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OZET

Bu calismada, kaptoprilin diyabette oksidatif stres ve mikroniikleus (MN)
olusumunu degerlendirmek i¢in Sprague Dawley cinsi erkek sicanlar kullanildi.
Sicanlar 3 gruba ayrildi; Kontrol grubu, Streptozotosin grubu (45mg/kg STZ, ip) ve
STZ+Kaptopril (45 mg/kg STZ, ip. + 50mg/kg/L igme suyu iginde). Sekiz hafta
sonunda eter anestezisi altinda kesilen sicanlarin kan, karaciger, kalp ve bobrekleri
alindi. Serum ALT, AST, LDH, CK ve CKMB diizeyleri ile doku TBARS, GSH ve
TSH diizeyleri degerlendirildi. Ayrica, Lenfositlerde mikroniikleus olusumu
degerlendirildi.

Serum ALT, AST ve LDH degerleri ile karaciger ve bdobrekte lipit
peroksidasyonun arttig1 (sirastyla p<0.05 ve p<0.001) gozlendi. Ayrica, karacigerde
GSH diizeyinin anlamli bir sekilde azalmistir (p<0.001). Mikroniikleus olusum

siklig1 tizerinde anlamli bir azalma (p<0.01) olusturmustur.

Calismamizin sonuglar1, diyabette oksidatif stresin arttigini ve diyabette
gelisen komplikasyonlardan serbest radikal artisinin  sorumlu olabilecegini
gostermektedir. Ancak, bir anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorii (ADEI) olan
Kaptoprilin, total tiyol gruplarinin artisina katki saglamakla birlikte antioksidan
etkisinin anlamli olmadig1 sonucuna ulasilmistir. Kaptopril uygulamasinin diyabetik
nefropati ve kardiyovaskiiler komplikasyonlardaki koruyucu etkisinin oldugu konusu

ileri ¢aligmalarla yeniden degerlendirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Oksidatif stres, Mikroniikleus, Kaptopril, ADEI.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF ANJIOTENSIN CONVERTING ENZYME INHIBITION
ON LIPID PEROXIDATION AND MICRONUCLEUS FORMATION IN
DIABETIC RATS

In this study, Sprague Dawley rats were used to evaluate the effects of

captopril on oxidative stress and micronucleus formation in diabetes.

The rats were divided into 3 groups; control group, streptozotocin group
(45mg/kg STZ, ip) and STZ+captopril (45 mg/kg STZ, ip. + 50mg/kg.L™ in drinking
water). After eight weeks, the rats were sacrified under ether anesthesia, and blood,
liver, heart and kidneys were taken. Serum ALT, AST, LDH, CK and CKMB levels
and tissue TBARS, GSH and TSH levels were evaluated. In addition, the formation

of micronuclei in lymphocytes were studied.

Significant increases were found in serum ALT, AST and LDH levels and
lipid peroxidation in liver and kidney (p<0.05 and p<0.001). Furthermore, liver GSH
levels decreased significantly (p<0.001). Captopril has established a significant
reduction (p<0.01) on the frequency of micronucleus formation.

Our results showed that, diabetes increases oxidative stress and increased free
radical activity in diabetes may be responsible for developing complications.
However, captopril, a ACEI, contribute to the increase in total thiol groups, while
providing significant antioxidant effect is not mentioned in the literature it is
concluded. Application of the protective effect of captopril in diabetic nephropathy

and cardiovascular complications should re-evaluated in further studies.

Keywords: Diabetes mellitus, Oxidative stress, Mickronucleus, Captopril, ACE

inhibitors
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1. GIRIS

Diyabet diinyada 6nemli bir saglik problemi olup, hipertansiyon, nefropati,
retinopati, noropati ve kardiyovaskiiler hastaliklara neden olur (1-3).

Diyabet tedavisinde, 20. yiizyilin baslar insiilinin kesfi ile doniim noktasi
olmus ve hastaligin nedenleri ile ilgili bilgiler artmis, son donemlerde iyi metabolik
kontrol ve komplikasyonlarin 6nlenmesi hedeflenmistir (4).

Diyabet hastalarinda mortalite ve morbiditenin en 6nemli nedeni koroner arter
hastaligidir. Diyabetik hastalarda ani 6liim, miyokart enfarktiisii ve miyokart
enfarktiisii sonras1 6liim riski, ayni yas grubundaki diyabetik olmayanlara gore 2-3
kat daha bulunmustur. Konjestif kalp yetmezligi gelisimi yoniinden de diyabetik
hastalar 2-5 kat daha fazla riske sahiptir (5, 6).

Hipergliseminin tetikledigi glikoz oksidasyonu, ileri glikasyon son
tiriinlerinin  (AGE) olusumu ve poliyol yolaginin uyarilmasini igeren birgok
biyokimyasal yolak, reaktif oksijen tiirlerinin olusumuyla ve artmis oksidatif stres ile
baglantilidir. Oksidatif stres bu olaylarin nedenlerinde asil katkida bulunan etmen
olarak goriilmektedir (6, 7).

Endojen antioksidan mekanizmanin yetersiz kaldigi durumlarda artmig
oksidatif stres, stres- duyarli hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonuna, hiicresel
hasara yol agan gen firiinlerinin olusumuna ve diyabetin ge¢ komplikasyonlarina
neden olur (6).

Son yillarda, diyabette antioksidan kapasitesi diisiik olan pankreas beta
hiicrelerinde oksidatif stresin arttigt ve bu durumun beta hiicre kayb1 veya islev
bozukluguna neden oldugu gosterilmistir. Bu durumun Onlenmesinde
antioksidanlarin rolii tartisilmaktadir (8, 9-12).

Bu c¢alismada, streptozotosin ile diyabet olusturulmus siganlarda bir
Anjiyotensin  Déniistiiriicii  Enzim  Inhibitorii (ADEI) olan kaptopril’in
kardiyovaskiiler sistemle ilgili biyokimyasal gostergeler, oksidatif stres, ve DNA
hasarmin bir gostergesi olarak mikroniikleus (MN) tizerinde koruyucu etkileri olup

olmadigini aragtirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

Diyabet pankreas beta hiicrelerinde insiilin {iretiminin tam ya da kismi olarak
yetersiz kalmasi insiilin direnci sonucu ortaya ¢ikan ve protein, yag, karbonhidrat
metabolizmalarinda bozukluklara neden olan kronik bir hiperglisemi durumudur (13,
14).

Hastaligin erken belirtileri genellikle metabolik bozukluklar ile ilgilidir, geg
bulgular vaskiiler bozukluklardan kaynaklanan komplikasyonlar ile baglantilidir.
Viicutta kan sekerinin diizenlenmesi pek ¢ok sayida kimyasal madde ve hormonun
karmagik etkilesimi sonucunda saglanir. Seker metabolizmasinin diizenlenmesinde
rol oynayan hormonlardan en Onemlisi pankreasin beta hiicrelerinden salgilanan

instilin hormonudur (13).

2.1. DIYABET CESITLERI (13)
1- Tip I Diyabet (genellikle insiilin yetmezligi ile sonuglanan beta hiicre
harabiyeti vardir)
2- Tip Il Diyabet
a- insiilin direnci olusumu
b- insiilin salinim1 bozuklugu

3- Gestasyonel diyabet

2.2.DIYABETIN AKUT VE KRONIK KOMPLIKASYONLARI

Diyabet asir1 susama, idrarda artis, idrarda sekerin varligi ile kendini gosterir.
Diyabetin  kendisi ve diyabette kullanilan tedavi yontemleri pek c¢ok
komplikasyonlara yol acabilir. Eger hastalik iyi kontrol edilmezse hiperglisemi,
ketoasidoz ya da koma gibi akut komplikasyonlar gelisebilir. Hastaligin kronik
komplikasyolarinin baslicalari ise hipertansiyon, kalp yetmezligi ve ateroskleroz gibi
dolagim sistemi hastaliklari, kronik bobrek yetmezligi, korliige neden olabilen retina
hasari, cesitli tiplerde sinir hasarlart ile yara iyilesmesini geciktiren ve impotense
neden olan mikrovaskiiler bozukluklar sayilabilir. Ozellikle ayaklarda gelisen
dolagim bozukluklarinin sonucu olarak ortaya ¢ikan yara iyilegsmesinin gecikmesi,
uzvun kesilmesi ile sonuglanabilir. Diyabetin uygun sekilde tedavi edilmesinin yani

sira, kan basinci kontroliine yeterince dnem verilmesi ve sigara igmemek, kilo


http://tr.wikipedia.org/wiki/Hormon
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C5%9Eeker
http://tr.wikipedia.org/wiki/Metabolizma
http://tr.wikipedia.org/wiki/Pankreas
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0ns%C3%BClin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Akut

kontrolii yapmak gibi hayat tarzinin iyilestirilmesi kronik komplikasyonlarin pek
¢ogunun olusturdugu riskleri azaltabilir (13).

Dogumsal anomaliler dogusta var olan yapisal, islevsel veya biyokimyasal
bozukluklardir. Dogustan gelen yapisal bozukluklarimn meydana gelmesi diyabetik
hamileliklerde artmaktadir. Karbonhidrat intoleransi hamileliklerde en sik goriilen
metabolik komplikasyondur. Anneden gelen teratojenik faktorler genellikle
hiperglisemi ve ketonemi olarak gosterilir. Metabolik kontrolii iyi olmayan diyabetik
bir annenin bebeginde hipoglisemi, hipokalsemi, hiperbilirubinemi, polisitemi,
perinatal asfiksi, respiratuvar distres sendromu, dogum travmasi ve kardiyak

anormallikler gibi komplikasyonlarin riski daha da artacaktir (15-17).

2.3. DIYABET VE KOMPLIKASYONLARININ NEDENLER]
- Hiicre i¢i sinyal transdiiksiyonunda degisiklik,
- Aldoz rediiktaz aktivitesinde artis,
- Na'-K" ATP’az aktivitesinde azalma,
- TxAzve endotelin gibi vazokonstriktorlerde artis,
- PGI; ve NO gibi vazodilatatorlerde azalma,
- Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin olusumunda artma
- Proteinlerin glikasyonundaki artis,
- Degismis lipoprotein metabolizmasi,
- Artmus protein kinaz C aktivitesi

gibi pek cok etmen diyabetin komplikasyonlarinin gelismesinde rol oynamaktadir
(18-20).
thtiya¢ duymayan ve aldoz rediiktaz enzimi igeren lens, periferik sinirler, bobrek
glomeriilleri gibi dokularda hiperglisemi sonucu hiicre igi glukoz ve dolayisiyla
sorbitol konsantrasyonu artar. Asir1 su tutucu 6zellikte olan sorbitoliin bu dokularda

birikmesi hiicre 6demi ve hasarina neden olur (18).
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Sekil.1 Poliyol yolag: (21)

Hiperglisemide poliyol yolunun aktivasyonuyla NADH/NAD" orani artmakta
ve bu da enzimatik olmayan glikasyonu ve diagilgliserol sentezini artirmaktadir.
Diagilgliseroliin artis1 da protein kinaz C aktivasyonuna yol acarak diyabetteki damar
patolojilerine neden olmaktadir (20, 22, 23).

Hiperglisemi durumlarinda glukozun hiicre igine alinmasinin insiilinden
bagimsiz oldugu eritrosit, beyin, bobrek, lens, periferik sinirler gibi dokularda hiicre
ici konsantrasyonu artan glikoz, proteinlere non-enzimatik bir tepkime sonucu
baglanmaktadir. Proteinlerin u¢ aminoasidindeki o-amino grubuna veya lizinin e-
amino grubuna glikozun baglanmasi ile labil Schiff bazi olusur. Bu sekilde olusan
erken glikasyon tiriinleri tedavi sonucu glikozun normale dénmesiyle azalmaktadir.
Hipergliseminin siddetine ve siiresine, proteinlerin yari émriine, dokularin glikoza
olan gecirgenligine ve proteinlerdeki serbest amino gruplarinin sayisina bagli olan
protein glikasyonu yar1 émrii kisa (albumin, hemoglobin) ve uzun (kollajen, elastin,
miyelin) olan tiim proteinlerde ger¢eklesmektedir (18-20). Ayrica yapilan
caligmalarda homosisteinin de diyabetin komplikasyonlarmin gelisiminde rolii

olabilecegi vurgulanmaktadir (18, 23, 24).



Homosistein bu etkisini endotelyal toksisite olusturarak,  pihtilasma
faktorlerinde degisiklikler yaparak veya reaktif oksijen tiirleri olusumunu artirarak
gostermektedir. Komplikasyon gelismis diyabetlilerde, plazma homosistein diizeyleri
ve lipit peroksidasyonu artmis olarak bulunmustur. Homosistein LDL oksidasyonunu
artirmaktadir (18, 23-25).

2.4. DIYABET VE OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres hipotezinde reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin
olusum hiz1 ile antioksidan savunma kapasitesi arasindaki dengesizlik diyabetin
kronik komplikasyonlarina neden olmaktadir. Bir baska deyisle hiperglisemi
oksidatif strese yol agmaktadir (26). Lipit hidroperoksitler, konjiige dienler,
tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) ve izoprostanlar gibi oksidatif stres
gostergelerinin diizeylerinin arttig1 diyabetli hastalarda E ve C vitaminleri, glutatyon,
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
parametrelerin  miktarinin  azalmasi  diyabetin  kronik  komplikasyonlariin
nedenlerinde oksidatif stresin énemli bir rolii olabilecegini gostermektedir (19-20,
27, 28).

Diyabetteki  vaskiiler = komplikasyonlarda  goriillen  endotel  islev
bozukluklarindan endoteldeki nitrik oksit iiretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir.
Bu azalmaya da ileti aksamasi, substrat L-arginin yetmezligi veya nitrik oksit
sentazin kofaktorlerindeki azalma neden olabilir. Ancak diyabetteki azalmis endotel
bagimli vazodilatasyona NO iiretiminin azalmast mi, yoksa oksidatif stresin mi
neden oldugu tartigmalidir (18-20, 29).

Diyabetin kronik komplikasyonlarinin mekanizmasi ile ilgili bir diger hipotez
de hiicre iginde ileri glikasyon son iiriin (AGE) hipotezidir. (18-20). Oksidatif stres
altinda lipitler, proteinler ve DNA gibi biyomolekiillerde hasar meydana gelir.
Serbest radikaller; okside bazlar, DNA zincir kirilmalari ve DNA- protein ¢apraz bag
olusumunu da kapsayan, ¢esitli DNA hasarlarina neden olur (30-32).

Diyabette artmig olan serbest radikaller lipitler, proteinler ve niikleik asitlerle
etkileserek membran biitlinliigliniin bozulmasina, proteinlerde yapisal veya islevsel
degisikliklere ve genetik mutasyonlara yol agmaktadir. Organizma bu zararh

radikallerin etkisiyle basa c¢ikabilmek icin bazi enzimatik ve enzimatik olmayan



antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Ayrica diyabette disaridan antioksidanlar
verilerek serbest radikallerin etkileriyle basa ¢ikilabilir. Oksidatif stres serbest
radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin serbest radikaller Iehine
bozulmasidir. Bunun da diyabetin makro ve mikrovaskiiler komplikasyonlarina
neden oldugu pek ¢ok arastirici tarafindan vurgulanmaktadir (18, 27, 28).

DNA’da serbest radikaller tarafindan olusan oksidatif hasar, yaslanma,
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, immun sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar
gibi doku fonksiyonlarinin bozulmasi (Sekil.2) ile ortaya ¢ikan hastaliklarin baslica

nedeni ve gostergesi olarak goriilmektedir (21, 32).

2.5. ANTIOKSIDAN MEKANIZMALAR
Oksidanlar inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denir. Normal
saglikli kisilerde serbest radikaller/antioksidanlar denge halindedir. Diyabette ise bu
denge serbest radikaller lehine bozulmustur (27, 28). Bu da diyabetin
komplikasyonlarina neden olmaktadir. Antioksidan mekanizmalar daha aktif hale
getirilebilirse veya bozulmus denge antioksidanlar lehine artirilabilirse diyabetin
komplikasyonlari ile basa ¢ikabilir.
Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlari etkisizlestirirler (33-39).
1. Temizleme etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan bu etki
enzimler tarafindan yapilir.
2. Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme seklinde
olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.
3. Onarma etkisi
4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak islevlerini engelleyen agir metaller

seklinde olan bu etki hemoglobin, seriiloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir.

2.5.1. ANTIOKSIDAN ENZIMLER
2.5.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968°de kesfedilmistir. Ug tiir SOD vardur.
Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve
ticlinciisii de Cu igeren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini metabolize eden

vaskiiler endotele baglhh Cu-SOD’dir (32, 33, 35, 36). Bir metalloprotein olan SOD



bir stiperoksit molekiiliinii O ) molekiiliine ylikseltgeyip, diger siiperoksit molekiiliinii
hidrojen proksite (HZOZ)’e indirger. Bu dismutasyon reaksiyonu superoksit

radikalinin anyon ve katyon formlarmin esit oranda bulundugu pH 4,8 de
kendiliginden de olusabilmektedir. Ancak, fizyolojik sartlarda yani pH'nin 7,35-7,45
arasinda iken bu reaksiyon ¢ok daha yavas olusacaktir. SOD enzimi varliginda pH en
az 7,4 oldugu kosullarda bu reaksiyon 4 kat daha hizli olacaktir (33).

0"+ 0y +2H" — Oy + Hy0;

2.5.1.2. Katalaz

+3
Her biri bir prostetik grup olan ve yapisinda Fe bulunduran 4 hem
grubundan olugsmus bir hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir. SOD’in

olusturdugu HZO 2’i katalaz peroksidazlarla beraber oksijen ve suya pargalar (40).

2.5.1.3. Glutatyon Peroksidaz
Her birinde selenosistein igeren 4 alt birimden olusur. Indirgenmis glutatyonu

yiikseltgerken H,0,’i de suya gevirir ve bdylece membran lipitlerini ve hemoglobini

oksidan strese kars1 korur (41).

E vitamini yetersiz olursa membrant peroksidasyona karsi Kkorur.
Eritrositlerde en kuvvetli antioksidandir. Glutatyon peroksidaz yetersizligi selenyum
eksikligi sonucu olabilir. Ciinkii selenyum bu enzimin kofaktoriidiir ve enzimin etki
gostermesi i¢in gereklidir (34, 42-44). Yapilan cgalismalarda diyabetli hastalarda

serum glutatyon peroksidaz aktivitesinin azalmis oldugu rapor edilmektedir (27, 40).

2.5.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2 alt birimden olusur.
Glutatyonun indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH’dan
FAD’ye transfer edilir. Yapilan ¢aligmalarda diyabette glutatyon rediiktaz
aktivitesinin azalmis oldugu belirtilmektedir (40).

H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0



2.5.1.5. Glutatyon S-Transferaz (GST)
Toksik metabolitlerle glutatyonun konjiigasyonunu katalizleyen GST enzimi

antioksidan enzimdir (45).

Glutatyon

Redu GSSG
Glutatyon H0
GSH Peroks 0;
NADPH Oksidaz 0 SoD Katala
Elektron /e >Ha02 Hz0
Transport Fe:
Zinciri c
/" ONOO 0> .3 OH
NO Myelopergksidaz cu+?
/ 0-0:

NO Sentaz

Sekil 2. Oksidanlar ve antioksidanlar (21)

2.5.2. ANTIOKSIDAN VITAMINLER
2.5.2.1. E Vitamini

Membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. En aktif formu a-
tokoferoldiir. Zincir kirict antioksidan olarak islevi vardir. Hidrofobik kismina
hidrojenini kolaylikla verebilen —OH grubu baglidir. Bu yiizden lipit peroksidasyonu
sirasinda olusan peroksil ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine a-tokoferolle
birleserek reaksiyon zinciri kirilmis olur. a-tokoferol ve C vitamininin organizmada
diisiik diizeylerde olmasi miyokard enfarktiisii ve bazi kanserlerinin goriilme
oranindaki artis ile iliskili bulunmustur (42-46).

Yapilan caligmalar tip 2 diyabetli hastalara 1 ay boyunca 800 IU/giin E

vitamininin diyete eklenmesi biitiin lipitleri ve lipit fraksiyonlarmi, aglik kan
glikozunu ve fruktozamin diizeylerini, TBARS diizeylerini azalttigini, insiilin ve C

peptid diizeylerini, glutatyon peroksidaz ve SOD aktivitelerini artirdigini, tip 2



diyabetten korunmada ve tedavisinde E vitamininin yararli etkiler sagladigini

gostermektedir (47).

2.5.2.2. A Vitamini

A vitaminleri gérme, lireme, biiyiime ve epitel dokusu i¢in gerekli olan bir
gurup bilesiklerdir. Diyetteki retinoliin oksidasyonu sonucu olusan retinoik asit,
retinoidlerin gorme disinda diger etkilerinin ¢oguna aracilik eder. a-tokoferolle

karsilastirildiginda oldukga zayif bir antioksidandir (33).

2.5.2.3. C Vitamini

Askorbik asit; molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c¢ gibi bilesiklerin
indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona
girebilme kabiliyetinde olan suda eriyen bir vitamindir. Plazmada oksidanlara karsi
ilk antioksidan savunmasini olusturur. LDL kolesteroliin oksidasyonunu onleyerek
ateroskleroza kars1 korunmada yardime1 olur. Kollajen sentezinde, tirozin yikiminda,
epinefrin sentezinde, safra olusumunda ve pek ¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda
indirgeyici madde olarak rol alir. Siiperoksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona
girip onlar1 temizleyen bir antioksidan olmasinin yani sira tokoferoksil radikalinin
tekrar tokoferole doniismesini saglar. Yine plazma C vitamini disik (0.2

mmol/L’den diisiik) oldugu zaman oksidan etki de gosterebilir. Siiperoksit disinda

Fe+3’1‘i Fe+2’ye indirgeyen baska bir maddedir. Bu sekilde demiri Fenton
reaksiyonuna girmeye uygun hale getirir. Boylece plazma diizeyleri diisiik oldugu
zaman siiperoksit Uretimine katkida bulunur (33, 42-45). Yapilan g¢aligmalarda
diyabetli hastalarda C vitamini diizeyleri, saglikli kisilerden anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (48).

2.5.3. DIGER ANTIOKSIDANLAR
2.5.3.1. Melatonin

Lipofilik bir antioksidandir. Ayn1 zamanda pineal bezden salgilanan ve timor
olusumunun smirlandirilmasi, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi gibi islevlere sahip

bir hormondur. Lipofilik oldugu i¢in hiicrenin biitiin organellerine ulasabildigi gibi
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kan-beyin bariyerini de gegerek genis bir alanda etki gosterir. Yapilan ¢aligmalarda

diyabette artmis oksidatif stresi azalttigi belirtilmektedir (47-51).

2.5.3.2. Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri

Bu grup ilaglarin temel kullanim alanlart aslinda hipertansiyon tedavisi ve
diyabetik nefropatinin engellenmesi veya ilerlemesinin yavaslatilmasidir. Ancak bu
ilaglar aym1 zamanda antioksidan aktiviteye sahip ilaglardir. Anjiyotensin I,
NAD(P)H oksidazin protein kinaz C bagimli aktivasyonu ile siiperoksit olusumunu
artirir. Diyabetik bobrekte NAD(P)H oksidazin artmasi oksidatif stres artigina
katkida bulunur. Yapilan bir ¢alismada bu grup ilaglarin diyabetli bobrekte SOD
aktivitelerini artirdig1 ve MDA seviyelerini azalttig1 da gosterilmistir (52).

2.5.3.3. Siilfoniliireler

Glibenklamid (glyburide)’in katalaz ve SOD aktivitesini artirdig
bulunmustur (53). Glipizid de antioksidan aktivite gosteren bagka bir siilfoniliire
tiirevi antidiyabetiktir. Gliklazid genel bir serbest radikal temizleyici ve ikinci kusak
stilfoniliire grubu bir antidiyabetiktir ve LDL oksidasyonunu azalttig1 gosterilmistir
(54-56). Ayrica diyabette goriilen endotelyal disfonksiyonu diizelttigi de
belirtilmektedir. Bu etkinin gliklazidin metabolik etkilerinden degil antioksidan

etkisinden kaynaklandigi vurgulanmaktadir (55).

2.5.3.4. Metformin

Biguanid grubu bir antidiyabetiktir. Metforminin diyabette kardiyovaskiiler
mortalite oranini azalttigi belirtilmektedir. Bu da muhtemelen metforminin
antidiyabetik ozelliklerinin yaninda baska mekanizmalarinda rol oynadigim
gostermektedir. Metforminin Ornegin eritrosit, karaciger ve kan glutatyonunu
artirdi@r ve lipit peroksidasyonunu azalttigi belirtilmektedir. Ayn1 zamanda demir ve
bakir gibi metallerle seldt yaparak onlarin toksik etkilerini yok ettigi i¢in de

antioksidan 6zellik gosterir (57).
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2.5.3.5. Lipoik Asit

Alfa lipoik asit agir metallerle olusan zehirlenmelerde detoksifikasyon
saglamak icin kullanilan bir antioksidandir. Antioksidan 6zelligi kendisinin dihidro
lipoik aside indirgenirken, serbest radikalleri temizlemesinden ve metal iyonlariyla
selat yapmasindan kaynaklanmaktadir. Hiicrelerin glikoz kullanimii artirdigi igin
diyabet tedavisinde de kullanilmaktadir (58, 59).

2.5.3.6. Allopurinol

Ksantin oksidaz inhibitorii oldugu icin iirik asit olusumunu engelleyen ve
hiperiirisemi tedavisinde kullanilan bir antioksidandir. Hem ksantin oksidaz ve hem
de ksantin dehidrojenaz hipoksantini ksantine ve ksantini de tirik aside doniistiiriir.
Allopurinol ksantin oksidazi baskilar ve ayn1 zamanda da lipit peroksidasyonunu ve
hemoglobin glikasyonunu azalttig1 bildirilmektedir. Ancak antioksidan olarak bilinen
tirik asit diizeylerini de azalttigi icin diyabette allopurinoliin etkisinin diger

antioksidanlara gore daha zayif kalacag belirtilmektedir (60).

2.5.3.7. Pentoksifilin

Pentoksifilinin diyabette lipit peroksidasyonunu azalttigi belirtilmektedir
(61). Pentoksifilin ksantin oksidaz {izerine inhibitor etkisi olan ve periferik damar
hastaliklarinda kullanilan ksantin tlirevi bir ilagtir. Hidrojen peroksit olusumunu

artiran TNF-alfa’nin tiretimini diizenler (61, 62).

2.6. SERBEST RADIKALLER

Elektronlar orbital denen bolgelerde donerler. Her orbital normal sartlarda
birbirine zit yonde donen 2 elektron igerir. Serbest radikaller ortaklanmamis elektron
igcerir. Bu da en sik olarak elektron transfer zincirinde olusan elektronlarin transferi
ile veya oksidazlar ile tek elektron transferi ile olusur. Serbest radikallerin bir bagka
olusma sekli de molekiildeki baglarin homolitik olarak pargalanmasi sonucu
elektronlardan her birinin farkli atomlar iizerinde kalmasiyla olur (33, 63). Ayrica
iyonize radyasyon da serbest radikal olusumuna neden olabilir. Oksijen, iki elektronu

eslesmemis sekilde bir elektron dagilimina sahiptir. Oksijen molekiiliiniin reaktif bir
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Ozelligi olmamasima karsin diger radikallerle reaksiyona girme 6zelligine sahiptir
(33, 64).

2.6.1. O, (Siiperoksit) radikali

Stiperoksit radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir ve
olustugu yerden fazla uzaga gidemez.. Bu radikalin molekiiler diizeyde 6nemli
ozelligi, ikincil olarak tirettigi radikallerdir. Dogal oksijen molekiiliiniin baska bir
molekiilden elektron almis hali olan O,  mitokondriyal elektron transfer zincirinde

indirgenmis nikotinamit adenin diniikleotit (NADH)’in okside nikotinamit adenin

diniikleotid (NAD+)’a okside olmasi ile iiretilir. Ayrica pek ¢ok oksidaz tarafindan da
tiretilir. Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi dogrudan fazla zarar

vermez. Asil 6nemli olan, HZO2 kaynagi ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi

olmasidir . Siiperoksit, notrofillerin bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve
vaskiiler islevlerin diizenlenmesi gibi yararli etkilere sahiptir. Azalmis siiperoksit
diizeyleri, bakteriyel enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol acabilir. Artmis
siperoksit diizeyleri ise SOD enzimi ile hidrojen peroksit (H,0,) ve oksijene

donistiirtilerek azaltilir. Boylece hiicresel siiperoksit diizeyleri siki kontrol altindadir.
Stiperoksidin agir1 tiretimi hiicresel metabolizmanin asir1 yiikselmis glikoz tarafindan
bozuldugu durumlarda gergeklesir. Bu da diyabetin komplikasyonlarina neden olur.

ATP sentezi baskilanir ve elektron transport zinciri yavaslar (27, 33, 64).

2.6.2.H,0, (Hidrojen Peroksit)

Oksijen molekiilii bagka bir molekiilden iki elektron almissa peroksit olusur.

Peroksit molekiilii iki H molekiilii ile birlesirse H,O, olusur. H,0, siiperoksidin SOD
ile dismutasyonu sonucu veya kendiliginden olusabilmektedir. H ,0, aslinda radikal

degildir. Ancak siiperoksidin aksine membranlari gecen uzun Omiirlii bir oksidan
olarak bilinir. Bu nedenle, siiperoksidin ulasamadigi membranla korunan yapilara

kolaylikla ulagabilir. Burada siiperoksitle reaksiyona girerek hidroksil radikalini

+2
olusturabilir. Hidrojen peroksit baska bir sekilde de serbest Fe ile reaksiyona
girerse demir okside olurken hidroksil radikali olusur. Bu da doku hipoksisi ve

endotel hasarina yol agabilen vazodilatasyon kaybina neden olur (18, 27, 28, 35).
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2.6.3. OH (Hidroksil) radikali
Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, niikleik asitler, organik

asitler, fosfolipitler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir ¢oguyla reaksiyona

+
girebilir. Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H ’in
birlesmesinden olusur. Hidroksilin yarilanma omrii ¢ok kisadir ve pek ¢ok

molekiilden H atomu ¢ikarilmasini saglar (33-35).

2.6.4. NO (Nitrik Oksit) radikali

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi
ile olusur. Vaskiiler tonusun regiilasyonunda guanilat siklazi1 aktive ederek ana rol
oynar. Oksijen baglanan bdolgeye kompetitif baglanarak direkt olarak sitokrom
oksidazin inhibisyonu ile hiicresel solunumu diizenler. NO bazi durumlarda bir
antioksidan gibi davranir ve lipit peroksidasyonundan korur. Bununla birlikte
stiperoksit diizeylerinin arttigi durumlarda siiperoksitle reaksiyona girer ve bir
prooksidan olan peroksinitrit olusturur (34, 64-70). Diyabette goriilen endotel islev

bozukluklarinda endoteldeki nitrik oksit tiretiminin azalmasi etkilidir (18, 29, 71).

2.6.5. Gegis Metalleri
Demir ve bakir metal iyonlari lipit peroksidasyonu esnasinda rol oynarlar.
Olusmus lipit hidroperoksitlerin par¢alanmalarini ve lipit peroksidasyonunun zincir

reaksiyonunu katalize eder. Boylece daha az zararli olan radikalleri daha zararli hale

+2
getirirler. Fenton reaksiyonu olarak bilinen reaksiyonda Fe iyonlarnin H0,’i

indirgeyip OH olusturabildikleri bilinmektedir (27, 28, 34, 72).

2.7. LIPIT PEROKSIDASYONU

Hiicre membraninda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglari
serbest radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona neden olabilir. Ilk énce yag asidi
hidrojen ve kendi tizerinde birer elektron kalacak sekilde parcalanir ve lipit radikalini
olusturur. Lipit radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipit peroksil radikalini
olusturur. Lipit peroksil radikali de diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer.

Boylece zincirleme bir reaksiyon baslamis olur. Ayrica lipit peroksiller ortamdaki
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hidrojen atomlart ile de reaksiyona girerek lipit hidroperoksitleri de olustururlar (34,
73, 74).

Lipit peroksitler daha sonra malondialdehid (MDA) ve 4-hidroksi nonenal
gibi yikim triinlerine doniisiirler. Bu yikim iriinleri de DNA veya proteinlerle
reaksiyona girebilir ve mutajeniktirler. Ug veya daha fazla ¢ift baga sahip yag
asidlerinin peroksidasyonu sonucu MDA olusmaktadir. Bu da tiyobarbutirik asid
reaktif maddeler olarak Ol¢iilmektedir. MDA lipit peroksidasyonunun siddetiyle
orantili olarak artar, ancak spesifik degildir. Ayn1 zamanda membran bilesenlerinin
polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina neden olabilir (34, 73-75).

Pek ¢ok c¢alisma diyabetik komplikasyonlar ve lipit peroksidasyonu
arasindaki iliskiyi ortaya koymustur (27, 28, 33, 34, 74). Bu yiizden lipit
peroksidasyonunun kontrolii ¢ok Onemlidir. Bu amagla da hem endojen hem de
eksojen antioksidanlar kullanilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda antioksidan
eklenmesinin  plazma antioksidan diizeylerini 6nemli derecede artirdigi
vurgulanmaktadir (24, 73-77).

2.8. DIYABETE ESLIK EDEN HASTALIKLARIN NEDENLERINE
SERBEST RADIKALLERIN ETKISi
2.8.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Yapilan caligmalarda bircok kardiyovaskiiler hastalikta ve onlarin
komplikasyonlarinda  oksijen  radikallerinin  rolleri  ortaya  konulmustur.
Arteriyosiklerozda damarin intima tabakasinda goriilen plagin olusumu LDL
partikiillerinin oksidasyonu ile baslamaktadir. Okside-LDL partikiilleri damar
endotelinden igeri girdiginde makrofajlarin saldirisina ugrarlar ve bunun sonucunda
makrofajlar aktive olmus kopiik hiicrelerine dontisiir. Kopiik hiicrelerinin 16kositlerle
bir araya gelmeleri ile yag cizgileri olusmaktadir. Ayrica kopiik hiicreleri biiyiime
faktorlerini salarak vaskiiler diiz kas hiicrelerinin intimaya gogli ve yayilmasi
sonucunda ileri asamada fibroz plak yapisi olusumuna neden olmaktadir. Fibrozisin
devam etmesi ve kalsifikasyonun baslamasi, fibroz bir kapagin yagca zengin
tabakay1 ortmesi ile sonuglanmaktadir. Akut koroner sendromda, 6rnegin miyokard
enfarktiisde fibroz plagin yirtilmasi sonucu trombositlerin bu bolgeye yerlesmeleri

damarin tamamen tikanmasi ile sonuglanmaktadir (63).
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Renin-Anjiyotensin-Aldosteron sistemi (RAAS), kardiyovaskiiler sistemin
fizyolojik ve patolojik cevaplarinda yer alan ¢ok dnemli bir parcadir. Anjiyotensin II
bu sistemin esas molekiiliidir ve vazokonstriksiyonu, tuz ve su dengesini,
kardiyovaskiiler hipertrofi ve yeniden bi¢imlenmeyi diizenler (Sekil.3). Ayrica
Anjiyotensin 1l damarsal NAD(P)H oksidazin kuvvetli bir aktivatoriidiir ve ROS
tiretimini artirir. Son ¢aligmalar, Anjiyotensin Il ile uyarilan serbest radikal tiretimi
ile hiicre biiytimesi, hipertrofisi, go¢ii gibi kardiyovaskiiler yanitlar arasinda bir iligki
gostermistir. Yakin zamandaki klinik calismalarda, Anjiyotensin Il ile uyarilan
serbest radikaller ve kardiyovaskiiler hastalik arasinda bir iliski olabilecegi ortaya
konmustur (65).

Kardiyovaskiiler sistemde serbest radikallerin ¢esitli kaynaklar1 vardir;
NAD(P)H oksidaz, ksantin oksidaz, mitokondri, lipoksijenaz ve nitrik oksit sentaz
(NOS) gibi damar diiz kas hiicrelerinde ve endotel hiicrelerinde serbest radikallerin
baslica kaynagi NAD(P)H oksidazdir. Her ne kadar anjiyotensin IlI’nin serbest
radikal dretimi icin vaskiiler NAD(P)H oksidaz1 aktiflestirdigi bilinse de,
anjiyotensin Il ile uyarilan enzimlerin aktiflesmelerinin mekanizmasi hala
aydinlatilamamustir (78).

Anjiyotensin 1l ayn1 zamanda NAD(P)H oksidaz aktivasyonunu takiben,
endotel hiicrelerindeki ksantin oksidaz aktivasyonunu uyarir, bu da anjiyotensin II’ye
yanit olarak endotel oksidatif stresinin yeni bir mekanizmast olarak
degerlendirilebilir. Anjiyotensin II’nin patofizyolojik etkilerinin ¢ogunun oksidatif
strese bagli oldugu diisiiniilmektedir (66).

Anjiyotensin 1l ile indiiklenen serbest radikal olusumu damarlardaki nitrik
oksitin inaktivasyonuyla ve Kkardiyovaskiiler sistem, bobrekler ve santral sinir
sistemine dogrudan etkisi ile meydana geldigi disiiniilmektedir. Kalpte anjiyotensin
I’'nin akut olarak uygulanmasi mitojen ile aktive olan protein kinazlarin
aktivasyonuna neden olarak oksidatif stresteki artisi uyarir (67).

Anjiyotensin Il ile uyarilan serbest radikal olusumu dogrudan damar tonusunu
etkiler ve nitrik oksit inaktivasyonunda oldugu gibi vaskiiler daralmayla
hipertansiyonu baslatir. Serbest radikaller, damar diiz kas hiicrelerinde inozitol

trifosfat ve kalsiyum konsantrasyonunu artirarak vazokonstriksiyona neden olur.



16

(68). Damar diiz kas hiicrelerinde serbest radikal {iretiminin engellenmesi vaskiiler
hipertrofiyi azaltir (69).

Mikroalbiiminiiri diyabetik hastalarda kardiyovaskiiler hastalik i¢in giiclii ve
bagimsiz bir gostergedir. Ayrica, diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlarini

ongordiiriicti etkiye de sahiptir (5, 79, 80).
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Sekil.3: Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi (48).

2.8.2. Nefropati

Anjiyotensin II’nin tip 2 diyabetli sicanlarda bobrek hasari gelisiminde rol
aldigini, bobrek i¢i Anjiyotensin II’'nin ve serbest radikal seviyelerinin diyabet
oncesi sathada arttigin1 gosteren galigmalar da vardir (78).

Anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrlerinin (ADEI) ve anjiotensin
reseptor blokorleri ile yapilan ¢aligmalarda nefropatiyi engelledigi bulunmustur (11,
78, 81). Diyabetik hastalarda erken donemde siki kan basinci kontroliiniin
saglanmast bobrek hasarin1 yavaslatmak hatta geri dondiirmek bakimindan
onemlidir. Tip 2 diyabetik hastalarda bobrek koruyucu etkilerini sinamak amaciyla
yapilmig bir¢ok calismayr yaymlanmamis olanlar da dahil aymi semsiye altina
toplayan bir calismanin sonucu bize; ADEI' nin  mikroalbuminuriden
makroalbuminuriye ilerlemeyi Onlemede ve tersine makroalbuminiirinin

mikroalbuminiiriye gerilemesini saglamada biiyiik yararlari oldugunu gostermektedir
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(63, 79). Anjiyotensin doniistiiriici enzim inhibitorleriyle 6 aylik RAAS
inhibisyonunun, plazma malonaldehid ve lipoperoksidaz gibi oksidatif stres
belirteclerini ve plazma anjiyotensin II’yi azalttigin1 gosteren c¢alismalar vardir.
Bununla birlikte, nitrik oksite dayali vazodilatasyonun serbest radikal olusumundaki

degisikliklerle iliksisinin oldugunu gosteren kesin kanitlar yoktur (70).

2.8.3. Retinopati

Diyabetik retinopati diyabetin en onemli mikrovaskiiler
komplikasyonlarindan biridir. Keton ve aldehitlerle, proteinlerin amino asit gruplari
arasinda enzimsiz olarak gerceklesen tepkime ile erken glikozilasyon iirlinleri
olugmakta ve izleyen giinler ve haftalar icinde bu iirlinler geri déniisiimsiiz ¢apraz
bagl ileri glikozilasyon son {irlinlerine (AGE) dontigmektedir. Klinik ¢aligmalarda
AGE‘lerin serum diizeyleri ile diyabetik retinopati derecesi arasinda anlamli bir
korelasyon bulunmustur. Aldoz rediiktaz; fazla glikozu fruktoza doniistiiren poliyol
yolaginin iki enziminden biridir. Klinikte aldoz rediiktaz inhibisyonu yapan
ponalrestat ve tolrestat gibi maddelerin retinopatide belirgin yarar1 gosterilememistir.
Vitamin B6 tiirevi olan piridoksamin AGE olusumunu Onleyen bir ila¢ olarak

kullantlir (79).

2.8.4. Noropati
Diyabetik noropatide poliyol yolagmin ¢alismasina bagli biriken sorbitoliin
sinirlerde ozmotik hasara neden oldugu yolundaki diisiince histolojik bir kanita

kavusmus degildir. Konuyla ilgili ¢alismalar siirmektedir (79).

2.8.5. Hiicresel Bozukluklar
1- 8-hidroksi-2'- deoksiguanozin guanin
2- Kardes kromatit degisimi

3- Mikroniikleus olusum siklig1

2.8.5.1. 8-hidroksi-2'- deoksiguanozin (8-OHdG)
Guanin DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip

bir bilesik olup serbest radikallerin etkilerine aciktir. Modifiye bir baz olan 8-
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hidroksi-2'- deoksiguanozin, guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklar
sonucu olusan, oksidatif DNA hasarimin duyarli bir gostergesidir. 8-OHdG guanin,
reaktif oksijen tiirlerinin, DNA’da yaptig1 yaklasik 23 tane oksidatif baz hasar
trtintinden biridir. GC=AT doniistimiine neden olup mutajenik 6zellik gostererek
mutasyonlara ve kanser gelisimine neden olabilir (30, 82).

Komplikasyonlu Tip-2 diyabet hastalarinda, idrar ve 16kosit 8-OHdG
seviyesinin, komplikasyonsuz hastalardan daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
Sonuglar, hiperglisemi ile indiiklenen artmis oksidatif stresin, diyabetik
komplikasyonlarin ~ olusumunda  rol  oynadigi  yoniindeki  varsayimlar

gliclendirmektedir (30).

2.8.5.2. Kardes kromatit degisimi
Tip 2 diyabetli hastalarda kardes kromatit degisimi goriilme sikliginin anlamli
bir sekilde arttig1 bildirilmistir (32).

2.8.5.3. Mikroniikleus olusum sikligi (MN)

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir. MN sayisindaki artig, ¢esitli kimyasallarin hiicrelerde
olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (3). Anoploidiyi uyaran kimyasallar, sentromer bdoliinme
hatalarina ve 1g iplikciklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise
kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida bulunmaktadirlar.
Gilinlimiizde, hizl1 endiistrilesmeye bagl olarak ¢evresel kirliligin giderek artmasiyla,
canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla giiclii
toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit
etme ve Onlemler alma ihtiyaci kaginilmaz olmaktadir. Bu yontemle, standart lenfosit
kiiltirlerine uygun konsantrasyonda Cythochalasin-B ilavesiyle, ¢ekirdek
boliinmesini tamamlamis, ancak sitoplazmik boliinmesini gerceklestirememis cift
cekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin

oran1 saptanabilmektedir (32).
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Incelenen alanda, kiiltiir siiresi icinde ikinci boliinmesini tamamlamis 4

cekirdekli hiicrelere de rastlanmaktadir; ancak MN sayiminda;

1. MN capinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiigiik olmasi

2. Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi

3. Sadece sitokinezi bloke edilmis cift cekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin

sayilmasi esas alinmaktadir.

MN testi sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay
uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha
anlamli sonuglar elde edilmesi avantaj1 saglamasiyla yaygin kullanim alan1 bulan bir
teknik olmustur (83).

Diyabetik hastalarin yaklasik %25’inde MN saptanmaktadir. Kromozom
anomalileri ve MN siklig1 pek farklilik gostermese de SCE sikligi Tip 1 DM’lu her
yas araligindaki hastalarda daha yiiksek ¢ikmistir (33). Diyabette oksidatif stres ve
reaktif oksijen tiirleri artmistir (10, 11). Artmis reaktif oksijen tiirleri proteinlerin

oksidasyonuna neden olabilirler (84).

2.9. DIYABET TEDAVISINDE KULLANILAN ILACLAR (4)
2.9.1. Insiilin Duyarhlastirica Tlaclar
-Biguanidler : Metformin
-Glitazonlar : Rosiglitazon, Pioglitazon
2.9.2. Insiilin Salgilatici Ilaglar
-Siilfoniliireler : 1.kusak: Tolbutamid, Klorpropamid, Tolazamid, Asetohekzamid
2.kusak: Glipizid, Gliklazid, Glimeperid
-Glinidler : Repaglinid, Nateglinid
2.9.3. Alfa Glukozidaz Inhibitorleri
-Akarboz
2.9.4. DPP-4 Inhibitérleri
-Sitagliptin
2.9.5. Insiilin Preperatlar
2.9.6. Anjiotensin Doniistiiriicii Enzim inhibitorleri
Anjiotensin dondstiiriicii enzim inhibitdrleri, kullanima girdigi 1980°den beri

hipertansiyon tedavisinde ana bir rol listlenmislerdir. Etkinliklerinin yiiksekligi, yan
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etki goriilme sikhigmin distikligii ile kardiyoprotektif etki, vazoprotektif etki ve
renoprotektif etki saglamalart nedeniyle klinik kullanimda bir {stiinlik
saglamiglardir (85-88).

Anjiyotensinojen, 10 numarali aminoasit olan 16sin ile 11 numarali aminoasit
olan valin arasindaki bag1 ayirarak dekapeptit C formu olan anjiotensin I’i olusturur.
Inaktif anjiotensin I, endotel hiicrelerinde mevcut olan ADE tarafindan, karboksil
ucundan histidin-16sin  dipeptidinin ayrilmasiyla olduk¢a aktif bir yapi olan
anjiyotensin-II'ye dontstiirtir. anjiyotensin Il norepinefrinden 40 kat daha fazla
vazokonstriiksiyon meydana getirir (65, 66). Vazokonstriksiyonu daha belirgin
olarak arteriyollerde ve daha az derecede venlerde yapar. Bu etki 6zellikle bobrek,
deri, beyin ve kas damarlarinda daha fazladir. anjiyotensin Il siirranellerden
aldosteron salinimina yol agarak renal proksimal tubulustan belirgin sodyum ve su
geri emilimi yapar, potasyum atilimim artirir. Ayrica, sempatik aktiviteyi artirip,
sempatik sistemde gangliyonik stimulasyonu kolaylastirir. Son olarak da antidiiiretik
hormon saliverilmesini ve dolayisiyla da viicuttaki serbest su miktarim artirir.
Anjiyotensin Il bu etkilerini hiicre membran reseptorii yoluyla fosfalipaz C
aktivasyonu yaparak saglar. Insanlarda anjiyotensin Il, anjiotensin Ill'e cevrilir.
anjiyotensin-III aldosteron olusumunun gii¢lii bir uyaricisidir, anjiyotensin-II diizeyi
anjiyotensin-III'den 4 kat fazladir. anjiyotensin-Il ve anjiyotensin-III hizli bir sekilde
anjiotensinaz ile inaktive edilir (88-90).

Anjiotensin I’in anjiotensin-II ye doniisiimiinii saglayan enzim ADE’dir.
Ayn1 zamanda bradikinin yikiminda da etkili olan ana enzimdir. Bir ¢inko
metalopeptidaz olan ADE’nin iki formu vardir: Endotel, epitelyum ve noronal
hiicrelerde bulunan yiiksek molekiil agirlikli formu, germinal hiicrelerde bulunan
diisiik molekiil agirlikli sekli olan. ADE; plazmada ve kan damarlarinda kalp,
bobrek, beyin ve siirrenal bezler gibi dokularda bulunmaktadir. ADE’nin ancak %10
luk kismi plazmada bulunurken %90°n1 dokulardadir. ADE’nin akut etkilerinden
plazma ADE aktivitesi, kronik etkilerinden ise doku ADE aktivitesi sorumludur.
Dokudaki ADE damarda; vazodilatasyon ve vazokontstriikksiyon, biiylimenin
uyarilmasi ve 6nlenmesi, pro ve antienflamatuvar faktorler, trombotik ve fibrinolitik
dengede ekilidir. ADE aktivitesinin en fazla bulundugu doku akciger olmakla birlikte

diger dokularda da 6nemli miktarda ADE aktivitesi mevcuttur. Kalpte en fazla sag



21

atriumda bulunmaktadir. Beyinde ise bazal ganglionlar, periventrikiiler alanlar,
hipokampus, hipotalamik noérosekretuvar cekirdekler ve serebellumda daha fazla
bulunmaktadir (88, 89, 91).

2.9.6.1. Etki Mekanizmalari

Anjiotensin doniistiiriicti enzimin kronik hipotansif etkisinden sadece plazma
ADE'nin degil ayn1 zamanda doku ADE'sinin de inhibisyonu sorumlu olmasi
olasidir. Ayrica A-II nin olusumunda renin anjiyotensin dis1 etkiler veya A-I
tizerinden ADE dis1 enzimlerle olusan klasik olmayan rol oynayabilir. ADE
inhibitorleri sadece klasik yoldan A-II {iretimini bloke ettikleri icin AT-II reseptor
blokorlerinin ADE inhibitorlerine gére daha farkli etkileri olabilir. ADE, A-l'in A
II'ye doniisiimiinden baska giiclii bir vazodilatatdr olan bradikininin yikimindan da
sorumludur. Bradikinin direkt vazodilatator etkisi yaninda endotel hiicrelerinden
giicli vazodilatator olan prostaglandinlerin salinnmma da neden olur. ADE
inhibitorlerinin antihipertansif etkisinden bradikinin yikiminin inhibe olmasinin ne

kadar sorumlu oldugu bilinmemektedir (89-92).

2.9.6.2. Klinik Kullamimlari:

Ik kez piyasaya ciktiginda kaptoprilin tek endikasyonu vardi; "yalnizca diger
ilaclara yanit olmayan agir hipertansif hastalar". Ancak giinlimiizde ADE
inhibitorleri hipertansiyonda ilk basamak ilaglar1 arasina girmisler, hatta en sik
kullanilan 1lag grubu haline gelmislerdir. Bu sik kullanimin nedeni diger
antihipertansiflerle esit etkinlige sahip olup ve bir¢ok antihipertansif gruba gore daha
az yan etki goriilmesidir (92, 93).

ADE inhibitorlerinin, diyabetik olmayan bobrek hastaligi kadar diyabetik
nefropatinin ilerlemesini yavaglatmada da yararli bir etkiye sahip olduklar
gosterilmistir (87, 94, 95).

Bulgular1 2000 y1l1 baginda yayimlanan HOPE (Heart Outcome Prevention
Evaluation) calismasinda koroner arter hastaligi, inme ve periferik arter Oykiisii
bulunan 55 yas tstliindeki 3500'den fazla diyabetli hastada 4.5 yil uygulanan
ramiprilin - miyokard infarktiisii riskini ortalama %22, inme riskini %33,

kardiyovaskiiler hastaliktan 6limii %37 ve belirgin nefropati riskini %24 oraninda
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azalttigi bulunmustur. Bu olaylar1 6nleme bakimindan yarar1 kan basimcini
diisiirmesinden beklenene gore daha fazla olmustur. Bu ve benzeri calismalar
incelenen ADE inhibitorlerinin, 6zellikle diyabetli hastalarda, damar-koruyucu ve
bobrek koruyucu etkinligi oldugunu kanitlamistir (95-98).

Anjiotensin Reseptor Blokdrleri (ARB’ler) ile yapilmis klinik denemeler
halen, ADE’lerle yapilmis olanlar kadar fazla ve ¢esitli degilse de gerek ADE'ler ve
gerekse ARB'ler, renin-anjiotensin etkinligini inhibe ederck glikoza toleransi ve
dokularin insiiline duyarliligini artirirlar. Bu ilaglarin, 3-6 yil kullanan hastalarda tip
2 diyabet gelismesini, tiyazid diliretiklere, beta-blokorlere ve kalsiyum kanal
blokorlerine kiyasla %14 ile 34 arasinda degisen oranlarda azalttiklari, kaptopril,
ramipril, lisinopril, kandesartan, losartan ve valsartan kullanilarak yapilan biiyiik
boyutlu 6 denemede gosterilmistir (97, 99, 100).

Deney hayvanlarinda bazi ADE inhibitorleri ile yapilan deneyler onlarin
hiperkolesterolemiye bagli endotel disfonksiyonunu ve damar ¢eperinde
aterosklerotik degismelere yol acan hiperplastik reaksiyonu yavaslattiklarim

gostermistir (101).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

- Tiyobarbitiirik asit (%99).......ooiii MERCK
= SAKATOZ. ¢ttt RIEDEL-DE HAEN
- Sodyum dodesil stilfat (9%90)...........ouiiiii MERCK
= ASEHIK @STE. .ot MERCK
- Sodyum hidroksit.........coooiniiiii e J.T. BAKER
- Trikloro asetik asit..............ccouveiuiiinieiieieeiieeieeeis RIEDEL-DE HAEN
- 1,1,3,3-tetra etoksi propan (%97)......c.oouiiiiiiii e DROGSAN
SN E D T A . SIGMA
LTS e e SIGMA
- HidroKIorik asit........o.oouieine i, MERCK
- 5°,57-ditiyobis-(2-nitro-benzoik asit)..............oooiiiiiii SIGMA
- Indirgenmis glutatyon (%99).........coouiiueiieee e SIGMA
- Absollimetanol............ooooiiiiii MERCK-BAKER
= NaZHPO4 (%99). .. CARLO ERBA
S KHZPO g e MERCK
1115 )1 (0Y401 01311 DI SIGMA
S RPMI 1640, .. e SIGMA
- Fitohemaglutinin..................coooviiniiieiniinn.s, BIOLOGYCAL INDUSTRIES
- Fetal S181r Serumu. . ..o MERCK
- L-glutamIN. e SIGMA
- Penisilin-Streptomisin ¢OZeltisi...........ouvuieieiiiiiiiiiieee e SIGMA
- SIEOKAIASIN-B. ...t SIGMA
= GHBIMSAL ..ot MERCK
-Entellan. ... MERCK

3.1.2. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

- Spektrofotometre. ........oooviviiiii i SHIMADZU UW 1240
- INKBbAtOr. ... HERAEUS (B 5061)

- Laminar Hava Akimli Kabin. ........oooiiieiiiii it HEAL FORCE
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= MIKIOSKOPD . . vttt e LABOMED Lx500
- Manyetik KariStiriCl. . ....o.oie i ART SH-3
e ) )< NUVE NM-110
- MIKTOSANtII . .. o.eeee et SIGMA 1-14
- SoFutmalt SANtI .. ... ..ueee it ROTINA 48 RC
- HasSas terazZi. . .ouieiiiii i OHAUS NV-210
= SU DANYOSU. .ttt e NUVE BM-402
- HOmoOjenizator. . ....c.ooveiie e HEIDOLPH-2021
SPH MELIC. ..o HANNA-211
- Balonjojeler. ... PAYREX
- Otomatik mikropipet Ve uglari..............ccoooeiiiiiiiii e, ACCUMAX
- EnjeKtOrler. ..o SET INJECT
=AM Pl . ot KIMAX

3.2. Sicanlarin temini ve deney gruplari

Bu calismada Inénii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi (INU-DEHUM)den alinan Sprague Dawley erkek sicanlar kullanildi. Deney
boyunca, havalandirmasi olan ve 12 saat gece 12 saat giindiiz kosullar1 saglanmis
odalarda tutulan sicanlara ad libitum standart pellet yem verildi. Deney igin her
birinde 8 sigan olmak lizere ayr1 kafeslere alinan siganlar {i¢ gruba ayrildi. Calisma
i¢in Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan onay alindi
(Protokol No: 2009/02).
Grup-1: Kontrol: Serum fizyolojik (0.5ml1/100g, i.p.) uygulandi.
Grup-2: Streptozotosin (STZ): Tek doz intraperitonal 45mg/kg STZ uygulandi
Grup 3: Kaptopril: Tek doz 45 mg/kg STZ (i.p.) uygulanan siganlara igme Ssuyu
icinde 50mg/kg.L™ olacak sekilde kaptopril verildi. Uygulamaya 8 hafta boyunca
devam edildi.

3.3. Kan ve dokularin hazirlanmasi
Calismanin 8. haftas1 tamamlandiktan sonra siganlar intraperitonal 75 mg/kg
ketamin ve 5 mg/kg xylasine uygulanarak olusturulan genel anestezi altinda kesildi.

Karn derisi ve deri alt1 dokular agilarak bagirsaklar digar1 alind1. Heparinle yikanmis
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enjektorlerle, vena cava inferior’dan kan ornekleri alindi ve mikroniikleus hiicre
kiiltiri ekiminde kullanilmak iizere ayrildi. Farkli enjektorlerle alinan kan 6rnekleri
3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek plazmalarina ayrildi. Karaciger, kalp ve
bobrek alindiktan sonra serum fizyolojik ile yikanarak kurutma kagidinda

kurutularak deneysel ¢alisma yapilincaya kadar etiketlenerek -40 °C’de saklandi.

3.4. Biyokimyasal yontemler
3.4.1. Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) miktarinin tayini
Dokularda TBARS miktari, Jamall ve Smith’in yontemine (102) gore
calisildi. Yontem, doku homojenatinda peroksidize lipitlerin yikim {iriinii olan ve
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona giren maddelerin, TBA ile verdigi renkli
tirliniin 532 nm’de miktar tayini prensibine dayanmaktadir. Kalibrasyon igin standart
olarak 1,1,3,3 tetraetoksipropan (TEP) kullanildi. Doku homojenatlar sakaroz veya
disodyum EDTA tamponu iginde %10 a/h olacak sekilde teflon baslikli
homojenizatérde hazirlandi. Homojenat hazirlandiktan sonra sitozolik fraksiyonu
ayirmak i¢in énce 1000 g’de 10 dk. santrifiij edildi. Ustteki siipernatant alindiktan
sonra 2000 g’de 4 °C’de 30 dk daha santrifiij edildi.

3.4.1.1. Kullanilan ¢ozeltiler

a- 0.25 M Sakaroz ¢ozeltisi: 21.39 gr sakaroz balonjojede distile su ile ¢oziildii ve
250 mL’ye distile su ile tamamlandi.

b- % 8.1°lik Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢6zeltisi: 8.1 gr soyum dodesil siilfat
balonjojede distile su ile ¢oziildiikten sonra 100 mL’ye tamamlandi.

c- % 20’lik Asetik asit ¢ozeltisi (pH 3.5): 50 mL asetik asit iginde distile su bulunan
balonjojeye eklendi. pH, NaOH ile 3.5’e ayarlandiktan sonra son hacim 250 mL’ye
tamamlandi.

d- % 0.8’lik TBA ¢ozeltisi: 0.8 gr TBA distile su ile ¢6ziindii hacim100 mL’ye
tamamlandi.

e- % 10’luk TCA ¢ozeltisi: 10 gr TCA balonjojede distile su ile ¢oziildii, hacim 100

mL’ye tamamlandi.
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3.4.1.2. Standartlar:
a- Stok standart (1000 nmol/mL): 1,1,3,3 tetraetoksipropan (MA:220.3) standart
hazirlamada kullanildi. 25 pL TEP alinir ve distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.
b- Calisma standartlari: Stok ¢6zelti distile su ile diliie edilerek, 5, 10, 25, 50, 100
and 200 nmol/mL olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanir.
Std.1 (200 nmol/mL): 1ml stok standart, 4 ml distile su ile diliie edilir.
Std.2 (100 nmol/mL): 0.5 ml stok standart 4.5 ml distile su ile diliic edilir.
Std.3 (50 nmol/mL): 0.25 ml stok standart 4.75 ml distile su ile diliie edilir.
Std.4 (25 nmol/mL): 0.125 ml stok standart 4.875 ml distile su ile diliie edilir.
Std.5 (10nmol/ml): 0.050 mL stok standart 4.950 mL distile su ile diliic edilir.
Std.6 (5nmol/ml): 0.025 mL stok standart 4.975 mL distile su ile diliie edilir.

Deneyin Yapihsi:

Tablo 1. TBARS tayini

Kor Standart Numune
Distile Su 0.2 mL - -
Standart - 0.2mL -
Numune - - 0.2mL
%38.1 SDS 0.2mL 0.2mL 0.2mL
%20 A. Asit 1.5mL 1.5mL
% 0.8 TBA 1.5mL 1.5mL 1.5mL

— Vida kapakli deney tiiplerine alinan 0.2 mL homojenat {izerine, 0.2 mL %
8.1’lik SDS, 1.5 ml % 20’lik asetik asit, 1.5 ml % 0.8’lik TBA eklendi ve
son hacim distile su ile 4 mL’ ye tamamlandi.

— Ko&r, numune yerine 0.2 mL distile su eklenilerek hazirlandi.

— Calisma standartlar1 numuneler eklenir.

— Tiiplerin kapaklari sikica kapatilir.

— Kaynar su banyosunda 1 saat kaynatildiktan sonra, su banyosundan
cikartilip musluk suyu altinda sogutulur.

— Her tiipe esit hacimde % 10’luk TCA ilave edilir.
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— 3000 g’de 10 dakika santrifiij edilir.

— Kalibrasyon egrisi kullanilarak 1 g yas dokudaki TBARS miktari
hesaplandi.

— Ustte kalan pembe-kirmiz1 renkli berrak siipernatantlar alimir ve 532 nm

dalga boyunda kore karsi absorbanslari okunur.

0,9 -
0,8 -
0,7 |
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0,0

y =0,0042x+0,0021
r=0,999

w 3 O T = 0 w ok

0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon {nmol/L)

Sekil 4: TBARS kalibrasyon grafigi.

3.4.2. Proteinsiz tiyol gruplarmmn tayini (hiicresel glutatyon -GSH- tayini)
Dokularda GSH tayini, Sedlak ve Linsay’in yontemine (103) gore ¢alisildi.
Yontem, 5°,5’-ditiyobis-(2-nitro-benzoik asit) (DTNB; Ellman reaktifi) ile tiyol
gruplarinin reaksiyona girmesi sonucu olusan 2-nitro-5-merkapto benzoik asidin 412
nm’de miktar tayini prensibine dayanmaktadir. Kalibrasyon i¢in indirgenmis

glutatyon (GSH) standart olarak kullanildx.

3.4.2.1. Deneyde kullanilan c¢ozeltiler

a- 0.02 M Na,EDTA: 7.44 g Na , EDTA, balonjojede 1000 mL distile suya
tamamlanilarak ¢oziiliir.

b- 0.2 M Na , EDTA: 7.44 g Na , EDTA, balonjojede 100 mL distile suya
tamamlanilarak ¢6ziiliir.

c- 0.4 M Tris tamponu (pH:8.9): 48.4 g Tris suda ¢oziiliir, iizerine 100 mL 0.2 M Nay
EDTA eklenir. pH IN HCl ile 8.9’a ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 1000
mL’ye tamamlanur.

d- 0.01 M DTNB ¢ozeltisi: 99 mg DTNB 25 mL metanolde ¢oziiliir.
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e- % 10’luk TCA ¢ozeltisi: 10 gr TCA, balonjojede 100 mL distile suya
tamamlanilarak ¢oziiliir.

3.4.2.2. Standartlar:

a- Stok standart (5000uM): 16 mg GSH,, 10 mL 0.02 M Na;EDTA iginde iyice
vortekslenerek c¢oziiliir. Stok standart c¢ozeltisi kullanilarak uygun diliisyonlarla
calisma standartlar1 hazirlanir.

b- Calisma standartlari: Stok ¢ozelti 0.02 M Na,EDTA ile diliie edilerek 25, 50, 100,
250, 500, 1000 ve 2000 uM olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Std.1 (2000 pM):0.8 mL stok standart 1.2 ml 0.02 M Na,EDTA ile diliie edilir.
Std.2 (1000 nM): 0.4 mL stok standart 1.6 mL 0.02 M Na,EDTA ile diliie edilir.
Std.3 (500 uM): 0.2 mL stok standart 1.8 mL 0.02 M Na,EDTA ile diliie edilir.
Std.4 (250 uM): 0.1 mL stok standart 1.9 mL 0.02 M Na,EDTA ile diliie edilir.
Std.5 (100 pM):0.04 mL stok standart 1.96 mL 0.02 M Na;EDTA ile diliie edilir
Std.6 (50 nM): 0.02 mL stok standart 1.98 mL 0.02 M Na;,EDTA ile diliie edilir
Std.7 (25 uM): 0.01 mL stok ¢ozelti 1.99 mL 0.02 M Na,EDTA ile diliie edilir
3.4.2.3. Deneyin Yapilisi:

Tablo 2. Hiicresel glutatyon (GSH) tayini

Kor Standart Numune
Distile Su 0.5mL _ _
Standartlar _ 0.5mL _
Homojenat _ _ 0.5mL
%10’luk TCA 0.5mL 0.5mL 0.5mL

— Homojenat, standartlar ve kor olarak kullanilacak distile su hacim olarak 1:1
oraninda %10’luk TCA ile vortekslenerek iyice karigtirilir.
— 15 dk 3000 g de santrifiij edilir.

Kor Standart Numune
Distile Su:TCA 0.2 mL — —
Standart:TCA — 0.2mL —
Siipernatant: TCA — — 0.2mL
0.4 M Tris T(pH:8.9) 4 mL 4 mL 4 mL
0.01MDTNB 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
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— Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatantlardan 0.2 mL alinip {izerlerine 4 mL
0.4 M Tris tamponu (pH:8.9) ve 0.1 mL DTNB eklenerek vortekslendi.
— 5 dakika i¢inde 412 nm’de doku koriine kars1 absorbans degerleri kaydedildi.

0,8 ~
0,7 -
0,6 -
0,5 A
0,4 A
0,3 A
0,2 A
0,1 A
0,0

y =0,0003x —0,0009
r=0,999

w S O O = 0 w o Db

0] 500 1000 1500 2000 2500

Konsantrasyon (umol/L)

Sekil 5: Hiicresel glutatyon (GSH) kalibrasyon grafigi.
3.4.3. Total Tiyol Gruplarimin (TSH) Tayini

Dokularda TSH tayini, Sedlak ve Linsay’in yontemine (103) gore ¢alisildi.
Yontem, 5°,5’-ditiyobis-(2-nitro-benzoik asit) (DTNB) ile tiyol gruplarinin
reaksiyona girmesi sonucu olusan 2-nitro-5-merkapto benzoik asidin 412 nm’de
miktar tayini prensibine dayanmaktadir. Kalibrasyon i¢in indirgenmis glutatyon

(GSH) kullanildz.

3.4.3.1. Deneyde Kullanilan Cozeltiler

a- 0.02 M Na,EDTA: 7.44 g Na , EDTA, balonjojede 1000 mL distile suya
tamamlanilarak ¢6ziiliir.

b- 0.2 M Na , EDTA: 7.44 g Na , EDTA, balonjojede 100 mL distile suya
tamamlanilarak ¢oziiliir.

c- 0.2 M Tris Tamponu (pH:8.2): 24.2 g Tris suda ¢dziiliir, tizerine 100 mL 0.2 M Na
2 EDTA ilave edilir. pH 1N HCI ile 8.2’ye ayarlandiktan sonra son hacim distile su
ile 1000 mL’ye tamamlanur.

d- 0.01 M DTNB Cozeltisi: 99 mg DTNB 25 mL metanolde ¢oziiliir.

e- Absolli Metanol
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3.4.3.2. Standartlar:

a- Stok ¢ozelti (5000uM): 16 mg GSH, 10 mL 0.02 M Na;EDTA i¢inde iyice
vortekslenerek ¢oziiliir. Stok standart ¢ézeltisi kullanilarak uygun diliisyonlarda
calisma standartlar1 hazirlanir.

b- Calisma standartlari: Stok kalibratér 0.02 M Na,EDTA ile diliie edilerek, deney
giinii taze olarak hazirlanir.

Std.1 (2000 pM): 0.8 mL stok standart 1.2 mL 0.02 M Na;EDTA ile diliie edilir.
Std.2 (1000 nM):0.4 mL stok standart 1.6 mL 0.02 M Na,EDTA ile diliie edilir.
Std.3 (500 uM): 0.2 mL stok standart 1.8 mL0.02 M Na,EDTA ile diliie edilir.
Std.4 (250 uM): 0.1 mL stok standart 1.9 mL 0.02 M Na,EDTA ile diliie edilir.
Std.5 (100 pM):0.04 ml stok standart 1.96 ml 0.02 M Na;,EDTA ile diliie edilir
Std.6 (50 pM): 0.02 mL stok standart 1.98 mL 0.02 M Na;EDTA ile diliie edilir
Std.7 (25 uM): 0.01 mL stok standart 1.99 mL 0.02 M Na,EDTA ile diliie edilir

3.4.3.3. Deneyin Yapihisi:
Tablo 3. Total tiyol gruplar1 (TSH) tayini

Kor Standart Numune
Distile Su 0.1 mL - -
Standart - 0.1mL -
Homojenat - - 0.1mL
0.2 M Tris T(pH:8.2) 0.75mL 0.75 mL 0.75 mL
0.01M DTNB 0.05 mL 0.05 mL 0.05 mL
Metanol 4.1 mL 4.1 mL 4.1 mL

Deney tiiplerine alinan 0.1 mL doku homojenatlari iizerine; 0.75 mL 0.2 M Tris
Tamponu (pH:8.2) ve 0.05 mL 0.01 M DTNB eklendi.
— Karigimin hacmi 4.1 ml absolii metanolle 5 ml’ye tamamlanda.
— Deney tiiplerinin agz1 kapatilip 15 dakika oda 1sisinda ¢alkalanarak sar1 renk
olusmasi saglandi.
— 3000 g de 15 dakika oda 1s1sinda santrifiij edildi.
— 412 nm’de kore kars1 absorbans degerleri kaydedildi.
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Sekil 6. Total tiyol gruplar1 (TSH) kalibrasyon grafigi

3.4.4. Mikroniikleus Tayini

Mikroniikleus tayini, Fenech ve Morley (104, 105) tarafindan gelistirilen
Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-Blocked) yontemi ile ¢alisildi. Bu yontem, kif
mantarlarmin metabolitlerinden biri olan Sitokalasin-B (Cyt-B) ile mitoz gegiren

hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir.

3.4.4.1. Besiyeri Hazirlanmasi
Kullanilan biitiin malzemeler sterilize edildi ve besiyeri hazirlama islemi
laminar kabinde yapildi. 100 mL RPMI 1640 besiyerine; fitohemaglutinin, 25 ml
fetal sigir serumu, 1 mL antibiyotik ¢ozeltisi (penisilin/streptomisin) ve 2 mL L-
glutamin eklendi. Steril, kapakli ve dibi kesik 10 mL’lik tliplere 5’er ml besiyeri
konarak, derin dondurucuda saklandi.
3.4.4.2. Deneyde Kullanilan Cozeltiler
a- % 0,04 KCI cozeltisi: 0.56g KCI 100 mL distile suda ¢oziildi. Her
cikarimdan once taze hazirladi ve buzdolabinda bekletildi.
b- Fiksatif c¢ozeltisi: 1 kisim glasiyel asetik asit iizerine 5 kisim metanol ilave
edilerek iyice karistirilir. Cozelti daima taze olarak hazirlanir ve buzlukta
sogutularak kullanilir.

c- Boya: 10 mL giemsa 90 mL distile suda ¢oziildii.
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3.4.4.3. Deneyin Yapilisi

EKim islemi

Mikroniikleus tayini i¢in 8 haftalik siirenin sonunda, hayvanlardan heparinize

enjektorle alinan kanlardan 0,5 mL besiyerlerine ekildi ve 37°C’lik etiivde 72 saatlik

inkiibasyona birakildi. Tiipler giinde bir iki kez altiist edildi. inkiibasyonun 44.

saatinde 6ug/mL final konsantrasyonda Sitokalasin-B ilave edildi. 72. saatin sonunda

¢ikarim iglemi yapildi.

Cikarmm Islemi

Etlivden alinan tiipler 10 dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatant atildu.

8 mL hipotonik ¢ozeltisi vortekste yavasca tliplere eklendi.

5 dakika dolapta 4°C bekletildi.

1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant atildu.

6 mL % 0,9 NaCl:Fiksatif (1:1) eklendi.

15 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Siipernatant atildi.

6 mL fiksatif eklendi.

1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant atild1.

Fiksatif ile yitkama iglemi 3 kez tekrarlandi.

Pastor pipeti ile dipte kalan pellet karigtirildi.

Soguk distile su ile yitkanmis lamlar egik bigimde iken pellet lamlar {izerine
damlatildi.

Lamlar 24 saat kurumaya birakildi.

Boyama islemi

% 10’luk giemsa saleye kondu.
Iki saleye de distile su kondu.

24 saatin sonunda lamlar giemsa bulunan salede 5 dakika bekletildi.
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— Sonra distile su bulunan saleye kondu ve yikanda.
— Tekrar distile su bulunan diger salede yikandi.
— Dik bir sekilde kurumaya birakildi.

— Lamlar kuruduktan sonra entellan ile kapandi.

4.5, Istatistiksel Analiz

Bulgular, bilgisayarda INSTAT programi yardimiyla degerlendirildi.
Sonuglar aritmetik ortalama+standart hata (SH) seklinde hesaplandi. Gruplar
arasindaki farkin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ardindan
ikili gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmalarinda Tukey post hoc test uygulandi.

P<0.05 ve tizeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tim gruplarin karaciger, bobrek ve kalp dokularindaki TBARS, GSH ve
TSH diizeyleri Sekil 7-9°da, serum biyokimyasal analiz sonuglar1 Tablo 4’de,
Mikronukleus mikroskobik analiz sonuglar1 Sekil 10’da ve Resim 1-5’te, toplu

sonuglar ise Tablo 5’te gosterilmistir.

4.1 Karaciger, bobrek ve kalp dokusunda TBARS diizeyleri

Kontrol grubuna gére, STZ uygulanan grubun karaciger ve bobrek dokusunda
TBARS diizeyindeki artig istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla, p<0.05 ve
p<0.001). STZ grubuna gore, STZ+Kaptopril uygulanan grubun karaciger, bobrek ve
kalp dokularinda anlamli bir degisiklik goézlenmedi. Sonuglar Sekil 7’de

gosterilmigtir.

800,0

**k*%k

700,0

600,0
500,0

M karaciger
400,0

M bobrek
300,0 i kalp

200,0

100,0

0,0
Kontrol STZ STZ+Kaptopril

Sekil 7. Karaciger, bobrek ve kalp dokusunda TBARS (nmol/g yas doku) diizeyleri.
a: Kontrol grubuna gore, b: STZ grubuna gore, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

4.2. Karaciger, bobrek ve kalp dokusunda GSH diizeyleri
Kontrol grubuna gore, STZ uygulanan grubun karaciger GSH diizeyinde
anlamli bir diisiis bulundu (p<0.001). STZ grubuna gore, STZ+Kaptopril uygulanan
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grubun karaciger, bobrek ve kalp dokularinda anlamli bir degisiklik gdzlenmedi.

Sonuglar Sekil 8’de gosterilmistir.

7,0

M karaciger
M bobrek
M kalp

Kontrol STZ STZ+Kaptopril

Sekil 8. Karaciger, bobrek ve kalp dokusunda GSH (umol/g yas doku) diizeyleri.
a: Kontrol grubuna gore, b: STZ grubuna gore, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

4.3. Karaciger, bobrek ve kalp dokusunda TSH diizeyleri

Kontrol grubuna gére STZ grubunun karaciger, bobrek ve kalp dokularinin
TSH diizeylerinde anlamli bir farklihlk go6zlenmemistir. STZ grubuna gore
STZ+Kaptopril grubunun kalp dokusu TSH diizeyinde anlamli bir artis bulundu
(p<0.01), karaciger ve bobrek dokularinda anlamli bir farklilik gozlenmedi. Sonuglar

Sekil 9’da gosterilmistir.
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Sekil 9. Karaciger, bobrek ve kalp dokusunda TSH (umol/g yas doku) diizeyleri.
a: Kontrol grubuna gore, b: STZ grubuna gore, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
4.4, Serum ALT, AST, CK, CKMB ve LDH diizeyleri (U/L)

Kontrol grubuna gore STZ grubunda ALT ve AST diizeyleri anlaml sekilde
yikksek bulunmustur (sirasiyla p<0.001 ve p<0.01). STZ grubuna gore ise
STZ+Kaptopril grubunda anlaml artislar gézlenmistir (p<<0.001).

Kontrol grubuna gére STZ grubunda ve STZ grubuna gére STZ+Kaptopril
grubunda CK ve CKMB diizeylerinde anlamli degisiklikler gozlenmedi.

Kontrol grubuna goére STZ grubunun LDH diizeyinde anlamli bir artig
gozlenirken (p<0.05), STZ grubuna gére STZ+Kaptopril grubunun LDH diizeyinde
anlaml1 bir azalma gozlendi (p<0.05). Sonuglar Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Serum ALT; AST; CK; CKMB e LDH diizeyleri (U/L)

KONTROL sTZ? STZ+KAPTOPRIL®
ALT 44.6+2.7 131,513 4%%* 235.0+20.4%%*
AST 73.1£5.5 175.04£23.2%* 334.1427.8%%*
CK 402.9+£26.2 401.6+43.2 306.9+41.1
CKMB 426.1+38.7 477.0+53.7 378.9+46.8
LDH 474.1426.0 563.3+£13.2% 463.4+29.4*

a: Kontrol grubuna gore, b: STZ grubuna gére, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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4.5. Mikroniikleus Oranlari

Kontrol grubuna gore STZ grubunda anlamli bir artis gozlenmistir
(p<0.001). STZ+Kaptopril grubunda, STZ uygulanan gruba gore anlamli bir azalma
gozlendi (p<0.01). Sonuglar Sekil 10°da gosterilmistir.

5

4,5

4 KAk

3,5

3
2,5
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0,5

0_

Kontrol STZ STZ+Kaptopril

Sekil 10. Mikroniikleus oranlari.
a: Kontrol grubuna gore, b: STZ grubuna gore, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

4.5.1. Mikroskobik Inceleme

Preparatlar, 151k mikroskobunda x100’lik objektif ile incelenmistir
(4x100=400 biiyiitme). Bu incelemeler sirasinda her sigan i¢in hazirlanan
preparatlardan 1000 adet sitoplazma boliinmesi engellenmis iki niikleuslu hiicre
incelenmis, bu iki niikleuslu hiicreler igerisinde go6zlenen mikroniikleus sayisi

kaydedilerek (Resim 1-5) toplam mikroniikleus frekansi (%0 MN) saptanmustir.

Resim 1. Kontrol grubu mikroskobik inceleme.
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Resim 2. STZ grubunda mikroniikleus olusumlari.

Resim 3. STZ+Kaptopril grubunda mikroniikleus olusumlari.



Tablo 5. Karaciger, bobrek ve kalp dokularinda TBARS; GSH ve TSH diizeyleri.

Gruplar (n:8)

Parametreler Kontrol STZ® STZ+Kaptopril®
(Ort=SH) (Ort=SH) (Ort=SH)
£ |Karaciger 421.016.9 | 489.1=11.9 * 451.849.9
n =
n: 723
< S. | Bobrek 519.649.9 | 656.2+£39.9 *** |  660.4+26.1
-3
E | Kalp 274.8+18.5 | 271.6£14.9 274.8+4.7
£ | Karaciger 5.7+0.2 3.540.4 *H* 4.240.2
=
I &
% % | Bobrek 3.7+0.337 3.8+0.467 3.9+0.141
3
E |Kalp 2.00.1 2.3+0,253 2.5:0.1
£ | Karaciger 14.3+0.4 12.940.9 15.4+0.5 *
=
é Z. | Bobrek 11440368 | 10.5+1.025 11.4+0.298
3
E |Kalp 6.9:0.2 6.5:0.5 8.2+0.3 **
ALT 44.6+2.7 | 131.5£13.4%%% | 235.04£20.4%%+
AST 73.145.5 175.0423.2%% | 3341427 8%%
£
|
S S |ck 402.94262 | 401.6+43.2 306.9+41.1
(p)
CKMB 42614387 | 477.0453.7 378.9+46.8
L DH 47414260 | 5633£132% | 463.4229.4%
MN
%0 0.65+0.183 | 3.50+1.89%** | 2.62+0.183**

a: Kontrol grubuna gore, b: STZ grubuna gore, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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5. TARTISMA

Diyabet insiilin salgilanma yetersizligi ve hedef dokularda insiilinin
metabolik etkisine karsi gelisen direng hali ile kendini gosteren, genetik kokenli
siiregen bir metabolizma hastaligidir (106). Hastalik ¢cagimizin en ¢ok karsilasilan,
morbidite ve mortalitesi en yiiksek olan hastaliklardan birisidir. Diinya niifusunun
yaklasik % 2,5-3’tiniin diyabetli oldugu bildirilmistir. Baz1 iilkelerde oran % 7’yi
dahi gecebilmektedir (107). Hastalikta glikoz kullanimi bozulur. Bu durum, basta
kan damarlar1 ve sinirler olmak iizere gogu viicut sistemlerini ciddi bigimde hasara
ugratan kan seker diizeyinin artmasina neden olur (106-108).

Diyabetin tedavisine yonelik yapilan arastirmalarin diger bir kismi da
hastalikta  bozulan oksidan/antioksidan  dengenin  diizeltilmesine  yonelik
caligmalardir. Bu ¢alismalar ya antioksidan savunma sistemini gii¢lendirmeye ya da
oksidatif strese bagli hasari azaltmaya yoneliktir (109). Diyabette, serbest
radikallerin fazlaca yiikselisi ve buna bagli olarak antioksidan savunma sisteminin
zayiflamasi, yalnizca hiicresel organellerin ve enzimlerin hasarina degil, lipit
peroksidasyonunun artmasma ve insillin  reseptorlerinin  insiiline  karsi
duyarhiliklarinin  azalmasina neden olmaktadir (110). Serbest radikaller son
yoriingelerinde paylasilmamis elektron igeren molekiill ya da atomlardir.
Elektronlarin bu dizilimi kararsiz oldugundan radikaller hizli bir sekilde diger
molekiillerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararli bir konfigiirasyon
olusturmaya ¢aligirlar (111).

Beta-hiicrelerinin serbest radikallere kars1 duyarli olmalarinin nedeni; SOD,
GSH-Px ve Katalaz gibi Onemli antioksidan enzimler bakimindan yetersiz
olmalaridir. Serbest radikaller nedeniyle artan lipit peroksidasyonu Langerhans ada
hiicrelerindeki glikozun oksidasyonunu artirir, insiilin salinimimi baskilar (112).

Son ¢aligmalardaki bulgular diyabetle beraber artan serbest radikal {iretiminin
antioksidan savunma sistemini baskilayarak, enzim sistemlerinde degisikliklere
neden oldugunu, buna bagli olarak da endotelyal ve vaskiiler islev bozukluguna

neden oldugunu agik¢a gostermektedir (112, 113).
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Calismamizda, diyabet olusturulmus siganlarin karaciger ve bobreklerinde
lipit peroksidasyonun arttigi (sirasiyla p<0.05 ve p<0.001), karacigerde GSH
diizeyinin anlamli bir sekilde tiiketildigi (p<0.001) gézlenmistir.

Chen ve arkadaslarinin yaptigi calismada, si¢anlara intravendz yoldan
oksidan protein tiriinleri verilmis ve sonucunda serum MDA ve nitrit/nitrat degerleri
artmig, SOD ve GSH-Px aktiviteleri diismiistiir. Bu duruma karsin kaptoprille uzun
siireli tedavide endotel bagimli gevsemenin baskilanmasi dikkat ¢ekecek sekilde
hafiflemistir (9). Bu durum kaptoprilin, kan basincimi diizenlerken ayni zamanda
oksidatif stresi de onleyebilecegini diisiindiirmektedir. Fiordaliso ve arkadaslarinin
yaptigi calismada, STZ ile diyabet olusturulmus siganlarin kalp ve aortlarinda, bir
antioksidan olan N-asetil-L-sisteinin oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir (10).
Diyabet hastalarinda yapilan calismada ADE inhibitorleri endotelyal islev
bozukluklar1 iyilestirmis, oksidatif stresi azaltmig ve NO seviyesini artirirken ayni
zamanda instilin duyarliligini da artirmistir (11). Sigan bdbreginde yapilan bir
caligmada, STZ ile diyabet olusturulmus siganlara 8 hafta boyunca ADEI iki farkli
ilag igme suyu i¢inde verilmis. Bu siire sonunda mikroalbuminuri azalmis ve olusan
nefropati hafifletilmistir (78).

Diyabette kan basinci kontrolii ile ilgili caligmalarda, tip 11 diyabetin
komplikasyonlarinin 6nlenmesi ve ilerlemelerinin yavaslatilmasi hususunda ilk
basamak antihipertansif ila¢ olarak uzun etkili bir kalsiyum kanal blokorii
(nisoldipin) ile bir ADE inhibitoriinii (enalapril) karsilagtirmistir. 470 hipertansif
hasta arasinda miyokard infarktiisii goriilme siklig1 nisoldipin ile tedavi edilen grupta
enalapril ile tedavi edilenlerdekinden anlamli olarak yiiksek bulunmustur (87, 92).

Bizim calismamizda, kaptopril uygulamasinin diyabetli siganlarda artan LDH
diizeyini anlamli sekilde azalttigi bulunmustur (p<0.05). Bu sonug, kaptopril
uygulamasinin  kardiyoprotektif —etkisi oldugunu gostermektedir. Kaptopril
uygulamasinin kalp dokusunda TSH diizeyini anlamli sekilde artirmasi, kaptoprilin
antioksidan bir etkiye sahip oldugunu da diistindiirmektedir. Ancak, karacigerde ALT
ve AST enzimlerinde anlamli bir artisa neden olmasi kardiyoprotektif amaclh
kullanim1 kisitlayict bir faktor olarak diisliniilmelidir. Diger taraftan, kaptoprilin
bliylik oranda karacigerde metabolize oldugu ve 8 hafta boyunca alindig

diistiniilirse karacigerdeki oksidatif stres diizeyinde artma ve GSH tiiketimine neden
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olabilecegi ve buna bagli olarak transaminaz diizeylerinde de bir artis
gozlenebilecegi goz Oniinde tutulmalidir.

ADEI ilaglarin diyabetik nefropatiden koruyucu etkileriyle ilgili caligmalarin
aksine bizim c¢alismamizda kaptopril uygulamasinin  bobreklerde lipit
peroksidasyonda artisa neden oldugu ve diyabette artmis olan oksidatif stresi
uyguladigimiz doz ve siirede 6nleyemedigi gézlenmistir. Bu durumda, histopatolojik
degerlendirme yapilmadan bdbrek hasarinin gelistigini sdylemek cok dogru
olmayacaktir. Ciinkii, bobreklerde proteine bagli olan ve proteine bagli olmayan tiyol
gruplarinin diizeyinde herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Lipit peroksidasyon
diizeyindeki artis tek basina nefropati gelistigine dair bir veri olamayacagi igin,
daha uzun siireli bir uygulama sonunda daha ileri diizeyde arastirmalarla nefropatinin
degerlendirilmesi anlamli olacaktir. Kaptopril uygulamasinin, doku lipit
peroksidasyon ve glutatyon diizeylerinde anlamli bir degisiklie neden olmasa da
TSH diizeylerinde artis yapmasi tiyol grubu tasiyan metiyonin, sistein gibi diger
biyomolekiillerin sentezine katkida bulundugu sdylenebilir. Calismamizin sonuglari,
diyabette organ hasarmin gelisebildigi, ozellikle karaciger ve bobrek dokusunda
serbest radikal olusumun arttigi, kalpte ise LDH diizeyindeki artisin tek bagina
yapisal toksik etki gostergesi olarak yeterli olmadigini soyleyebiliriz.

Diyabete bagli olarak gelisen komplikasyonlarin temelinde, hastalik
stirecinde fazla miktarda serbest radikal olusmasi ve buna baglh olarak
biyomolekiillerde oksidatif hasar gelismesi olduguna dair bir¢cok ¢alisma mevcuttur.
Serbest radikal hasarinin ileri diizeylerde genetik materyalde de hasar yaparak, daha
sonra karsinojenez ve teratojeneze neden olan DNA zincirlerinde kiriklar ile
mikroniikleus olusumuna neden oldugu bildirilmistir (110-113).

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir. MN sayisindaki artis, ¢esitli maddelerin hiicrelerde
olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (3, 17). Calismamizda, diyabetli siganlarda MN olusum
sikliginin istatistiksel agidan anlamli derecede (p<0.001) artmasi, STZ uygulamasi
sonucunda gelisen hiperglisemiye bagli oksidatif stresin komplikasyonlarin gelismesi

icin alt yap1 olusturdugunu disiindiirmektedir. Ancak, kaptoprilin MN olusum siklig1
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lizerinde anlamli bir azalma (p<0.01) yapmasi, kaptoprilin antioksidan 6zelliginin
disinda kan basincini ayarlayarak oksidatif stresin hasarindan koruyabildigi
sOylenebilir.

Sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayl bir gostergesi olarak
degerlendirilen MN testi, organizmay: etkileyen c¢esitli fiziksel ve kimyasal
maddelerin sitogenetik etkilerini belirlemek icin yapilabilecek biiyiik ¢apli tarama
calismalarinda giivenle kullanilabilmektedir. Sonuglarimiz, kaptoprilin kan basincini
diizenleyerek, diyabete bagli olarak sikligi artan MN olusumunu azaltabilecegini

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin ~ sonuglari, diyabetin  uzun siirede ortaya ¢ikan
komplikasyonlarinin oldugunu desteklemektedir. Uygulama siiresince karaciger,
bobrek ve kalp dokularinin degisik derecelerde etkilendigini soyleyebiliriz. Bir
ADEI ilag olan kaptopril uygulamasimin, TSH gruplarinin artisina katki saglamakla
birlikte antioksidan etkisi literatiirlerde belirtildigi diizeyde anlamli bulunmamastir.
Buna gore;

1- Diyabette Kkaraciger, bobrek ve kalp dokularinin degisik derecelerde
etkilendigi, ancak en c¢ok etkilenen organin karaciger oldugu
degerlendirilmistir.

2- LDH diizeyindeki artis, biyokimyasal olarak kalp dokusundaki bir hasari
gostermekle birlikte oksidatif strese bagli yapisal hasarin gelistigini
destekleyen bir baska bulgu bulunamamustir.

3- Kaptopril uygulamasinin karaciger dokusunda TSH diizeylerini anlamli
sekilde artirmasi ilacin GSH’m yan1 sira metiyonin, sistein gibi tiyol grubu
tasiyan molekiillerin sentezine de katkida bulundugunu diistindiirmektedir.
ALT ve AST diizeyindeki artiglarin ilag birakildiginda diizelecegi
kanaatindeyiz.

4- MN olusum sikligindaki artisin STZ uygulamasi sonucunda beta hiicrelerinin
hizla yikilmasindan ve daha sonra gelisen hiperglisemiye bagl bir sitotoksik
etki sonucunda olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bulgularimiza gére, MN olusum
sikligindaki artigta oksidatif stres disinda baska parametrelerin de (6r. renin-
anjiyotensin-aldosteron vb) etkili olabilecegi kanaati olugsmustur. Kaptoprilin
MN olusum sikligini anlamli derecede azaltmasi, bununla birlikte dokularda
artmis olan lipit peroksidasyon tizerine etkisinin olmamasi kaptoprilin bagka
mekanizmalar tizerinden gii¢lii bir sekilde diyabete bagli komplikasyonlari
onledigini diisiindiirmiistiir.

5- Literatiir bilgilerine gore o6zellikle kaptopril uygulamasinin diyabetik
nefropatide, kardiyopati gibi durumlarda koruyucu etkisinin oldugu konusu

ileri caligmalarla yeniden degerlendirilmelidir.
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