteria renalis dekstra da
pankreas basinin arka ylizi ile komsuluk yapar. Bu damarla-
rin arkasinda ve daha derin planda vena cava inferior ve

bu vene dokiilen vena renalis sinistra yer alair.



Pankreas gdvdesi (corpus pancreatis), birinci ve. .
ikinci bel omuru yiikseklizinde sagdan sola ve hafifge yu-
kariya dofru uzanmis olup li¢ kenarli bir prizmaya benzer.
Pankreas govdesinin arka yilizii sagdan sola olmak iizere aort
ve arteria mesenterica superior'un baslangici, sol arteria
renalis ve sol bObrek ile komsudur. Ayrica arka yliziinde ,
sagdan sola olmak lizere dalak damarlari gecerler. Bunlar;
dan arteria lienalis iist kenara ¢ok yakin olarak uzanir.
Vena lienalis ise biraz daha alttan gecer.

Pankreasin kuyruk kismi (cauda pancreatis), farkla
sekillerde bulunabilir. Bazen yuvarlak ve kalin, bazen de
yassi ve ince olur. Solda dalak hilusu, a$aglda flexura
coli sinistra ve arkada sol bSbrek hilusu ile komsudur
(Odar, 1986).

Bizim ¢aligmamiz pankreasin ekzokrin dokusu ile il-
gili olmadigindan hemen insiilin hormonunun sentezlenip,
salgilandi1l kisim olan Langerhans adaciginin yapisina ge-
gecefiz. _

I1k kez 1869'da Langerhans tarafindan tanimlanan Lan-
gerhans adaciklari, pankreas dokusunun ekzokrin kismi iginde
dizensiz dagilmis poligonal epitel hiicrelerinden olusmustur.
- Adaciklarin etrafi ise ince ba# doku fibrilleri ile cevri-
lidir (1, 26, 28). Pankreasin i¢ salgisini yapan Langerhans
adaciklari, genellikle pankreasin kuyruk ve gévde kisimla-
rinda goriiliir., Bunlarin sayisi ¢ok deZisiktir. Maximov'a
gore bir insan pankreasinda bu adaciklarin sayisi 200000-
1780000 arasindadir. Ogilvie 1 yasindaki kiz cocuZunda
117000-226000, 8 aylik bir erkek cocukta ise 2325123 adacik
bildirmigtir. Bergman'a gdre ise 5 ergin kiside yapilan
'blgﬁmler sonucu 208569-1760000 arasinda adacik bulunmakta-
dir (Devrim vd. 1983; Odar 1986).

Bir adacikta, gekil ve iginde gOriilen graniillerin
Ozellikleri bakimindan birbirinden ayra ddrt hiicre grubu
vardir. Bunlar alfa (4), beta (B), delta (D) ve pankreatik
polipeptid hiicreleri (PP veya F) dir (Sekil 2.2.)(1, 35,
4z, 449,



beta hucreleri

alfa hicreleri
delta hucreleri

Langerhans adacigi

Sekil 2,2. Bir Langerhans adaciginin yapisi.

Adaciktaki dort hiicre tipini Rahier et al. (1984)
morfometrik metoda gbre tesbit etmisler ve 1-36 aylik nor-
- mal bebeklerde bu hiicrelerin oraninin A hiicrelerinde % 18,
B hiicrelerinde % 54, D hiicrelerinde % 27 ve PP hiicrelerinde
ise % 1 oldugunu bildirmislerdir. Aynl arastirmada kan
glukozu normal olan bebeklerde yas arttikca B hiicrelerinin
ylizdesinin arttigi, D hiicrelerinde ise bunun distigi belir-
lenmigtir.

Adacikta bulunan A hiicreleri glukagon hormonu salgi-
lar. Glukagon insiilin antagonisti olan bir hormondur ve
depo edilen glikojeni glukoza gevirir, gerefine gdre kan-
daki glukoz miktarini artirir. B hiicreleri insilin hormonu
salgilar, insiilin glukozun glikojene ¢evrilmesini ve kara-
cigerde depo edilmesini sa®lar. D hiicreleri somatostatin
salgilar, PP hiicreleri (veya F) ise pankreatik polipeptid
salgilar, Biltin bu maddeler kapillerler ig¢ine gecerek hor-
mon etkisi yaptiklari gibi, adacik dokusu iginde yayilarak
parakrin etki de yaparlar. BOylece birbirlerinin salive-
rilmelerini azaltirlar veya c¢ogaltirlar (Kayaalp, 1986).

Adacik hicre perflizyonunun diizenlenmesi ve etkilesimi
B hiicreleri ig¢inden dis tabakaya dogru olusmaktadir. Bu
dis tabaka D hiicrelerinin alt kisminin hemen altinda olup,



A hicrelerinin distalinde yer alar. Bundan dolayi B hiic-

releri A hiicre sekresyonunu inhibe eder, yine A hiicreleri

D hiicre sekresyonunu stimiile eder (Samols, 1988). B&ylece
insiilin hormonu ile antagonist c¢alisan glukagon hormonunun
sekresyonu insiilin salgilandifinda inhibe edilir ve bu sa-
yede kan sekeri diizeyl ayarlanmig olur.

Insiilin hnormonunun kan sekerini diizenlemedeki Onemi-
nin ortaya ¢ikmasindan sonra, biitiin dikkatler insiilinin
yaplisi, biyosentezli ve salinimi izerine c¢ekilmistir (Altu%
vd. 1985, Devrim, 1970). 1921 yilanda, Once Romanyalil
Paulesco, daha sonra Banting ve Best insllini izole etmeyl
basarmislardir. Insiilinin tedavide ilac¢ olark kullanimi
1922 yilindan itibaren baslamistir. 1926'da da Abel, insi-
lini kristalize etmeyi basarmistir (Hatemi, 1987; Kayaalp,
1986).

Yapilan bir galigmada siganda insilin sentezinin dol-
lenmenin 14. glinlinde basladigi bildirilmektedir. Insiilin
hormonunun biyosentezi difer hormonlarin biyocsentezine
gore daha iyl agiklanmistir. Bu konuda in vivo ve in vitro
birgok arastirma yapilmistir (2, 6, 13, 36, 37, 39, 45).
Hormonlar protein yapisinda oldufundan inslilin hormonu sen-
tezinin diizenlenmesi de mRNA olusum hizina, sitoplazmaya
tasinma hizina ve translasyon sonu defZisikliklerin hizina
bagli olabilir. Rekombinant DNA teknigi yOntemi ile insan
ve slg¢an 1insiilin geninin niikleotid dizisi ortaya konmustur.
Son zamanlarda proinsiilin sentezi ig¢in gerekli genlerin
11. kromozom lizerinde bulundugu da tesbit edilmistir (Ower-
bach et al. 1980).

Insiilinin ilk sentez {riinii, preproinsiilin (Onproinsii-
lin) dir. Insan preproinsiilininin yapisi heniiz kesin ola-
rak bilinmemektedir. Insiilin RNA'sinda ilk translasyon
Urinii preproinsiilindir. Preproinsiilinin sentez yeri beta
hiicresinin endoplazmik retikulumudur. Burada sentezlenen
preproinsiilin enerji ve pre kisminin yardimiyla endoplaz-
mik retikulumdan Golsi kompleksine geger. Preproinsiilinin

pre kismi bu molekiiliin taginmasini sagladiktan sonra, yari



Omril 1 dk oldugu igin kisa zamanda preproinsiilin, proinsii-
line doniiglir. Proinsiilin ilk olarak 1967 yilinda tanimlan-
mistir. Kisaca NH2- B zinciri - Arg - Arg - C peptid -
Lys - Arg - A zinciri - COOH olarak formiile edilen proin-
silin 82 amino asitli bir polipeptid olup, lc¢ kisimdan olu-
sur. Bunlar, 21 amino asitten olusan A zinciri, 30 amino
asitten olusan B zinciri ve 35 amino asitten olusan C zin-
ciridir. C peptid zinciri insan insiilininde 35, sigir in-
silininde 30 ve domuz insiilininde 33 amino asitten olusur.
C peptid zinciri, A zinciri ile B zincirini birbirine bag-
lar. Proinsiilin yapisindaki amino asitlerin sirasi ve di-
slilfilir koprileri Sekil 2.3. de gOsterildigi gibidir.

Sekil 2.3. Domuz proinsilinin (A,B,C) ve insiilinin
(A,B) kimyasal yapisi.

Proinsiilinin molekiil afirliZi 9000 dir. Burada bag-
layici olarak bulunan C peptid zincirinin molekiil agirliz
3000, A ve B zincirlerinin molekiil agirligi ise yaklasik
olarak 6000 dir (2, 28, 34, 50).
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Baglayici peptid kismi proteolitik enzimler tarafin-
dan molekiilden koparilir ve geriye inslilini olugturan A ve
B zinciri kalair. Geriye kalan insiilin iki amino asit zin-
cirinden olusan peptid yapili bir hormondur. Bu iki yapi
salgilanma sirasinda beraber salgilanirlar. Daha Once mo-
lekil agirligini ve amino asit sayilarini verdifimiz iki
polipeptid zinciri, disiilfiir kdpriisii ile birbirine baplan-
mistir. Bu disililfiir kOpriilerinden ilki, A zincirinin 7.
amino asidi ile B zincirinin 7. amino asidi ve ikincisi ise
A zincirinin 19. amino asidi arasindadir. Ayrica A zinci-
- rinde zincir i¢i disiilfilir kdprisi vardir (26, 28, 34).

Plazmadaki insiilin diizeyi radyoimmunoassay yontemi
ile 0l¢iildiZlU zaman bulunan degere immnoreaktif insiilin et-
kinligi (IRI) denir ve bu deger. insglilinle proinsiilin mikta-
rinl verir. Bazal durumda (16 saat ag¢ kalan bir kimsede
oldugu gibi) plazmada immunoreaktif insiilin konsantrasyonu
normal bir insanda 5~15‘pIU/ml dir. Plazmada insiilinle bir-
likte daha az miktarda olmak lzere proinsiilin ve C peptid
de bulunur. Plazmadaki immunoreaktif insiilinin % 5-30'u
proinsiilindir. Proinsiilin de insilin gibi gorev yapabilir,
valniz etki glcli insiilinin % 5'i kadardir (Kayaalp, 1986).

Insiilin miktari uluslararasi birim olan lnite (Inter-
national Unite =IU) ile ifade edilir. Bir inite, a¢ bira-
kilmig 2 kg agirligindaki bir tavsanda glisemiyi 120 mg/dl
konsantrasyondan 45 mg/dl'ye disliren insllin miktaridair.

1 mg kristalize insiilin 25 linite demektir. Pankreasin gra-
minda 4 linite, totalinde ise 200 linite insiilin depolanir.

Glukozun Ozellikle sec¢ici olarak insiilin sentezini
uyardiZi cesitli galismalarla gosterilmistir (&6, 37, 39).
Glukozun insiilin sentezini artirici etkisi hizlidir ve uya-
ridan 1-3 dakika sonra meydana ¢ikar. Ayrica glukoz uyarisi
kesildikten sonra da insiilin sentezinin devam ettigi goz-
lenmistir., BOylece hiperglisemik stres aninda elde yeterli
~inslilin deposu bulunabilmektedir (2, 6, 28).

Glukoza ilave olarak defisik gida maddeleri, hormo-
nal ajanlar ve c¢esitli farmakolojik maddeler de kisa vadede
insiilin sentezini uyarabilir. Fakat bunlarin c¢o#u glukoz-
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dan daha az etkilidir. Bu gibi uyaranlarin hemen hemen
hepsi siklik 3'-~5' Adenozin monofosfat (c-AMP)'a tesir ede-
rek adaciklarin adenilat siklaz fosfodiesteraz sistemini
etkilerler. Insiilin sentezini uyaran esik glukoz degeri
instlin salgilatan defferden daha disiktir. Yine ortamda
bulunan bazi iyonlar insiilin sentezlenmesine ve salinimina
yardimcl veya durdurucu etki yapabilirler. Bunlardan or-
tamda kalsiyum ivonu (Ca't) bulunmamasi glukozun uyarisiyla
gergeklesecek insulin sentezini etkilemedi#i halde, sentez-
lenen insilinin salgilanmasini durdurucu etki yapar. Buna
karsilaik ortamda Mg+"*bulunmama81 tam tersine insiilin sen-
tezini durdurup, salgilanmasini etkilememektedir.

Insiilin biyosentezinde dihidroksiaseton, gliseralde-
hit, N-Asetilglikozamin, L-10sin, x-ketoizokaproat, inosin,
guanosin, adenosin, <-oxolsokaprolik asit gibili bilesikler
adacik c-AMP diizeyini ylukselttikleri ig¢in uyarici etki yap-
maktadirlar (6, 20, 23, 25, 28, 32).

Hormonlardan Growth hormon ve glukagon hormonu insi-
lin sentezini uyarici olarak, adrenalin ise engelleyici
olarak etkilemektedir. TFarmakolojik maddelerden dibutyryl-
c-AMP’ve metilksantinler insilin biyosentezini uyarair.
Seker hastaliginin tedavisinde kullanilan farmakolojik
nmaddelerden olan siilfoniliireler ise B hiicresinden insilin
salgilanmasini artirir. Fakat slilfoniliireler insilin bi-
yosentezini etkilemezler (2, 14, 34).

Karbonhidratlardan mannoz, riboz ve oOzellikle glukoz
insiilinin hem biyosentez hem de salinimina uyarici etki ya-
parlar. Glukoz, beta hiicrelerinin membrani lizerinde bulu~
nan glukoreseptorlere tutunarak insiilin saliverilmesini
baslatir (Hatemi, 1987; Kayaalp, 1986). Glukozla uyarilan B
hiicrelerinden iki fazli (bifazik) insiilin salinimi gOzlenir.
Birinci faz erken fazdir ve glukozla uyarrldiktan hemen
sonra baslar 1-5 dk siirer. Bunu izleyen ikinci faz 10-15.
dk'lar arasindadair ve ikinci fazda aniden yilikselme olmaylp
dereceli bir yiikselme gdzlenir. Birinci fazda daha once

sentezlenip depolanmis olan insiilinin, ikinci fazda ise
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veni sentezlenen insiilinin salindigi Grodsky et al. (1963)
tarafindan bildirilmistir. Insiilinin bdyle iki fazli sal-
gilandigini gdsteren diger calismalar da mevcuttur (4, 6,
-9, 10, 11, 13). Yukarida da deZinildigi gibi birinci fazin
glukoreseptOrler vasitasiyla ikinci fazin ise metabolitlerle
bagladigini ileri siiren c¢alismalar vardir (12, 28, 34),
Adacik hiicrelerinde bulunan siklik AMP miktari art-
tikga B hiicrelerinden insiilin salgilanmasi da artar. Glu-
koz adciklardaki c-AMP miktarani artirdigl ic¢in insiilin
salinimini da artirir. Lfer glukoz ortadan kaldirilirsa
adaciklardaki c-AMP miktari diiser ve bundan dolayi insilin
salgilanmasi da diiger. Yine metilksantinler (teofilin)
adaciklarda c-AMP birikimine neden olur boylece insiilin
salinimi uyarilir (11, 14, 21, 28, 33, 49).
' Perflizyon sivisaindaki katyon yoZunlugunun degigmesi
~de insiilin sekresyonunu artirma veya azaltma yoniunden etki-
lidir. Bunlardan kalsiyum katyonunun insiilin sekresyonuna
etkisi ¢ok belirgindir; Ortamdan kalsiyum ¢ikarilmasi in-
slilin sekresyonunun inhibisyonuna neden olur (Hellman,
1976). c-AMP mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi int-
rasellular yapilardan Ca*_+sa11verilmesine neden olmakta-
dir. Bu durumda hiicre sitoplazmasinda kalsiyum yogunlugu-
nun artmasi insilin sekresyonunu uyarir. Ayni sekilde po-
tasyum yogZunlugunun artigi da insiilin salinimini dolayla
olarak uyarir. Qlinki potasyum artigi hiicre permeabilitesi-
nin artmasina ve dolayisaiyla kalsiyum girisinin kolay olma-
. s1na ve bOylece inslilin sekresyonunun artmasina neden olur.
- Potasyum ayni zamanda Mg+hkkatyonunun insiilin salinimina
vaptigl inhibitdr etkiyi ortadan kaldairair (21, 31, 46).
Baz1i amino asitlerinde adaciklarda insilin salgilan-
masini uyardlgi anlasilmistir. Bu amino asitlerin etki du-
- rumu goktan aza dogru arginin, lizin, 16sin, fenilalanin,
valin ve metionin olmak lizere siralanabilir (10, 22, 34).
Sener ve Malaisse'ye (1984) gdre karbonhidrat, catt,
K%+ve amino asitlerin inslilin salgilatici etkileri, oksi-
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jen yardimiyla daha da artmaktadir. Yani ortamda bulunan
oksijen yardimiyla katabolizma hizi artirilmakta ve bundan
dolayi bu maddelerin insiulin salgilatici etkileri de art-
maktadir (28, 38, 48).

Hormonlarin da insilin salinimina etkileri oldugunu
soylemistik. Bu hormonlardan somatostatin pankreas D hiic-
releri ve 0zel sinir uglarindan salznir. Bunlar pankreasin
D hiicrelerinden salindigi zaman parakrin etki, dzel sinir
~ug¢larindan salindigi zaman ise sinirsel etki yaparak insi-
lin salgilanmasinil inhibe ederler. ILangerhans adacikla-
rinda bulunan seratonin ve dopamin insililin salgilanmasini
azaltirlar.

Insiilinin diabet tedavisinde kullanilmasina ragmen
oral yoldan alinamamasi biiylik sakincalar olusturmaktadir.
Inslilin oral yoldan alindigl zaman pepsin ve tripsin tara-
findan pargalandigi ig¢in etkisiz kalmaktadir. Bu nedenle
oral yolla alinabilen antidiabetik ilaglar gelistirilmeye
calisilmaktadir. Ilk olarak 1920'lerde bitkisel kaynakli
bir alkoloit olan dekametilen diguanid maddesi bulunmusgtur.
Bir diger alkoloit olan kinin ve kinidin gibi maddelerin de
insiilin sekresyonunu uyardigi tesbit edilmistir (Hatemi,
1987; Kayaalp, 1986). Bu maddeler gibi daha bircok madde
diabet tedavisinde kullanilmak ilizere bulunmusg, fakat bazi
yan tesirlerinden dolayi birakilmistir. 1940'lardan sonra
" ise siilfonamid tlurevi ilac¢larin kullanilmasina baslanmis
ve bunlar 1955 yilina kadar kullanilmistir. Ayni yail kar-
butamid adla siilfoniliire tiirevi ilag¢ tedaviye girmis ve
bunu daha az toksik olan tirevler izlemigtir. 1960 yilla-
rinda ise daha az miktarlarina karsilik glicli etkinlik gos-
teren gliburid, glipizid ve glibornurid gibi ikinci kusak
siilfoniliire tiirevleri bulunmustur (Kayaalp, 1986).

Slilfoniliire tiirevi ilag¢lar, yapica antibakteriyel
stilfonamidlere benzerier, fakat antibakteriyel etki goster-
mezler. Daha onceleri bulunan karbutamidin yerini tolbu-
~tamid ve klorpropamid almistir.

CLP yapi itibariyle karbutamid ve‘tolbutamide benzer.
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Kimyasal adi 1-((p-chlorobenzene) sulfonyl)-3-propylurea
olan CLP nin yapisi Sekil 2.4. de goriilmektedir. CLP etki
siresi en uzun olan siilfoniliiredir. Vucutta Onemsiz dere-
cede biyotransformasyona ugrar, idrarda biiylik kismi degl g«
memis olarak atilir. Etki siiresinin uzun olmasinin nedeni,
biyotransformasyonun diisiik oranda olmasi ve bdbreklerden
yavas itrah edilmesidir. Plazma albuminine yiiksek oranda
ve siki bir gekilde baglandigi i¢in itrahi yavastir. CLP
agizdan alindiktan 10 saat kadar sonra maksimum hipoglisemi
yapar. Tek dozun etkisi birkac¢ glin siirer (Kayaalp, 1986),
CLP, B hiicrelerinden insiilin salgilanmasini artirir. B
hiicrelerinde insiilin sentezlenmesi Uzerine etkileri yoktur.
Sadece sentez edilmig ve vezikiiller iginde depolanmig in-
stilinin salaverilmesini artirirlar. CLP glukoz gibi B hiic-
relerini depolarize eder ve Ca’ " un hiicre i¢ine girigini ve
c-AMP diizeyini ylikseltirler (7, 22, 47, 48).

- 0
]
ctsoz- NH-C-NH - CH, ~CH,~ CH,

‘Sekil 2.4. Klorpropamidin acik formiilii.

Erigkin bir diabetlide insiilin havuzu kaybolmustur.
Stilfoniliirelerle tedaviye baslandiZinda bu havuz yenlden
olusur ve insilin salgisi stimiile edildi#inde baslangic¢ do-
nemindeki hizli salgilanma tekrar ortaya gikar. Bunun ya-
ninda silfoniliirelerin ikinci donemindeki daha uzun siireli
insiilin salgilanmasi olayinda artirici etkileri yoktur. De-
ney hayvanlarina CLP verildikten sonra pankreas veninden
alinan kandaki insililin diizeyl normalden yiiksektir.

CLP diabet komasi, ketoasidozis, akut infeksiyonlarda,
damar komplikasyonu olanlarda ve travmalarda etkisizdir.
Karacifer bozukluklarinda, peptik iilserde ve bdbreklerin
gorevinl yapamamasi durumlarinda CLP kullanilmamalidir.
Giiglli bir antidiabetik ilag olan CLP Yyiksek dozlarda kulla-
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ni1ldifgl zaman yan tesir ve toksik belirti yapar. CLP kul-
lananlarin % 6 sinda deri ddkiintiileri, mide barsak bozuk-
luklari, kemik ile ilgili degisiklikler ve karacigerin
gorevinde dilizensizlikler gdriiliir. Bu diizensizliklerin co-
gunlugu gegicli Ozelliktedir ve CLP kesilince kaybolur (10,
13, 22). ”

Bizim Qallsmamlzda‘kullandlglmlz streptozotocin (STZ)
ilk kez 1969 yilinda Streptomyces acromogenes'den yiiksek
saflikta hazirlanarak ekstra edilmis bir antibiyotiktir.
STZ nin diabetojenik Ozelliginin ortaya ¢ikmasiyla antibi-—
yotik olarak kullanilmasindan vaz gecilmis ve deneysel dia-
bet galigmalarinda kullanilmaya baglanmistir (3, 31, 25,
42). Molekiil agirlipgi 265, kapali formiilii 08H15N307.01an
STZ, glukoz ve N-nitrosomethylamid igerir. 1963%'te Rakieten
et al. STZ'yili kopek ve sicanlara intravendz olarak vermls
ve bunun diabetojenik etkisinin oldupunu gdstermislerdir.
Bir ¢ok arasgtirici STZ'nin adaciktaki beta hiicrelerine za=
rar verdigi icin diabete sebep oldugu kanisindadir (3, 15,
17, 19, 21). Evans et al. bu maddenin devamli olarak B
hiicrelerinin nekrozisine yol actiini ve bSylece diabetoje-
nik etkili oldufunu, Arison et al.'da nekroz disinda, hiic-
relerin degraniilasyonuna sebep oldugu gdriisiine varmiglar-
dir (Junod et al.,1967). Yine Junod et al. (1967) STZ'nin
pankreas B hiicrelerinde irreversibl bir sitotoksik etki
yaptigini ve diger bir diabetojenik madde olan alloksana
benzedigini bildirmislerdir.

Izole pankreas perfiizyonunda STZ ile ¢alisildiginda,
insiilin saliniminda kontrollere gdre onemli bir azalma gd-
riilmistir (Altug vd., 1985).



3. GERE¢C VE YONTEM

3.1.

3.1.1.

5.1.2.

Gerecler

Kimyasal maddeler

-Sodyum klorir (Merck)

~Potasyum kloriir (Merck)

~Magnezyum klorir (Merck)

-Sodyum karbonat (Merck)

-Sodyum dihidrojen fosfat (Merck)
~Kalsiyum klorir (Merck)

~Albumin bovine (Fraction V,Sigma)
-Glukoz (Merck)

-Streptozotocin (Sigma)
~Coat~A-Count inslilin kiti (DPC CON 6)
~Heparin (Liquemine Roche)
-Chlorpropamide (Diabinese, .Pfizer)
-Serum fizyolojik

~Eter (Yerli)

-Distile su

Aygitlar

—-Gamma counter (Sesa)

-Peristaltik pompa (Multifix constant)
-Etliv (Niive EN 400)

~Elektronik hassas terazi (Mettler PE 3600)
-Buzdolabi

-Su banyosu (Electro-Mag)

-Geker ocak

~-Vorteks mikser

-Manyetik karistiricai (Niive MK 118)
-pH metre (Schott Main CG 710)
-Distile su cihazi (Niive NS 212)

~Laboratuvar saati

NS
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~Termos

-Su trompu

=200 @l ve 1000 pl lik otomatik pipetler (Gilson,
Brand)

-DPC den elde edilen raklar
-Fotograf makinesi

-Renkli fotograf filmi

~Cam kalemi

~% 95 0, % 5 00, tiipii
~Cesitli boy lastik hortumlar
~Rezervuar (Cam hazne)
-Statifler

-Enjektdr uclari (10 ml 1ik)
~3/0 ipek iplik

-3 ve 6 ml 1lik pipetler

-1,2 ve 10 ml 1lik enjektor
~-100, 500 ve 1000 ml 1lik mezir
~Cesitli boyda renkli sigeler ve bagetler

~2.5 ml 1ik vialler

-100, 500 ve 1000 ml 1ik beherler

~-Hayvan yetistirme kafesleri

-12 ¥ 75 mm polypropylen tipler (Antikor kapli)
-Eldiven - .

-Maske

—~Cam fanus

~Gazll bez

~-Slzge¢ kagida

~-Parafilm

~-Hayvan operasyon takimi (bistiiri, makas, klemp,
portegli vb.) '

3.1.%. Deney hayvanlari

Deneylerde Tibbi Biyoloji Anabilim Dalimiz hayvan
laboratuvarinda liretilen Rattus norvegicus (Wistar albino)
tiri, yaklasik 10 aylik ve ortalama afirliklari 254.12 +



18

11.22 g olan 26 adet erkek sican kullanildi. Deneylerde
kullanilan siganlar Sekil 3.1. de goriilen kafeslerde ya-
satildi. Giada olarak standart kapsiil yemi verildi ve mus-—
luk suyu igmeleri saglandi.

Sekil 3.1. Sican lretme kafesi.

3.2, Yontem

%.2.1. Deney gruplari

'

Deneyler kontrol grubu dahil dort ayri grupta gercgek-
lestirildi. Kontrol grubunda 7, % 30 mg CLP grubunda 7,
% 30 mg STZ grubunda 5 ve % 30 mg CLP+% 30 mg STZ grubunda
ise 7 adet olmak lizere toplam 26 adet perfiizyon yapildi.
Deneylerin hepsinde perfilizat olarak Krebs Ringer kullanil-
di. Ayrica Krebs Ringere % 1 g Bovin albumin ilave edildi
(9, 10, 11, 30, %3, 35, 43), Beta hiicrelerini uyarmak igin
% 100 mg glukoz kullanildx.
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3.2.2. Krebs Ringerin hazirlanisi

Perfizat olarak kullanilan Krebs Ringer ¢Ozeltisi
Basabe et al. (1970) ve Lin and Haist'ten (1973) modifiye
edilerek hazirlandi. Bunun igin;

NaCl ® 5 * 0600005000000 5.568

KC1 N O N Y I -
Mgclg ® 0 0 0 0000006000000 0004'7658
NaHCO l.68 g

5 ® & & & 6 0 0 0 8 0 0 0o * 00
NaH PO, eevceecccvescnenes 0.160 g

Ca012 cecesessessssseess 0.1%87 g olarak tarti-
lip dereceli bir mezire kondu ve distile su ile 1000 ml ye
tamamlandi. Her verfilizyondan Once bu maddeleri hassas ola-
rak tartmak zaman aldigi ve mg dlizeyindeki bu hassas tar-
timlarda olabilecek hatalari en aza indirmek ig¢in yukari-
daki maddelerin herbirinin 10 litre Krebs Ringere yetecek
miktarda tartilip ayri ayri stok c¢dzeltilerinin hazirlanma-
sinin pratik olacagl kanisina varildi. Bu diisinceden yola
¢ikarak 1 litrelik Krebs Ringer hazirlamak ig¢in verilen
miktarlarin 10 katini alip herbiri distile su ile 1000 ml
ve tamamlandi. Stok ¢Ozeltiler oda i1sisinda muhafaza edildi.

NaCl ceees 5,658 X 10=55.68 seveenn 1000 ml
KC1L ... 0.373 g X 10=3.7%2 g ..... . 1000 ml
MgC12 ceees 0.04765 g X 10=0.4765 g .. 1000 ml
NaHCO5 eeess 1,68 g X10=16.8 8 veu.e... 1000 ml
NaH2PO4 ceess 0,16 g X10=1.60 8 vouenn. 1000 ml

Ca012 eees. 0.1%387 g X 10=1.%87 g .... 1000 ml

Hazirlanan bu stok ¢ozeltilerden 1000 ml Krebs Rin-

~ ger haszirlamak ig¢in CaClg'ﬁn en son konmasina dikkat edile-
rek 6 stok ¢Ozeltinin her birinden 100'er ml alindi ve

1000 ml 1lik meziire konarak lizeri distile su ile 1000 ml ye
tamamlandi. Hazirlanan Krebs Ringer filtre kagidindan sii-
ziildii. Bu Rrebs Ringer aifzi kapali olarak +4 °c de bir
hafta saklanabilir. Krebs Ringere uyaran olarak % 100 mg
glukoz katildi. Perfilizyon yapilmadan dnce Krebs Ringer
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37 °C de 1sitalda, daha sonra % 1 g Bovine albumin bir
miktar Krebs Ringer ig¢inde eritildi ve sonra toplam Krebs
Ringer ilave edilerek karistirildi. BOylece hazirlanan
Krebs Ringerle deneye baslanacafl zaman denenecek madde
ilave edilerek % 95 024-% 5 CO, karisimi ile gazlandirilda
ve perfiizatin pH'a 7.4'e ayarlanda.

3.2.3, Perfiizyondan once yapilan iglemler

Perfilizat sistemdekl rezervuara kondu ve gazlandiril-
ma islemine perfiizyon sonuna kadar devam edildi. Perfiiz-
yona basglamadan Once Ornek toplanacak vialler (kapakli 2.5
ml 1ik) etiketlenip sofutucuda bekletildi.

Perfiizatin sicakli#ini devamli 37 °C de tutmak icgin
sicak su banyosunun sicakligi 38 °c ye ayarlandi. Peris-
taltik pompanin akimi da 2.5 ml/dk ya ayarlandi. Rezervu-
ardan gelip peristaltik pompadan gegen hortum, perflizatin
sicakligini sablt tutmak ig¢in birkag¢ kivrim yaparak sicak
su banyosundan (38 °C) gecirilip pankreasla baglantisi sa@-

landa.

3.,2.4, Pankreas perfiizyonu

Dﬁzének bu sekilde hazirlandiktan sonra sigan pankre-
asinin izolasyonuna ge¢ildi. 16-18 saat ac¢ birakilan si-
¢anin agirligi tesbit edildikten sonra eterle anestezi edi-
lip, kuyruk veninden 100 IU heparin verildi. - 15 dakika
bekledikten sonra eter anestezisi altinda perfiizyona bag=-
landi. Pankreas perfiizyonu Curry et al.'in (1968) yontem-
leri modifiye edilerek uygulandi. Bunun ic¢in sigan once
ventralden medyan hat boyunca ac¢ildi. I¢ organlar (mide,
barsaklar vs.) el ile sicanin sag tarafina alindi(Sekil
3.2.). BSylece pankreas acifa c¢ikmis oldu. Pankreasin
lizeri izolasyon sliresince zaman zaman serum fizyolojik ile
1slatildi. Bu esnada pankreasin mezenterlerle olan iligkisi
ortadan kaldiraldi. Daha sonra sirasiyla kolon, dalak ve
- mide ile baglantili olan tum kilcal damarlar ligatlire edildi,
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Aortun ortaya ¢ikmasi ve kaniilasyonun iyi yapilabilmesi
ig¢in serum fizyolojik ile islatailmisg iki adet gazli bezle
aortun etrafindaki dokuya yavas yavas bastirilarak aortun
dokudan ayrilmasi saglandi., Bundan sonra aorttan c¢ikarak
boObrege giden remnal arter ve sirta giden arterler ligatiire
edildi., Bilitiin bu isgslemler esnasinda ve deney sonuna kadar
pankreasin duodenumla olan iliskisinin devami saglandai.

Sekil 3.2. Medyan hat boyunca ag¢ilip i¢ organlari sag
tarafa alinarak vankreasi agiga ¢rkarilmis
(a) sican,

Duodenum, mide ile baglantili olan kisimdan (pildr sfink-
ter) ve ince barsaga birlestifi kisimdan 3/0 ipek iple 1li-
gatiire edildi. Bunlara ilaveten koledok kanali ve hepatik
arterde ligatiire edildi (Sekil 3.3.).

Kanililasyon islemine gec¢ilmeden Once aortun iist kismi
klemple kapatildi ve ince uc¢lu makasla bir c¢entik atilarak
o kesilen kisma perfiizatin verilece#i polietilen kanil ta-
kilip baglandar (Sekil 3.4.(a)). Sonra klemp takilan kisim
baglanip kesildi. Pankreas sivisini toplamak igin ise vena
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Sekil %.3. Izolasyon islemi devam ederken, pankreas
(a), duodenum (b).

portaya bir kaniil takildi (Sekil 3.4.(b)). Her iki kaniil
takildiktan sonra aorta takilan kanlilden normal Krebs Rin+
ger verilerek pankreas dokusundaki kan bogaltildi.

Tzole pankreas Sekil 3.5. ve 3.6. da goriilen diizenek-
teki serum fizyolojik ihtiva eden petr kabina yerlegtirildi.
Bu esnada serum fizyolojik sivisainain 37 °¢ yi muhafaza et-—
" mesi saglandi ve bu isinin deney siresinde 37 °C de olma-
sina Ozen gosterildi, Rezervuardan gelip peristaltik pom-
padan gegen hortum su banyosundaki 38 °c 1ik suyun ic¢inden
de gec¢tikten sonra aorta takilan kanilile baglandi. Bundan
sonra rezervuarda bulunan perfilizyon sivisi 2.5 ml/dk akim
hizina ayarlanan peristaltik pompa ile pankreasa verilmeye
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Sekil 3.4. Izole edilip kaniilasyon iglemi tamamlanmis

pankreas; vena portaya takilan kaniil(a),

aorta takilan kaniil (b), pankreas (c) ve
duodenum (d).

Sekil 3.5. Perfiizyon esnasinda petr kabi icinde bulu-
nan pankreas; aorta takilan kaniil (a), vena

portaya takilan kaniil (b), pankreas dokusu
(¢) ve duodenum (d).
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Sekil 3.6. Perfiizyon diizenegfi; 0,+CO, tiipl (a), pe-
ristaltik pompa (b) fezefvuar (e), petr
kaba (d) ve su banyosu (d).

baslandi. Perfilizyon devam ederken pankreastan c¢ikan sivi
ornekleri perfiizyonun 1., 3., 5., 10., 15., 20., 30., 45.
ve 60. dakikalarinda olmak lzere sofutulmug ve etiketlenmis
viallere alindi. Ornekler 8l¢iim yapilincaya kadar -20 °¢c
ta muhafaza edildi. ‘

3.2.5. Orneklerde insiilin tayini

Orneklerden insiilin tayini Hales and Randle'nin (1963)
radyoimmunoassay (RIA) yOntemi ile yapildi. Bunun icin si-
can insiilinine % 100 spesifik antikor igeren inslilin kiti
kullanildi(Hales and Randle, 1963%; Kahn and Rosenthal , 1973)
(Her kitte insiilin antikoru kapli test tiipleri, (1251) insii-
lin tampon solusyonu, kalibrasyon efrisi ¢izmek i¢in kulla-~
nilan ve miktarlari bilinen liyofilize standart insan insii-
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linleri ve kalibrasyon egrisi c¢izmek ig¢in kullanilan logo-
ritmik grafik kagitlari bulunmaktadir.).

3.2.5.1, (1251) Instilin tampon solusyonunun hazirlanmasi

Hazir insililin tampon sisesine 100 ml distile su ila-
ve edilir ve koOplik olusturmadan safa sola sallanarak karis-
" tirailar.

3.2.5.2. Insiilin kalibratdrlerinin hazirlanmasi

A'dan G'ye kadar cesitli konsantrasyonlarda bulunan
kalibratorlerden (insiilin igeren) sifir kalibrator ihtiva
" eden sgiseye (A) 6 ml distile su, digerlerine (B, C, D, E,
F, G) ise 3'er ml distile su konarak yavagga alt Ust edile-
rek karaigtirilirlar. Bu kalibratérler -10 °C de 30 gin
saklanabilir. Kalibratorlerdeki insililin miktari asagidaki

gibidir.
Kalibratorler mIU/ml Insiilin
A (MB) vivirneinnnns, ciee. 0
B i, e reeecaanes 5
C ce et e e ee e cesaen . 15
D e e i e 50
E e e e ce e 100
F e e i i 200
e 400

Bu iglemler tamamlandiktan sonra kit ile insiilin tayi-
ni asafgidaki sira takip edilerek yapildi.

a) Antikor kapli polypropylen test tiipleri kalibra-
tor ve Ornek, sirasiyla numaralanmis tliplere otomatik pi-
petle, 200 ml olarak kondu.

b) Her tiipe 1000 ml (1251) inslilin tampon solusyonu
ilave edildi.

c) Tipler vorteksle karistirildi ve sonra tiiplerin
agz1 parafilmle kapatildi.

d) Agizlari kapatilmis test tipler: oda i1sisinda 18-

24 saat veya 37 °Cc 1ik su banyosunda 3 saat inkiibe edildi.
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e) Inkiibasyondan sonra, test tiiplerindeki sivilar
raklarin ters gevrilmesiyle radyoaktif artiklarin bulundugu
¢ope dokiildii, sonra raklar kurutma kagidi ilizerine kapati-
larak tiplerin agiz kisimlari kurulanda.

f) Son olarak test tiipleri, her biri bir dakika olmak
Uzere gama sayacinda sayilda.

3.2.5.3. Sonuclarin deZerlendirilmesi

Kalibratorlere (A, B, ¢, D, E, F, G) ait insiilin de-
gerleri bir kac asamada hesaplanir; Once herbirinin baglama
yizdesi bulunur, bunun ig¢in Gama Kaunter'den okunan dedger
formiildeki yerine yazilir. Bu de@er gama sayacindan A ka-
libratdri ( kdr=-insiilinsiz) ic¢in sayilan degere bdoliinilir ve
100 ile c¢arpilir.

Gama sayacinda Ornek ig¢in

sayilan deger
Baglama Yiizdesi = x 100
Gama sayacinda A kalibratori

igin sayilan deger

Bu bulunan degerler logoritmik ka#itta yerine konarak ka-
librasyon efrisi c¢izilir (Sekil 3.7.). Ayni tarzda Srnek-
lere ait defferlerin Baflama Yiizdesini bulduktan sonra bu
- kalibrasyon efrisinden bakilarak insiilin miktarlari pIU/ml
olarak bulunur.

Ornegin, 5 mI0/ml insiilin igeren B kalibratdriinin
baglama ylzdesini bulacak olursak;

B kalibratdriniin gama sayacindan sayilan deZeri=2347

A kalibratoriniin gama sayacindan sayilan degeri=2621

2347
B.Y.= ————— x 100 =89.55
2621

Bunu bir de Orneklerimizden bir tanesinin baglama yliz-
desini bularak tekrarlayalimg
191 nolu Orne#in gama sayacindan sayllan degeri=1887

1887

B.Y. = —_—x lOO::72
(19,) 2621



191 nolu drnek icin bulunan Baglama Yiizdesi (= 72) degerine
kalibrasyon eZrisinden bakilarak, 19l nolu Ornegin 31 pIU/ml
insiilin icerdigi belirlenir. |

Bulunan deferler istatistiksel olarak tek yonli ve
iki y6nlii varyans analizi ile deferlendirilir,
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Sekil 3.7. Insiilin i¢in kalibrasyon egriéi.
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- 4, BULGULAR

Bir saatlik perfiizyon sliresince elde ettigimiz bul-
gular sirasi ile gruplara gdre dakika dakika verilecektir

(Gizelge 4.1).

Gizelge 4.1. Kontrol ve deney gruplari insiilin sonuglara ngU/ml).

GRUPLAR  } yONTROL GRUBU | CLP GRUBU STZ GRUBU CLP +STZ CRUBU
ZAMAN(dK) (GLUKOZ) n=7 n=7 n=5 n=7

1 -42.57+6.12 25.36+1.54 | 48.40+9.33 30.79+6.22
3 50.57+3.54 34.00+3.76 58.20+14.82 46.14+7.96
5 19.00+2.36 | 30.07+3.50 39.2045.17 20.46+3.12
10 44.29+2.29 | 12.86+1.67 31.40+5.48 19.21+3.73
15 25.3642.91 | 21.29+3.54 16.80+1.37 35.93+6.56
20 16.83£2.34 | 18.14+1.56 | 15.80+1.83 32.8646.11
30 10.36+1.69 | 20.29+3.01 9.26+1,71 27.04+8.84
45 9.83+1.62 | 14.26+1.42 7.70+2.08 12.40+1.96
60 7.64+1.60 | 17.5042.44 5.76+1.00 16.86+2.52

&

% 100 mg glukoz verdiZimiz kontrol grubundaki &0 da-
kikalik perfiizyon siiresince alinan 9 Ornek igin elde -edilen
insiilin miktarlari 1. dk da 42.57 £6,12 pIU/ml oldugu hal-
de 3. dk da bu deger 50.57:t5.54‘pﬂU/m1 ye ¢ikmis fakat bu
artis istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05).
Perfiizyonun 5. dk sinda ise insiilin miktarinda bir disis
goriilmiigtiir (19.00 + 2.3%6 pIU/ml). Insiilin miktarinda bu
azalma 1. ve 3. dk-ya gdre istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.001). Fakat 10. dk da ani bir artig gdz-
lenmis ve bu defer 44:291&2.29‘mIU/m1 olarak tesbit edil-
mig ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmug-
tur (p<0.001). 10. dk dan sonraki insiilin miktarinda dis-
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me gdzlenmig 5-15. dk lar arasinda, 1-5. dk lar arasinda-
kine benzer bir pik elde edilmigtir. 10. dk dan basliyarak
60. dk ya kadar devam eden ve bazal diizeye inen bu diiglig-
ler istatistiksel agidan anlamli bulunmugtur (p <0.05)(Se-
kil 4.1.). Kisaca insiilin salinimi 3. ve 10. dk larda en
yiksek olup digerlerinde hep diisliis gbzlenmigtir.

60 -
50
40 4

304

(AlUr mi)

20]

Inslin

10

01 3 5 10 15 20 30 45 60
Zaman (dk)

Sekil 4,1, Kontrol grubuna ait insiilin degerleri.

CLP grubunun 1. dk sindaki insi{ilin miktari 25.36 *
1.54 mIU/ml, olup bu deger 3. dk da 34.00:t5.76‘pIU/m1 ye
yikselmistir., Fakat bu ylikselig istatistiksel olarak an-
lamsizdir (p>0.05), Perfiizyonun 5. dk sinda Slgiilen insii-
1in miktari ise 30.07 £3.50 mIU/ml olup 3. dk ya gire glz-
lenen bu diisme istatistiksel olarak yine anlamsizdir
(p>0.05). 10. dk da 12.86.%* 1.67 mIU/ml ye kadar devam
 eden diisme ise 5. dk ya gdre anlamli bulunmustur (p<0.01).
15, dk da bu deger tekrar yikselmis (21.29 * 3,54 pIU/ml),
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bundan sonraki insiilin degerlerinde hafif artma ve azalma—:
lar devam etmis, 20. dk da 18.14%1.56 mIU/ml, 30. dk da
20.29+ 3,01 pIU/ml, 45, dk da 14.26%1.42 pIU/ml ve 60. dk
da ise 17.50F2.44 pIU/ml ve hepsi istatistiksel olarak an-
lamsiz bulunmustur (p>0.05), Bunu Szetliyecek olursak Se-
kil 4.2. de de gOriildiigi gibi CLP grubunda tek fazli insii-
lin cevabi gozlenmistir. 15. dk daki artig ikinci faz gibi
goriinsede bu artis istatistiksel olarak anlamsiz bulunmug~
tur (p>0.05).

60 4
50 |

40

w
o
]

N
o
N

—

insilin (MIU /ml)

—
o
3

1 3 5 10 5 . 20 20 45 60
Zaman (dk)
Sekil 4.2. CLP grubuna ait insiilin degerleri.

Uclincii grup olan Streptozotocin (8TZ) grubunun 1. dk
sindakl insilin miktari 48.40:t9.55/mIU/ml, 3. dk sinda
58.20:t14.82‘pIU/m1 olup hafif bir artis gbzlenmis fakat
bu artigta 1. dk ya gbre anlamisz bulunmugtur (p>0.05).

5. dk dan.itibaren 60. dk ya kadar devamli bir azalma olup
insiilin degerleri 5. dk da 3%9.20+ 5,17 pIU/ml, 10. dk da
51.401:5.48‘mIU/m1, 15. dk da 16.80i:1.37‘pIU/m1, 20, -dk
da 15.80+1.83 FIU/ml, 30. dk da 9.26f1.71 pIU/ml, 45, dk
da 7.70:&2.08‘mIU/m1‘Ve 60. dk da ise 5.76f:l.OO’mIU/ml in-
silin saptanmigtir. Burada insiilin miktarlarinda gdriilen
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bu azalmalar istatistiksel acgidan 3., dk ya gére anlamli
bulunmustur (p<<0.001) (Sekil 4.3.).

601

( uIU 7 ml)

30

20,

InsGlin

10

1 3 5 10 15 20 30 45 60
Zaman (dk)
Sekil 4.3. STZ grubuna ait inslilin degerleri.

Klorpropamid +Streptozotocin (CLP+STZ) nin birlikte
verildigi perfiizyonun 1. dk sindaki insiilin miktari 30.79 %
6£.22 pIU/ml, 3., dk sindaki de 46.14&:7.96)@IU/m1 olup yine
bir artis gozlenmis fakat bu artis istatistiksel olarak an-
lamsiz bulunmustur (p>0.05), Perfiizyonun 5, dk sinda ise
(20.46i25.12'plU/m1) 3. dk ya gore anlamli bir diisiis gdzlen-
mistir (p<0.05). 10. dk da 5. dk ya yakin bulunan insiilin
miktari (19.21 % 3,73 pIU/ml), 15. dk da 10. dk ya gore ol-
dukca artmis (55.95126.561mIU/m1) ve bu artis 10. dk ya gdre
anlamli bulunmustur (p<<0.05). 15. dk dan sonraki insiilin
degerlerinde devamli bir azalma olmus (52.86it6.ll/ﬂIU/ml,
27.04t 8,84 mIU/ml, 12.40%T1.96 pIU/ml), bu azalma 45. dk
va kadar devam etmig, 45. ve 60. dk lar arasinda hafif artig
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gostermigtir (16.86+ 2,52 pIU/ml). Fakat blitin bunlar 15.
dk ya gdre anlamsiz bulunmustur (p=>0.05).

Sekil 4,4, de gbrildigi gibi 15, dk dan itibaren di-
gerlerinde oldugu gibi insiilin saliniminda yine bir azalma

olmasina ragmen bu deger 12.40i11.96/mIU/m1 nin altina in-
memigtir.

60
50
401
30

201

insGlin (*MTU I ml)

101

1 3 s 10 5 20 30 45 60
Zaman (dk)

Sekil 4.4, CLP +8TZ grubuna ait insiilin degerleri.

Gruplara ait bulgulari bdylece bildirdikten sonra bun-
lar: birbirleriyle de karsilasgtirabiliriz. Buna gdre CLP
grubunda perfiizyonun 1. dk sinda kontrol grubuna gore bir
azalma gOrililmesine ragmen istatistiksel olarak anlamsiz bu-
lunmugtur (p>0.05). Yine ayni gekilde 3. dk sinda da kont-
rol grubuna gore bir azalme olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05)., Perfiizyonun 5. dk
sinda kontrol grubunda biylk bir diislis olmasina ragmen
(19.00 £ 2.36 pIU/ml), CLP grubunda kontrol grubuna gdre in-
silin miktarinda ¢ok az bir azalma gorilmistir (30.07+3.50
pIU/ml). Kontrol grubu ile CLP grubundaki bu farklilik is-—
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tatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05). 10. dk
da kontrol grubunda gorilen ikinci biiylik pik (44.29*t 2,29
’mIU/ml) CLP grubunda gdriilmedi (l2w86:tl.67’mIU/ml) ve bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<<0.05). CLP
- grubunda 15. dk dan 60, dk ya kadar kontrol grubuna gore
inslilin miktarlarinin yiiksek olmasina ragmen (Kontrol: 25.36
+2,91, 16.83%f 2,34, 10.36+t1.69, 9.83*+1.62, 7.641t1.60 ;
CLP: 21.29%3.54, 18.14%1.56, 20.291t3.01, 14.26% 1.42,
f 17'501:2‘44‘FIU/m1> bu farklilaik istatistiksel olarak an-
lamsiz bulundu (p>0.05)., Yalniz 60. dk da kontrol grubun-
daki insilin diizeyi 7.641:1.60’mIU/ml de seyrederken CLP
grubunun bu dakikasindaki inslilin degeri bazal insiilin de-
gerinin {izerinde (17.50 +2, 44 pIU/ml) ©lgiildéi, Kontrol gru-
" buna gore fazla olan bu deZer istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<<0.01) (Sekil #.5. ve CGizelge 4.2.). .

weoes Kontrot
~es<s CLP

. —--=< STZ

A ‘ o——081H CLP+STZ

60 |

{ IV 7/ ml)

Insulin

1 3 5 10 15 20 45 &0
' , Zaman {dk)
Sekil 4.5. Bitiin gruplara ait insiilin degerleri,
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Gizelge 4.2. Kontrol ve CLP gruplarinin karsilagbti-

rilmasi, .
GRUPLAR | KONTROL GRUBU CLP GRUBU ONEMLILIK
ZAMAN (dk ™~ n=7 n=7

1 42,57 6,12 25,36 £ 1,54 p>0.05

3 50.57 £3.54 | 34,00 £3,76 p> 0.05

5 19.00 +2.36 30.07 ¥ 3.50 p>0.05
10 44,29 +2,29 12.86 *1.67 p< 0,001
15 25.36 £2,91 21.29 £ 3,54 p>0.05 .
20 16.83 2,34 | 18.14 *1.56 p~>0.05
30 10.3%6 £1.69 20.29 *3.01 p>0.05
45 9.83%t1,62 14,26 +1.42 p> 0,05
60 7.64 1,60 17.50 2,44 p<0.01

Kontrol grubu ile STZ grubu karsilastirildiginda kont-

rol grubunda perfiizyonun 1. dk sinda STZ grubuna gore insi-
1in deferi biraz fazla olmasina ragmen (Kontrol:42.57+ 6.12;
STZ: 48.40% 9,33 mIU/ml) istatistiksel olarak-anlamsiz bu-
lunmustur (p>0.05). 3. dk da ise STZ grubundaki insiilin
miktar: (58.20+ 14.82 pIU/ml) kontrol grubuna gore (50.57
+ 3,54 pIU/ml) yvilksektir. Fakat bu artis da istatistiksel
5. dk da her iki
grupta da diisiis olmasina ragmen insililin miktari STZ de daha
fazladir (STZ: 39.20X 5.17; Kontrol: l9.00iﬁ2.56/pIU/ml)

ve bu istatistiksel olarak anlamlidir (pC\0.0l). 10. ve
15. dk larda STZ grubundaki insiilin degerleri (31.4071 5,48,
16.80%f 1.37 pIU/ml) kontrol grubundan (44.29% 2,29, 25,36
r2.01 pIU/ml) diistiktiir ve bu farklilik da istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p‘(0.0l)(BkZ;;Sekil 4,5., CGi-
zelge 4.3.).

olarak anlamsiz bulunmustur (p> 0.05).
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Qizelge 4,3, Kontrol ve STZ gruplarinin karsilasti-

- ‘du (p<C0.001).

‘rilmaszt,
GRUPLAR | KONTROL GRUBU STZ GRUBU ONEMLILIK
ZAMAN (dk n="7 n=5
1 42,57+ 6,12 48.40 9,33 p>0.05
3 50.57 £3,54 58.20 T 14.82 p>0.05
5 19.00 2,36 39,20 £5.17 p <0.01
10 ay,29+2,29 %1.40 ¥5.48 p<0.01
15 25.36+ 2,91 16,80+ 1.37 p>0.05
20 16.83 2,34 15.80+£1.83 p>0.05
30 10.26%1.69 9.26+1.71 p>0.05
45 | 9.83%t1.62 7.70+2.08 p=>0.05
60 7.\64*—‘ 1.64 5.76 £1.00 p>0.05

CLP +STZ grubu kontrol grubu ile kargilagtirildiginda
perfiizyonun 1. dk sinda insiilin miktara 50.79i26.22‘pIU/ml
iken bu deger kontrol grubunda 42.571?6.12‘pIU/ml dir ve
bu deger istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p> 0.05).
Yine ayni sekilde 3., ve 5. dk daki insllin degerleri birbi-
rine yakin seyrederken (Kontrol: 50.57X 3,54, 19.00F 2.3%6
pIU/ml ; CLP+ STZ: 46,14% 7.96, 20.46% 3,12 pIU/ml) ista-
tistiksel olarak anlamsiz bulunmusgtur (p> 0.05). Fakat
10. dk da kontrol grubunda Olcililen yiliksek insiilin deferi
(44,29% 2,29 PIU/ml) deney grubunda goériilmedi (19.21T 3,73
‘pIU/ml) ve bu iki defler istatistiksel olarak anlamli bulun= ..
15. dk da deney grubunda goriilen yikselme
(35.93E6.56 pIU/ml) kontrol grubunda diisen insiilin mikta-
rina- (25.561:2.911mIU/m1) gdre anlamsiz bulundu (p>0.05).
20, dk daki inslilin miktari deney grubunda ylkseldi, bu
farklilik (Kontrol: 16.83F 2.34, CLP4%STZ:52.86i:6.ll pIU/ml)
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deney grubuna gdre anlamli bulunmustur (p< 0.01)., 30. ve
45. dk larda deney grubundaki inslilin miktari kontrol gru-

- buna gore biraz ylksek olmasina ragmen kontrol grubu ile
arasindaki bu fark anlamsiz bulundu (Kontrol: 10.36% 1.69,
9.83T 1.62 pIU/ml ; CLP +ST7z: 27.04F 8,84, 12.40%1.96
pIU/ml)(p>>O 05). 60. dk da da deney grubundaki insiilin
miktar: (16.86% 2, 52/pIU/ml) kontrol grubundan yiiksek bu-
lundu (7.64X1.60 pIU/ml), deney grubundaki bu artis kontrol
grubuna gore anlamli bulundu (p< 0.01)(Bkz. Sekil 4,5., Ci-
zelge 4.4, ) '

leelge 4 4, Kontrol ve CLPA—STZ gruplarlnln karql—

lastariimasi,
GRUFLAR | yoNTROT GRUBU | OLP +STZ GRUBU| ONEMLILIK
ZAMAN (dk) n="7 n="7

1 42.57+6.12 30.79+ 6.22 p>0.05
3 50.57 £ 3,54 | 46,14 £7.96 p>0.05
5 19,00 +£2.3%6 20,46 +3,12 p>0.05
10 44.,29+2,29 19.21 +3.73 p <0.001
15 25.36 £2.91 35.93 % 6,56 p> 0.05
20 16.83+ 2,34 32.86*6,11 | p<0.01
30 10.36+ 1.69 27.04 8,84 p>0.05
45 9.83+1.62 12.40%1,96 p> 0.05
60 7,641 1.60 16.86 +2.52 p<0.01

CLP grubunu STZ grubu ile kargilagtirdigimizda Gizel-
ge 4,5, ve Sekil 4.5, te gOrildigi gibi perfiizyonun 1., 3...
ve 5. dk larinda CLP verilen grupta STZ verilen gruba gdre

daha az insiilin O6lg¢lilmesine ragmen,

iki grup arasindaki bu

farkliligin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu goriliir
(py 0.05). 10. dk da STZ grubunun insiilin miktari (31.40
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+5.48 pIU/ml) CLP ye glre (l2.86i?l.67/mIU/ml) yiksek ve
iki grup arasindaki bu farklilaik istatistiksel olarak an-
lamli bulunmustur (p<0.01). 15., 20., 30..ve 45. dk larda
CLP grubundaki insiilin salinimi fazla olmasina ragmen (CLP:
21.29 +3.54, 18.14T1.56, 20.29T 3.01, 14.26T 1.42 mIU/ml; .
STZ: 16.8011.37, 15.80ifl.85, 9.26 Y1.71, 7.70jﬁ2.08/mIU/m1)
bu iki grup arasindaki fark anlamsiz bulunmustur (p~> 0.05).
Perfiizyonun 60. dk sinda ise CLP grubundaki insilin miktara
l7.503t2.44lpIU/ml iken STZ grubunda bu deger 5.767F 1.00
pIU/ml olarak bulunmus ve deferlerin istatistiksel olarak
anlamly oldugu gdriilmistir (p<0.01).

Cizelge #.5. CLP ve STZ gruplarinin kargilagtirail-

masl,
GRUPLAR CLP GRUBU STZ GRUBU ONEMLILIK
ZAMAN (dk) n=7 n=>5
1 25.36+1.54 48,404+9.33 p>0.05
34,00 +3.76 58.20 £14.82 p}o.os
30.07 +3.50 39,20+5,17 p>0.05
10 12.86+1.67 31.4045.48 p<<0.01
15 21.29t 3,54 16.80+1.37 p>0.05
20 18.141 1.56 15.80+1.83 p>0.05
30 20.29+3.01 9.26t1.71 p>O.‘O5
45 14.26E£1.42 7.70E2.08 p>0.05
60 17.50t 2.44 5.7611.00 p<<0.01

CLP ve CLP+ 2TZ gruplarina alt ortalama deZerler ve

dnemlilik dereceleri Gizelge 4.6. ve Sekil 4.5. te verilmisg-

tir. ©Perfiizyonun l.ve 3. dk larinda CLP +8TZ grubunda elde
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edilen insiilin degerleri (30.79 f6.22, 45,141 7.96 }nIU/ml)
CLP grubundan daha fazla bulunmus‘(25.56;fl.54, 34,00 T
5.76‘pIU/m1) fakat bu iki grup arasindaki farklilaigin ista-
tistiksel agidan anlamsiz oldugu gdrilmistir (p> 0.05).

5. dk da ise CLP+ STZ grubundaki ins{ilin miktarinda birden
diislis gdzlenirken (20.46L 3,12 mIU/ml) CLP grubunda bu di-
sliglin (30.07F 3,50 pIU/ml) daha az oldugu saptanmisgtair,

Bu iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur (p~>0.05). 10. ve 15. dk larda CLP+ STZ gru-
bunda CLP grubundan biraz fazla insiilin bulunmug, ancak bu-
nun istatistiksel olarak anlamsiz oldugu saptanmigtar

(p.> 0.05). 20. dk da CLP+ STZ grubundaki insiilin miktari
CLP grubuna godre daha fazla olup bu fark istatistiksel ola-
30,, 45. ve 60. dk larda
salinan insiilin miktarlari ise her iki grupta birbirine ya-
kin olarak siirmiis (CLP: 20.297F3.01, 14.2611.42, 17.50 &
2.44 mIU/ml ; CLP +STZ: 27.04T 8.84, 12.40%1.96, 16.86 &
2.52 pIU/ml) ve aralarinda anlamli bir farklilaik gbriilme-
migtir (p> 0.05).

rak anlamli bulunmustur (p< 0.01).

Cizelge 4.6. CLP ve CLP+STZ gruplarinin karsilagti-

rilmasi.,
GRUPLAR CLP GRUBU CLP+ STZ GRUBY ONEMLILIK
ZAMAN (dk) ™ n=7 n=7
1 25.36% 1.54 30,79 6,22 p>0.05
| 3 24,00% 3,76 46,14+ 7,96 p>0.05
5 30,07 3,50 20.46* 3,12 p>0.05
10 12.86% 1.67 19.21* 3,73 p>0.05
15 21,29+ 3,54 35,93+ 6.56 p >0,05
20 18.14t1.56 22,86 6,11 p <0.01
30 20.29* 3,01 27,041 8,84 p>0.05
45 14,26+ 1,42 12,40 1,96 p>0.05
60 17.50 L 2.44 16.86 £2.52 p>0.05
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STZ ve CLP + STZ grubuna ait insiilin degerleri ve Onem-
1i1ik dereceleri Gizelge 4.7. ve Sekil 4.5. te goriildigi
gibi 1. ve 3. dk da STZ grubundeki insiilin miktarlari (48.
40+9.33, 58.20% 14.82 pIU/ml), CLP+STZ grubundaki insiilin

miktarlarindan (30.79F6.22, 46.14T 7.96 pIU/ml) fazla bu-
lunmustur. Fakat aralarindaki fark anlamsizdir (p> 0.05).

CGizelge 4,7. STZ ve CLP+ STZ gruplarinin karsilasti-

rilmasi,
GRUPLAR STZ GRUBU CLP +ST%Z GRUBU| ONEMLILIK|
ZAMAN (dk) n=5 n=7

1 48.40+9.33 | 30.79 £6,22 p>0.05
3 58,20 +14.82 | 46,14+ 7,96 p>0.05
5 39,20+ 5,17 20.46 £ 3,12 p<0.0Y
10 31.40%£5.48 | 19.21 +3.73 p>0.05
15 16,80 £1.37 35,93 6,56 p<0.05
20 15.80+1.83 | 32.86 £6.11 p <0.01
30 9.26t1.,71 27,04 8,84 p>0.05
45 7,70+ 2,08 12.40+1.96 p>0.05
60 5.76+1.00 | 16.86%2.52 | p<0.01

Perfiizyonun 5. dk sinda STZ grubundaki insiilin miktari (39.
20t 5,17 pIU/ml CLP + STZ grubdndakinden (20.461?3.12‘FIU/m1)
cok daha fazla bulunmus ve iki grup arasindaki bu farklili-
¥1n istatistiksel olarak anlamli oldugu gorilmistir (p=<0.01).
Perfilizyonun 10. dk élnda ST7 grubunda Olglilen insilin mik-
tary 31.40 £5.48 pIU/ml iken CLP +STZ grubunda ise bu deger
l9.2lt?5.75'pIU/ml olup bu iki grup arasindaki fark anlam-
sizdir (p>0.05). 15. dk da CLP+ STZ grubunun insililin de-
geri (55.93iﬁ6.56‘pIU/m1) STZ grubundan fazladir (16.80F
1.57,mIU/ml) ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamli-



40

dir (p<0.05). 20. dk da STZ grubundaki insiilin degeri
(15.801+1.83. }'nIU/ml) CLP +S1Z- grubunda Slgiilen insiilin de-
Ferinden (52.86i?6.11/mIU/m1) daha azdir. Bu ikisi arasin-
daki fark da istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.01).

30. ve 45, dk larda ise gruplar arasindaki fark anlamsiz
bulunmustur (p>0.05). 60. dk da ise CLP+ STZ grubundaki
inslilin miktara (l6.86j:2.52‘pIU/m1) STZ grubuna gdre c¢ok
daha fazladir (5.76:tl.OO‘pIU/ml) ve bu iki grup arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0L).
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5. TARTISMA

Kontrol ve deney gruplarina iliskin bulgularimiz
Bulgular Boliimiinde verilen siraya gore tartisilacaktir.

Hliicre hayati ic¢in gerekli olan glukozla uyarilan pank-
reasta insiilin salgilanmasi ¢ift fazli bir egri ¢izer (4,

6, 9, 10, 11, 1%, 22, 39). Bizim bulgularimizda da glu-
kozla uyarilan kontrol grubunda insiilinin iki fazli bir sa-
linim gosterdigi gbzlenmigtir. Cizelge 4.1. ve Sekil 4.5.
te gorildiigi gibl bu fazlardan birinci faz, perfilizyonun 3.
dk sinda, ikinci faz ise 10. dk sinda gOzlenmigtir. Birinci
dk daki insiilin miktari 42.571+6.12 pIU/ml iken, birinci
faz1i olugturan 3. dk da bu deZer 50.57 13.54 mIU/ml'ye yiik-
selmigtir. Arada 8.001?2.58’mIU/m1 lik bir artis vardir

ve bu artis literatiirlerle de uygunluk gdstermektedir (6,
11, 13, 22, 39). 5. dk da insiilin sekresyonunda gdriilen

ani diiglis perfilizyonun 10. dk sinda tekrar birden bire yik-
selerek (44.291?2.29’pIU/m1) ikinci fazi olusturmus ve bu
defer perfiizyonun sonlarina dogru yavas yavas diiserek ba-
zal diizeye inmistir. Bizim de tesbit ettifimiz bu bifazik
durumun ilk fazinain daha Once sentezlenmig insilin, ikinci
fazinin ise perfilizyonun baslangicindan itibaren sentezlenen
insiilin fazlaliZindan ileri geldigi Altug vd. (1986), Curry
et al. (1968), Grodsky et al. (1963) tarafindan bildirilmek-
tedir,

Farmakolojik etkenlerin ise insiilin salgilanmasinda
bifazik egriyi c¢izmedikleri Basabe et al. (1971), Curry et
al. (1968) tarafindan izole pankreas perfiizyonunda gOsteril-
migstir. Yapilan literatiir taramasinda farmakolojik bir
madde olan ve deney i¢in sec¢tifimiz CLP 'nin izole pankreas
perflizyonuna ait herhangi bir literatire rastlanilmamigtir.
Fakat deZisik literatiirlerde CLP'nin insililine olan etkileri
hakkinda cesitli bilgiler verilmektedir (7, 34, 47). CLP
nin de dahil oldugu diger siilfoniliirelerle yapilan ¢alis-
malarda bu gruptaki maddelerin tek fazli insiilin salinimina
neden olduklarini gostermektedir (11, 13, 22, 48). Bu ne-
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denle CLP yi sulfoniliireler grubundan olan digZer maddelerle
karsilastirabiliriz. Biz c¢alismamizda izole pankreastan
CLP perfiize ettigimizde 60 dk lik perfiizyonun sadece 3, dk
sinda insililin cevabinin olugtugunu gordiik. 3. dk daki in-
stilin" miktara 54.001:5.76lpIU/m1 ye yikselmisken 3. dk dan
sonraki inslilin miktari azalmaya basladi ve 60. dk da bazal
diizeye yaklasmigs oldu, Kontrol grubunda gozlenen ikinci
‘salgllanma fazi (insiilin cevabi) gézlénmedi. Perfiizyonun
60, dk sindaki insiilin miktari ise kontrol grubundan biraz
daha fazla saptandi. Difer arastiricilarinda saptadi#i bu
fazlaligin CLP nin beta hilicrelerinde degraniilasyona sebep
olmasindan ve boylece hilicrede depolanan insilinin biylk bir
kisminin salgilatilmasindan ileri gelmektedir (13, 22, 48).
Aragstirmamizda CLP nin perfizyonuyla tek fazli insililin sal-
gilanmasi ve daha sonraki dakikalarda da salinan insiilinin
bazal dlizeyden yliksek olmasi Basabe et al. (1971), Curry
et al. (1968) ve Altug vd. (1986) in calismalariyla uygun-
luk gostermektedir. Ikinci salgilanma fazinin olmayisi ise
bize CLP nin insiilin biyosentezini etkilemedigini, sadece
daha Once sentezlenen insiilinin salinimini artirdigini gds-
termektedir. Bizim planladigimiz ¢alisma da CLP nin boyle
bir Szelliginin olup olmadiginl sSaptamak ve-sadece insiilin
salinim bozuklugu olan (insiiline baimli olmayan diabet)
hastalarda CLP kullaniminin yararli olup olmadigini dogru-
lamak ig¢indir.

Cizelge 4.1, ve Qekil 4.5, te gorildigi gibi STZ nin
3., dk daki insililin salinimina etkisinin, kontrol grubu ve
diger gruplardan fazla olmasi, STZ nin kimyasal yapisinda,
diger gruplarda bulunmayan glukoz molekiiliniin mevcudiyeti
ve ayrica STZ nin beta hicrelerinde sebep oldugu degranii-
‘lasyondan ileri gelmektedir (18, 19, 31). Fakat biitin bun-
lara ragmen degraniilasyon nedeniyle kontrol grubunda gorii-
len ikinci faz STZ de goriilmemektedir, Perfilizyonun sonun-
daki ins{ilin miktarinin kontrol grubundan diisiik gdzlenmesi
de literatiirlerle uygunluk gdstermektedir (4, 18, 19, 31).
STZ grubundad insiilin salgilanmasinin giderek azalmasi,
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STZ nin protein sentezi esnasinda direkt olarak DNA y1 veya
protein sentezinin nilikleustan sonraki asamalarini etkiledi-
gini diislindiirmektedir (Altug vd. 1986).

STZ nin akut donemdeki diabetojenik etkisinden korun-
manin olup olmadigini anlamak ig¢in nikotinamidle galisilmis
ve bu maddenin STZ nin akut donemdeki diabetojenik etkisin-
den korunmayyr sagladigi yani yeterince insiilin salgllattlgi
yapilan aragtirmalarla gosterilmigtir. Nikotinamid B hiic-
resinin nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) diizeyinin nor-
mal fonksiyonunu dengede tutmayi saglar., Biz de c¢aligma-:
mizda CLP kullanarak, STZ nin akut donemdeki etkisinden ko-
runmayi saglayip saglamadigini arastirmak istedik ve sonugta
bu birligin Sekil 4.5. te gOriildigli gibi, inslilini kontrol
grubu kadar olmasa bile ona yakin degerlerde (bifazik) sal-
gilattigr saptanmigtir. Bu da bize her iki madde birlikte
verildigi zaman bu maddelerin STZ nin akut donemde olustur-
dugu diabetojenik etkilerinden korunmayi saglayabildigini
- gostermektedir. CLP X STZ ve kontrol grubunun birinci sal-
gllanma fazi arasinda onemli bir farklilik gOrilmemektedir.
Fakat ikinci faz CLP=* STZ de kontrole gdre biraz daha geg
gerceklesmigtir., CLP tek basina verildifinde ikinci fagz
gdriilmezken CLPT STZ grubunda ikinci fazin goriilmesi, STZ
nin protein sentezini inhibe ederek insililin olusmasina mani
olan etkisini, CLP nin ortadan kaldirdifini ve sonugta
CLPX STZ nin insiilin salinimini devam ettirerek ikinci fazi
ortaya ¢ikardigini goOstermektedir,
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6. SONUG VE ONERILER

Bu galigmada Ozellikle insiiline bagimli olmayan' dia=
betiklerin tedavisinde kullanilan CLP'nin insiilin sekresyo-
" nuna etkisi ve diabetojenik Ozelligi bilinen STZ ile bir-
likte verildigi zaman, STZ'nin akut donemdeki diabetojenik
etkisinden korunmayi saglayip saglamadigi arasgtirilmis ve
su sonug¢lara varilmigtair.

a) Kontrol grubunda bifazik insiilin salgilanmasi gdz-
-lenmig, burada birinci faz 3. dk da, ikinci faz 10. dk da
gozlenmistir.

b) CLP grubunda sadece perfiizyonun 3. dk sinda tek
fazli insililin salgirlanmasi goOzlenmls ve perflizyonun sonunda
salgilanan insilin miktari da kontrol grubundan yiksek bu-
lunmugtur.

¢) STZ yalniz basina perfiize edildiginde perfiizyonun
1-15. dk sinda yiksek bir insililin salinimi gOzlenmistir.
Perflizyonun sonlarinda ise insiilin saliniminin giderek diig-
tigl ve sonunda kontrol grubunun altina indifl ve insilin
salinim egrisinin tek fazli oldugu gorilmistir.

d) CLP ile birlikte STZ verilen:grupta ise 3. ve 15.
dk da goriilen iki fazli bir insiilin salgrlanmasindan sonra
15. dk dan itibaren insiilin saliniminda bir diisiig goriildu.

Bu gibi c¢alismalarin yapilmasiyla seker hastaliginda
~kullanilan ilaglarin etkisinin ne dilizeyde oldugu ve diyet-
lerinde daha dikkatli olmanin gerekliligine inaniyoruz.
Bundan sonra yapilacak galismalarda da tesbit edilmemisg ve
etki glcli bilinmiyen insiilinotropik maddelerin tesbit edil-
mesinin diabetikler ig¢in yararli olacagini tahmin ediyoruz.



45

KAYNAKLAR DIZINT

1. Aktag, T.: Endokrin pankreasin filogenetik gelisimi.
Doga Tu. Biyol. 12:3, 160-169, 1988,

2. Altug, T.: Inslilin biyosentezi ve diizenlenmesi. Diabet
Yillagr, 2:13-23, 1984,

5. Altug, T., Giizel, 0., Bastar, L., Bulur, T., Ocal, T.,
Kiguk, M. ve Devrim, S.: Cegitli deneysel diabet mo-
dellerimizin Ozellikleri. $isli Tip Giinleri 3. Kong-
resi Kitabi, Nurettin Uycan Cilt ve Basim Sanayi A.S.,
Istanbul 1985, s.112-121.

4. Altug, T., Kiiciik, M., Bulur, T. ve Devrim, A.S.: Izole
sican pankreas perfizyonunda streptozotocinin etkileri.
Diabet Yallaiga, 3:2%-26, 1985,

5. Altug, T.: Diabetes mellitus tedavisinde geligtirilmeye
¢alisilan yeni teknikler. Diabet Yilliga, 4:39-59,
1986.

6. Altug, T., Kiciik, M., Erbengi, T. ve Devrim, A.S.: Si-
¢an pankreasinda gesitli inslilinotropik faktdrlere
karsi hormon salgi cevaplari ve bunun morfolojik kar-
silagtirilmasi. Diabet Yillagi, 4:1-19, 1986,

7. Arrigoni, L., Fundak, G., Horn, J., Kradjan, W., Ells-
werth, A., Opheim, K., Taylor, T., and Bauer, A.L.:
Chlorpropamide pharmacocinetics in young healthy adults
and older diabetic patiens. Clinical Pharmacy, 6:162-
164, 1987,

8. Bagaran, A.: Tibbi Biyoloji Ders Kitabi. ESBAV Matbaaci-
lik, Eskigehir 1985, s.551-552,

9. Basabe, J.C., Lopez, N., Viktora, J., and Wolff, F.:
Studies of insiilin secretion in the perfused rat panc-
reas. Diabetes, 19:271-281, 1970.

10. Basabe, J.C., Lopez, N.L., Viktora, J.K., and Wolff, F,
W,: Insiilin secretion studies in the perfused rat
pancreas, I. Diabetes 20:449-456, 1971.

11l. Basabe, J.C., Lopez, N.L., Viktora, J.K., and Wolff, F,
W.: Inslilin secretion studies in the perfused rat
pancreas, II. Diabetes 20:457-466, 1971.

12, Cerasi, E., and Luft, R.: Insiilin secretion and devo-
lopment of diabetes mellitus in adult. In Insiilin
(Edited by R. Luft) Nordisk insiilin Labb Gentofte Den-
mark (Acta Medica Scand Suppl. No:601, 1976, p.115.



46

' KAYNAKLAR DIZINT (devam ediyor)

13. Curry, D.L., Bennett, L.L., and Grodsky, M.G.: Dynamics
of insililin secretion by the perfused rat pancreas.
Endocrinology, 83:572-584, 1968.

14. Devrim, A.S.: Proinsiilin hakkinda. Diabet 1-4, 18-40,
1970. _

15, Devrim, A.S., Altug, T., Kicik, M. ve Erseven, G.: Si-
ganlarda multipl subdiabetojenik streptozotocin zerk-
leri ile olusturulan diabet modeli hakkinda. Diabet
Y11lag1, 1:165-180, 1983.

16. Devrim, A.S., Altug, T. ve Kiiglik, M.: Sigan endokrin
pankreas dokusunun kalitatif ve kantitatif yontemlerle
arastirilmasi, Diabet Y1llaigir, 1:203-209, 1983,

17. Devrim, A.S., (0cal) Irez, T. ve Altug, T.: Farkli tiir-
den deney hayvanlarinda streptozotocinin g¢esitli yon-
temler ile kullanilmasinin insiilitis olusturma ylizde-
leri. Diabet ¥allagi, 4:75-80, 1986,

18. Ganda, O.P., Rossini, A.A., and Like, A.,A,: Studies on
streptozotocin diabetes. Diabetes, 25:595-603%, 1976.

19. Golden, P., Baird, L., Malaisse, W.J., Malaisse-Lage,
F., and Walker, M.M.: Effect of streptozotocin on glu-
cose~induced insililin secretion by isolated islets of
Langerhans., Diabetes, 20:51%-518, 1971,

20. Grodsky, G.M., Batts, A.A., Bennett, L.L., Vcella, C.,
McWilliams, N.B., and Smith, D.F.: Effects of carbo-
hydrates on secretion of insiilin from istvlated rat .
pancreas., Am. J. Physiol., 205:638-644, 1963,

- 21. Grodsky, G.M. and Bennett, L.L.: Cation requirements
for insiilin secretion in the isolated perfused panc-
reas. Diabetes, 15:910-913%, 1966.

22. Grodsky, G.M., Bennett, L.L., Smith, D., and Nemecheck,
K.: The effect of tolbutamide and glucose on the timed
release of insiilin from the isolated perfused pancreas.
In Tolbutamide After Ten Years. Excepta Medica Foun-
dation, International Congres series, 149:11., 1967.

23. Grodsky, G.M.: A threshold distribition hypdthesis for
packet storage of insiilin and its mathematical modeling.
J. Clin. Invest., 51:2047-59, 1972.

24, Groth, C.G., Gunnarsson, R., Lundgren, G., Ostman, J.:
Pancreatic transplantation. Tissue Transplantation,
New York, 1982, pp.l27-146, :



250

26.

27.

28.

29.

20.

31.

52,

33.

34,

49

KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Grill, V., Borglund, E,, and Cerasi, E.: Cyclec AMP in
rat pancreatik islets. Evidenc% for uniform labeling
of precursor and product with (”H) adenine. Biochimica
et Biophysica Acta, 499:251-258, 1977,

Guyton, A.C.: Taibbi Fizyoloji, (Cev. N. GOkhan ve H,
Gavugoglu),Cilt 2, Merk Yayincilik, Istanbul, 1986,
s.1333-1353.

Hales, C.N., and Randle, P.J.: Immunoassay of insiilin
with Insllin-Antibody precipitate. Biochem. J., 88:
137-146, 1963,

Hatemi, H.: Insiilin sekresyonu. Diabet Y1llagar, 5:41-
54, 1987,

Hellmen, B.: Calcium and the control of insiilin secre-
tion. Diabetes Research Today (Symposia Medica Hoevhst
12), Schattauer Verlag Stuttgart, 1976, pp.207-221,

Hoshi, M. and Shreeve, W,W.: Release and production of
insllin by isolated perfused rat pancreatic islets.
Diabetes, 22:16~24, 1973,

Junod, A., Lambert, A.E., Orci, L., Pictet, R., Gonet,
A.E., Renold, A.E.: Studies of the diabetogenic action
of streptozotocin. Proc. Soc. Exp. Biol., Med., 126:
201-205, 1967,

Kahn, C.R., and Rosenthal, A.S.: Immunologic reaction
to insiilin : insiilin allergy, insiilin resistance and
the autoimmune insiilin syndrome. Diabetes, 2:283-95,
1979.

Kaptanoglu, Z., Hatemi, H., Giindogdu, S., Benli, M.,
ve Urgancioglu, I.: Perfiize edilen izole kdpek pankre-

asinda kalsitoninin insilin sekresyonuna etkisi. Dia-
bet Yallagr, 20:3%35-42, 1984,

Kayaalp, 5.0.: Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmako-
loji , Cilt %, Uglinci baski, Ulucan Matbaasi, Ankara,
1986. '

Kergoat, M., Bailbe, D., and Portha, B.: Effect of high
sucrose diet on insililin secretion and insiilin action,
A study in rats with non-insiilin-dependent diabetes
incluced by streptozotocin., Diabetologia, 3%0:666-673,

1987.



56.

570

38.

29.

40,

41.

42,

45.

4o,

45.

46,

470

48

KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

Laube, H., Schatz, H., Nierle, C., Fussganger, R., and
Pfeiffer, E.F.: Insiilin secretion and biosyntheols in
sucrose fed rats. Diabetologia, l2:441-446, 1976.

Lin, J., and Haist, E.: Effect of some modifiers of
insiilin secretion on insiilin biosynthesis. ZEndocri-

nology, 92:735-742, 1973,

Malaisse, W.J., Malaisse-Lage, F., and Wright, R.H.
A new method for the measurement in vitro of pancrea-
tik insiilin secretion. Endocrinology, 80:99, 1967.

Morris, G.E., and Korner, A.: The efect of glucose on
insiilin biosynthesis by 1eolated islets of Langerhans
of the rat. Biochim. Biophys. Acta, 208: 404-413,
1970,

Odar, I.V.: Anatomi Ders Kitabi, Ikinci Cilt, Yeni
Bask1, Slstem Ofset, Ankara, 1986, 8.1%59~ 145

Owerbach D., Bell, G.I., Rutter, W.J., and Shows, T.
B.: The 1nsulln gene is 1ocated on chromosome 11 in
human. Nature, 286:82-84, 1980.

Ocal, T., Altug, T., Erseven, G. ve Biiyiikdevrim,S.
Farkll dozlarda STZ. uygulanma81n1n pankreas ada01kla—
rinda ortaya Qlkardlgl histolojik degisiklikler, Dia-
bet Yailla#i, 2:101-110, 1984,

Rahier, J., Falt, K., Mintefering, H., Bocker, K.,
Gepts, W., and Falkmer S.; The basic structural lesion
of persistent neonatal hvpogllsemla with hyperinsiili-
nism : defiency of pancreatic D cells or hyperactivity
of B cells? Diabetologia, 26:282-289, 1984,

Samols, E., Stagner, J.J, Evart, R.B.L., and Marks, V.:
The order of islets mlcrovascular cellular perfus1on
is B A D in the perfused rat pancreas. J. Clin.
Invest., 82:350-%53, 1988,

Sevier, B.R., and Whitney, J.E.: Biosynthesis of insii-
lin by the isolated perfused dog pancreas. Diabetes,
16:647-651, 1967,

Sener, A., and Malaisse Insilin release. The
fuel concept, Diabet illllgl, 2:24-36, 198k,

Stone, D., and Brown, J.: Effect of sulfonylurea drugs
on plasma free fatty acid and blood glucose concent-
rations in man. Diabetes, 15:3%14-%19, 1966,



49

KAYNAKLAR DIZINI (devam ediyor)

48, Wales, J., Grant, A., and Wolff, F.: Reversal of dia-
zoxide effects by tolbutamide. Lancet, 1:1137, 1967,

49, Wesslen, N., Pipeleers, D,, Van De Winkel, M., Rorsman,
P., and Hellman, B.: élucose stimulates the entry of
Ca in to the inslilin-producing B cells but not into
the glucagon-producing .- cells. Acta Physiol. Scand. ,
1351:230-234, 1987,

© 50, Zawalich, W.S.: Insiilin biosynthesis, structure, sto-
rage and release, In Joslin's Diabetes Mellitus. 12
th edit. Lee and Febriger, Philadelphia, 1985, pp.65-
81.



