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Abstract

In our study, we aimed to evaluate histopathological changes and therapeutic effects of caffeic acid phenethyl
ester (CAPE) in streptozotocin (STZ)-induced diabetic pancreas damage in rats.32 male Wistar albino rats were
divided into equal 4 groups. Group 1: Control, Group 2: CAPE (10 umole/kg/ip 20 day), Group 3: Diabetes
mellitus (DM)(55 ma/kg/ip single dose), Group 4: DM+CAPE. At the end of the study, pancreas tissues were
removed and routin histological procedures were done. Paraffin blocks were cut at 5 um and sections were
stained with H-E and histopathological damage score was calculated. Sections were examined using a Leica
DFC280 light microscope and a Leica Q Win Image Analysis system (Leica Micros Imaging Solutions Ltd.,
Cambridge, UK). MDA, GSH levels and SOD, CAT activities were measured in pancreatic tissue. Statistical
analysis was carried out using the SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago, Ill., USA) statistical program. All data are
expressed as arithmetic mean+SE. p<0.05 was regarded as significant.Control and CAPE groups were normal
histologically. In DM group, acinar cell degeneration, inflammation, islet degeneration and hemorrhage were
observed. When compared with the control, DM groups and CAPE, DM groups, statistically significant
differences were detected (p=0.001, for all). On the other hand, in the DM+CAPE group, histopathological
changes were reduced (p=0.001). We concluded that CAPE has a therapeutic effect via antioxidant property in
STZ-induced diabetic pancreas damage.
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Ozet

Calismamizda, si¢anlarda streptozotocin (STZ) ile olusan diyabetik pankreas hasarindaki histopatolojik
degisiklikler ve bu degisiklikler iizerine caffeic acid phenethyl ester (CAPE)’in etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir.32 adet Wistar albino erkek sican 4 esit gruba ayrildi. Grup 1: Kontrol, Grup 2: CAPE (10
umol/kg/ip 20 giin boyunca), Grup 3: Diabetes mellitus (DM)(55 mg/kg/ip tek doz), Grup 4: DM+CAPE.
Deney sonunda sakrifiye edilen siganlarin pankreas dokulari g¢ikarildi. Rutin histolojik takip islemlerinden
gegirilen dokular parafine gomiildii. Parafin bloklardan alinan 5 um kalinhigindaki kesitler Hematoksilen-Eozin
(H-E) ile boyandiktan sonra histopatolojik skorlama yapildi. Leica DFC 280 1s1k mikroskobu ve Leica Q Win
Gorilintli Analiz sisteminde incelenen kesitlerin fotograflari gekildi. Pankreas dokusunda MDA, GSH diizeyleri
ve SOD, CAT aktivitelerine bakildi. Istatistiksel analizler i¢in SPSS 13.0 programi kullanildi. Veriler aritmetik
ortalama+standart hata olarak ifade edildi. p<0.05 anlamli kabul edildi.Kontrol ve CAPE gruplari normal
histolojik goriiniimdeydi. DM grubunda ise; asiner hiicre dejenerasyonu, inflamasyon, Langerhans adacigi
dejenerasyonu ve hemoraji tespit edildi. DM grubuna ait histopatolojik hasar skoru, kontrol ve CAPE gruplari ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artmisti (p=0.001, herikisi i¢in ayni). Diger yandan
DM-+CAPE grubunun histopatolojik bulgularinda istatistiksel olarak anlamli derecede azalma goriildi (p=0.001).
Bu calisma STZ’nin neden oldugu pankreas hasar1 {izerine CAPE’nin iyilestirici etkileri oldugunu
gostermektedir. Diyabetin tedavisinde CAPE gibi antioksidan 0zelligi olan ajanlarin olumlu etkileri
oldugusonucuna vardik.
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Giris

Diabetes mellitus (DM), pankreasin
insiilin sekresyonunun yetersizligi ve/veya
dokularmn insiiline cevabinin bozulmasiyla
olusan hiperglisemi, dislipidemi, glikoziiri
kronik  metabolik  bir
DM

ile  seyreden
hastaliktir (1, 2). tedavisinde

hipoglisemik  ajanlarin  kullanilmasina

ragmen diyabet ve neden oldugu
komplikasyonlar temel saglik problemi
olmaya devam etmektedir. Bu nedenle
diyabet tedavisine yonelik etkili ilaglarin
bulunmasina acilen ihtiya¢ duyulmaktadir

(3).

Diyabetin  akut  ve  kronik
komplikasyonlarinin arastirilmasi amaciyla
deneysel hayvan modelleri
kullanilmaktadir (4). Streptozotocin (STZ),
Streptomyces achromogenes tarafindan
iretilenve deneysel diyabet olusturmak
siklikla bir

antibiyotiktir (5). STZ’nin diyabetojenik

amaciyla kullanilan

etkisi pankreas beta (B) hiicrelerinin

tahribine dayanmaktadir (6).

Diyabetin neden oldugu
komplikasyonlarin gelismesinde en 6nemli
etken olarak oksidatif stres
gosterilmektedir  (3).  Caffeic  acid

phenethyl ester (CAPE) arilarin {irettigi
propolis ekstresinin major bilesenlerinden,
flavonoid benzeri bir bilesiktir (7, 8, 9).
Antioksidan, antiinflamatuvar,
antikarsinojenik, antiviral ve

immunmodulatuar aktivitelere sahiptir (7,
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9). In vivo olarak CAPE’nin hiperglisemiyi

kontrol etmede onemli oldugu
gosterilmistir (8).
Bu calismada deneysel diyabet

olusturulan sicanlarin pankreas dokusunda
meydana gelen hasar {izerine antioksidan
ozelligi bilinen CAPE’nin olas1 tedavi
edici etkilerinin histolojik ve biyokimyasal
yontemlerle arastirilmasi amaglanmustir.

Gere¢ ve yontem

Bu calismada Inonii Universitesi
Tip  Fakiiltesi  Deneysel  Arastirma
Birimi’nden temin edilen 32 adet erkek
Wistar albino sigan kullanildi. Rastgele
secilen denekler her grupta 8 adet sican
olmak tizere 4 esit gruba ayrildi. Grup 1
(Kontrol): % 4’liikk etanol intraperitoneal
(ip) yolla 20 giin siireyle uygulandi. Grup 2
(CAPE):

umol/kg/ip CAPE (Sigma, St. Louis, MO)

%4’liikk etanolde ¢oziilen 10

20 giin siireyle giinde tek doz uygulandi.
Grup 3 (DM): Serum fizyolojikte ¢oziilen
streptozotocin (Sigma, St. Louis, MO) 55
mg/kg/ip olarak tek doz uygulandi. Grup 4
(DM+CAPE): Diyabet olusturulduktan
sonra 20 giin stireyle 10 umol/kg/ip CAPE
% 4’lik etanolde c¢oziilerek uygulandi.
Deneyin  baginda  sicanlarin  kuyruk
veninden alinan kandan aglik kan glukoz
diizeyleri 6l¢iildii. STZ uygulamasindan 72
saat sonra aclik kan glukoz diizeyleri tekrar
Olciildii ve 270 mg/dl’yi gegen siganlar
diyabetik olarak kabul edildi.

Histopatolojik analiz



Deney sonunda kuyruk veninden
aclik kan glukoz diizeyleri 6lgiilen siganlar
ketamin/ksilazin  anestezisinden

sakrifiye edildi. Pankreas dokular1 %10’luk

sonra

formalin sollisyonunda tespit edildikten
sonra rutin histolojik takip islemlerinden
gecirildi. Parafin bloklardan alinan 5
um’lik kesitler Hematoksilen-Eozin (H-E)
ile boyandi1. Pankreas hasari; asiner hiicre
dejenerasyonu, inflamasyon (monuniikleer
hiicre infiltrasyonu), Langerhans adacigi
dejenerasyonu ve hemoraji agisindan
degerlendirildi. Hasarin siddetine gore; O
(normal), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agir)
olarak skorlandi. Maksimum skor 12 idi.
Kesitler Leica DFC 280 1s1k mikroskobu
ve Leica Q Win goriintii analiz sistemi ile
incelendi.

Biyokimyasal analiz

Doku MDA diizeyleri, Ohkawa ve
ark.’nin analiz metoduna gore 6l¢iildii (10)
ve sonuclar nmol/g yas doku olarak ifade
edildi. GSH diizeyleri, Elman’in analiz
metoduna gore Olgiildii (11) ve sonuglar
nmol/g yas doku olarak ifade edildi. SOD
diizeyleri, Sun ve ark.’nin analiz metoduna
gore Olciildii (12) ve sonuglar U/g protein
olarak ifade edildi. CAT diizeyleri,
Aebi’nin analiz metoduna gore Olciildil
(13) ve sonuglar K/g protein olarak ifade
edildi. Doku

diizeyleri Lowry ve ark.’nin metoduna

numunelerinin  protein

gore Olgiildii (14) ve sonuglar mg/mL

olarak ifade edildi.
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Istatistiksel analiz
Verilerin analizinde SPSS 13.0
kullanildi.

biyokimyasal verilerin karsilastirilmasinda

programi Histolojik  ve
Kruskal Wallis varyans analizi ve Mann-
Whitney U testi kullanildi. Acglik kan
glukoz diizeylerinin karsilagtirilmasinda
Wilcoxon eslestirilmis iki Ornek testi
kullanildi. Tiim
ortalama+tstandart hata olarak ifade edildi.

sonuclar aritmetik
p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.

Bulgular

Aclik kan glukozu

DM grubunun aglik kan glukoz
diizeyleri, kontrol ve CAPE grubu ile
karsilastirildigina  istatistiksel ~ olarak
anlamli derecede artmisti (p=0.018). DM
grubuna gore DM+CAPE grubunda ise
istatistiksel olarak anlamli derecede azalma

saptandi (p=0.018) (Tablo 1).



Tablo 1. Gruplara ait ortalama aglik kan glukoz diizeyleri (mg/dl).

Kontrol CAPE DM DM + CAPE

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Deney bast 111.57+5.37 96.71+3.48 438.28+11.41% 425.14+9.00
Deney sonu 110.14+4.83 115.14+8.53 469.85+26.78% 352.71+7.93°

Aritmetik ortalama + Standart hata.

%p =0.018 vs Kontrol ve CAPE grubu. ®p =0.018 vs DM grubu.

Histopatolojik bulgular

Kontrol ve CAPE gruplar1 normal histolojik goriinlimdeydi (Resim 1). DM grubunda
ise; inflamasyon (monuniikleer hiicre infiltrasyonu), yer yer asiner hiicre dejenerasyonu,
hemoraji ve Langerhans adaciklarinda dejenerasyon tespit edildi (Resim 2). Ortalama
histopatolojik hasar skoru kontrol grubunda 0.25+0.16, CAPE grubunda 0.37+0.18 iken DM
grubunda (7.12+0.47) ise istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi (p=0.001, herikisi igin
ayn1). Diger yandan DM+CAPE grubunun histopatolojik bulgularinda azalma goriildi
(p=0.001). Bu grubun hasar skoru 4.37+0.32 idi (Resim 3) (Tablo 2).

adaci@1 dejenerasyonu(B) ve asiner hiicre dejenerasyonu (C) tespit edildi. DM+CAPE grubunda ise;
histopatolojik bulgularda azalma goriildii (D). H-E; X40.

Tablo 2. Gruplara ait ortalama histopatolojik hasar skoru.

Kontrol CAPE DM DM + CAPE
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Hasar Skoru 0.25+0.16 0.37+0.18 7.124+0.472 4.37+0.32°

Aritmetik ortalama + Standart hata.

%0 =0.001 vs Kontrol ve CAPE grubu. ®p =0.001 vs DM grubu.
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Biyokimyasal bulgular

Kontrol ve CAPE gruplar ile DM grubu karsilastirildiginda doku MDA seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli derecede artis (p=0.002, her ikisi i¢in), doku GSH seviyesi
(p=0.006, p=0.025 sirasiyla), SOD (p=0.047, p=0.018 sirasiyla) ve CAT (p=0.005, p=0.038
sirastyla) aktivitelerinde ise istatistiksel olarak anlamli derecede azalma tespit edildi. Diger
yandan DM ile DM+CAPE grubu karsilastirildiginda MDA seviyesi anlamli derecede
azalirken (p=0.035), GSH seviyesi (p=0.029), SOD (p=0.006) ve CAT (p=0.003) aktiviteleri

ise anlaml1 derecede artmist1 (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplara ait ortalama doku oksidan-antioksidan parametreler.

MDA GSH SOD CAT

(nmol/g) (nmol/g) (Ulg) (K/g)

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Kontrol 550.14+47.76 1.91+0.12 229.00+17.10 0.74+0.04
CAPE 556.28+39.48 1.86+0.08 273.28+21.45 0.82+0.15
DM 1076.28+67.11% 1.38+0.12%¢ 181.57+12.34%9 0.42+0.06"
DM + CAPE 858.42437.74° 1.76+0.05° 256.57+13.84" 0.78+0.04)

Aritmetik ortalama + Standart hata.

4p=0.002 vs Kontrol ve CAPE grubu.’p=0.035 vs DM grubu.’p=0.006 vs Kontrol grubu.

99=0.025 vs CAPE grubu.
9=0.018 vs CAPE grubu."p=0.006 vs DM grubu.

¢p=0.029 vs DM grubu.’p=0.047 vs Kontrol grubu.

'p=0.005 vs Kontrol grubu.'p=0.038 vs CAPE grubu.)p=0.003 vs DM grubu.

Tartisma

Diyabete bagli komplikasyonlarin
tan1 ve tedavisindeki yaklagimlarin
belirlenmesi amaciyla deneysel diyabet
modelleri kullanilmaktadir (15). Tip 1
deneysel diyabet modelleri, pankreatik 3
hiicrelerine toksik etkisi olan ajanlarin
verilmesi ile olusturulmaktadir. Bu amagla
madde

en stk kullanilan  kimyasal

Streptomyces izole
edilen bir antibiyotik olan STZ’dir (5, 16).

STZ

achromogenes’den

ile olusturulan deneysel diyabet

26

caligmalarinda karaciger, bobrek, beyin ve

beyincik  hasarinda antioksidanlarin
koruyucu ve tedavi edici oOzelliklerinin
oldugu bildirilmistir (3, 5, 17). Caffeic acid
phenethyl ester (CAPE) arilarin {irettigi
propolis ekstresinin major bilesenlerinden,
flavonoid benzeri bir bilesiktir (7, 8, 9).
Diyabetik pankreas hasarinda CAPE’ nin
etkisini  acgiklayan  calismalar  sinirl
sayidadir.

STZ’nin B hiicrelerinde olusturdugu
hasar sonucu hiperglisemi gelismektedir
(16).

Bu c¢alismada, STZ uygulanan



siganlarda, deneyin basindan sonuna kadar

cesitli diizeylerde hiperglisemi tablosu

izlendi. Deneysel diyabet calismalarinda,
STZ’nin

antioksidan  uygulamalarinin

neden oldugu hiperglisemiyi azalttigi
gosterilmistir (3, 5, 17). Calismamizda
diyabetik sicanlara antioksidan Ozelligi
bilinen CAPE tedavisi uygulandi. Deney
sonunda tedavi uygulanan grupta aglik kan
glikoz degerlerinin DM grubuna gore
anlamli derecede azaldigi tespit edildi.

Calismamizla uyumlu olarak propolis ve

CAPE ile vyapilan deneysel diyabet

calismalarinda, bu maddelerin

hiperglisemiyi azalttig1 bildirilmistir (8, 18,
19).

Calismamizda diyabet grubunun

pankreas dokusunda monuniikleer hiicre

infiltrasyonu, asiner hiicre

yer yer
dejenerasyonu, hemoraji ve Langerhans

adaciklarinda dejenerasyon gibi

histopatolojik degisiklikler tespit edildi.
Bulgularimiz benzer diyabet ¢aligmalar ile
uyumluluk géstermektedir (18, 20, 21, 22).

CAPE tedavisi verilen grupta ise

bulgularda azalma goriildii. Deneysel

diyabet calismalarinda CAPE’nin

karaciger, bobrek, pankreas ve

kalptegoriilen histopatolojik  bulgularda
iyilesmeye neden oldugu gosterilmistir (7,
18).

Serbest radikaller normal metabolik
stirekli olarak

siirecte viicutta

sentezlenirler. Diyabette protein
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glikasyonu ve glukoz otooksidasyonu
sonucu serbest radikallerin olusumu artar
(6). Diyabetin kronik komplikasyonlarinin
en belirgin Ozelliklerinden biri artmis
oksidatif stres ve azalmis antioksidan
savunma mekanizmasinin varhigidir (1).

hiicre

Serbest radikallere bagl

hasarindaki en Onemli mekanizmalardan
biri

peroksidasyonudur

membranlardaki

(6).
lipid peroksidasyonun bir gostergesi olarak

kullanilan MDA diizeyi, DM grubunda

lipid

Calismamizda,

olarak anlamli derecede

CAPE
diyabetik grupta ise belirgin bir azalma

istatistiksel

artarken, tedavisi  uygulanan

tespit edildi. El-Sayed ve ark.’nin yaptigi

caligmada pankreas dokusunda MDA
seviyesinde artis tespit edilirken, propolis
tedavisi uygulanan diyabetik sicanlarda
MDA seviyesinde azalma goriilmiistiir
(23).Sud’ ina ve ark.’nin insan noétrofilleri
iizerinde yaptig1 c¢alismada,

CAPE’

10 pmol
dozundaki nin reaktif oksijen
radikallerini tamamen bloke ettigi tespit
edilmistir (24). Yilmaz ve ark. (9)diyabetik
karaciger hasarinda, Okutan ve ark.
(7)diyabetik kalp hasarinda, Celik ve ark.
(25)

CAPE’nin artan doku MDA diizeyini

ise diyabetik beyin hasarinda
azalttigin1 bildirmislerdir.

Serbest radikallerin neden oldugu
SOD ve CAT gibi

enzimatik ve GSH gibi

olumsuz etkiler,
non-enzimatik

hiicresel antioksidan savunma sistemleri



tarafindan  kontrol  edilir (6, 17).
Calismamizda pankreas dokusunda GSH
diizeyi ile SOD ve CAT aktivitelerine
bakildi. DM grubunda GSH diizeyi, SOD
ve CAT aktiviteleri azalirken, diyabet
grubuna CAPE  tedavisi  uygulanan
sicanlarda  ise artig  tespit  edildi.
Bulgularimiz El-Sayed ve ark.’nin yaptigi
caligma ile uyumluluk gostermektedir (23).
Celik ve ark. beyin iizerine yaptig1 bir
calismada diyabet grubunda azalan doku
GSH seviyesinin CAPE tedavisi ile
arttigini bildirmistir (25).

Sonu¢ olarak c¢alismamizda; STZ
verilerek tip 1 diyabet olusturulmus grupta
pankreasta meydana gelen histopatolojik
degisiklikler CAPE tedavisi ile diizelme
saglarken, biyokimyasal bulgularimiz ile
uyumluluk gostermektedir. Giinimiizde
diyabet  tedavisinde  antioksidanlarin
koruyucu ve tedavi edici yeri yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Biz de bu
calisma ile CAPE’nin antioksidan 6zelligi
sayesinde  diyabet tedavisine  katki

saglayabilecegini diisiinmekteyiz.
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