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1. GIRIiS VE AMAC :

Kalsiyum ve kalsiyum hareketinin, normal insulin salgilanmasinda temel rol oynadigi
bilinmektedir (13,27). Bir¢ok aragtinc kalsiyumun, hiicre igine alinmasindaki artmanin
ve hiicre digina aitlimindaki azalmanin pankreas adaciklarindan insulin salinmasina neden
olan glukoz derisimi ile baglantilh olduunu tanimlamiglardir (36, 41). Insulin
salgilanmasim degistiren ajanlar kalsiyum alinmasinda degisikliklere neden olmaktadir (7,
45, 101).

Adacik hiicrelerinde kalsiyumun subselliiler derisiminde rol oynayan sistemlerden en
onemlisi kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz (Ca** ATPaz) enzimidir (45, 101). Bu enzim
birgok hiicre tipinde yaygin olarak bulunmaktadir. Yapilan birgok ¢aligmada kalsiyum
adenozin 5’-trifosfataz enziminin kas hiicrelerinin sarkoplazmasinda (96) kirmizi kan
hiicrelerinde (94), plateletlerde (88), bobrek tiibiiler hiicrelerinde (89) bulundugu
gosterilmistir. Yiiksek oranda aktivitenin sarkoplazmik retikulumda oldugu (45), en diisiik
aktivitenin ise eritrosit plazma zarinda (94) oldugu goézlenmistir. Bu enzimin pankreas
adacik hiicrelerinde varlif: ilk olarak Levin ve ark.(53) ve daha sonra Formby ve ark. .
(30) tarafindan gosterilmistir. .

Sussman ve ark. (101) pankreas adacik hiicrelerinde in vivo ve in vitro kosullarda
yapmus olduklan galigmalarda artmig glisemi ile birlikte, azalmig kalsiyum adenozin 5°-
trifosfataz enzim aktivitesi rapor etmiglerdir. Niggli ve ark.(70) fosfatidil serin,
kardiyolipin, fosfatidil kolin, sfingomiyelin ve fosfatidil etonolamin gibi nétral
fosfolipidlerin enzim aktivitesini degistirmedigini rapor etmislerdir. Rossi ve ark.(90),
asidik fosfolipidlerin kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzimine etkisi iizerine yaptiklar1 bir
calismada bu fosfolipidlerin enzim aktivitesini artirdifim géstermiglerdir.

Mourel ve Franco(67) karbontetrakloriir (CCl,) verilerek siroz yapilan siganlarda lipid
peroksidasyonuna baghi olarak kolesterol/fosfolipid oranlarinin degistigini ve kalsiyum
adenozin 5’-trifosfataz enzim aktivitesinin azaldigim bildirmiglerdir.

Levin ve ark.(53) kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzim aktivitesini erkek Spraque

Dawley siganlarin adacik hiicrelerinin homojenatlarinda 6l¢gmiigler bunu renal medulladan

1



izole ettikleri kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzimi ile kargilagirmiglar ve glukoz ile
16sin’in belirgin bir sekilde enzim aktivitesini inhibe ettifini gostermiglerdir. Yine bu
arastinicilar glukozun yaninda gesitli fosforile heksozlann (glukoz-6-fosfat, glukoz-1-fosfat,
fruktoz-6-fosfat, fruktoz-2,6 disfosfat) kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzim aktivitesini
azalthigim rapor etmislerdir (53). Formby ve ark. (30) glikozid, tolbutamid gibi insulini
serbest hale geciren ajanlar ile glukagon ve teofilin’in enzim aktivitesini belirgin bir
sekilde azalttifim, somatostatin, deksametazon gibi insiilin salintmini bloke eden ajanlar
ve verapamilin pankreas adacik hiicrelerinde kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzim
aktivitesini belirgin bir sekilde artirdifini, adrenalin’in ise enzim aktivitesine bir etkisi
olmadigim agiklamiglardir.

Yukarida bahsedilen bilgilerin 15181 altinda ¢aligmamizda streptozotozin(STZ) ile
deneysel diyabet olusturularak sicanlarin pankreas adacik hiicrelerine ait mikrozom
fraksiyonlarinda kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzim diizeylerinin aragtirilmasi,
caligmay: tamamlayici olarakta lipid peroksidasyon iiriinii olan malondialdehittMDA) ve
alfa tokoferol diizeylerinin incelenmesi amaglanmigtir.

SBE ~ 54 ~E-24 nolu bu tez projesi C.U.Rektorlugu Arastirma Fonu tarafindan

desteklenmistir.



2. GENEL BILGILER :
2.1. Kalsiyum Adenozin 5’-Trifosfataz Enzimi ve Etki Mekanizmasi:

Kalsiyum adenosin 5’-trifosfataz (Ca** ATPaz) enziminin kalsiyum iyonu tasiyicisi
oldugu 1973 yihinda Slulakhe ve Drummond tarafindan kas sarkoplazmik retikulumunda
(96), 1966 yiinda Schatzman tarafindan eritrosit zarlarinda (94), 1976 yilinda ise Formby
ve ark. (30) tarafindan pankreas adacik hiicrelerinde gosterilmistir.

Kalsiyum iyonu kas kasilmasinin diizenlenmesinde biiyiik dneme sahiptir. Kas hiicreleri
basta olmak iizere tiim Okaryotik hiicreler plazma zarinda kalsiyum tagiyic1 proteinler
icerirler. En 6nemli tagiyic1 iskelet kaslarinin sarkoplazmik retikulumundaki kalsiyum
adenozin 5’-trifosfataz ’dir.

Kalsiyum iyonu hiicre iginde gesitli uyanlarin iletilmesinde gorev alan 6nemli bir
mesaj tastyicisidir. Reseptorleri hiicre zarinda bulunan bazi hormonlann uyarilarmimn
iletilmesinde hiicre i¢i kalsiyum iyonlan ikinci haberci (mesaj tagiyici) olarak, gérev goriir.
Hayvansal organizmalarin hiicrelerinde kalsiyum, bagh olarak veya serbest olarak
sitoplazmada bulunur. Bu hiicrelerde hiicre igi serbest (sitoplazmik) kalsiyum derigimi (0.1
M), hiicre dig1 kalsiyum derisiminden (1 mM) ¢ok diisiiktiir. Bu durum uyarilmamas,
hormonal bir mesaj almamis hiicreler igin s6z konusudur. Sitoplazmadaki serbest kalsiyum .
diizeyi, hormonal bir uyariya bagh olarak hiicre zannda veya hiicre icinde bulunan
endoplazmik retikulum ve mitokondri zarlarindaki kalsiyum kanallarinin gegici olarak
acilmasi ile aniden 1 uM ’a yiikselir. Sitozolde artmig kalsiyum diizeyi ise hiicre igi gesitli
enzimlerin aktive olmasina, kas hiicrelerinde kasilmaya neden olur. Ancak gorevi bittidi
anda kalsiyum iyonlarinin yeniden 0.1 M seviyesine diisiiriilmesi gerekir, aksi halde uyarn
siireklidir ve kalsiyum iyonlan hiicre iginde bol bulunan fosfatlarla kalsiyum fosfat
olugturarak ¢okelir. Fazla kalsiyum’un hiicre digina atilmasi, hiicre igi kalsiyum derigiminin
ayarlanmasi gorevi hiicre zannda bulunan kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enziminin
gorevidir. Kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzimi adenozin-5’-trifosfat’s (ATP) hidroliz
ederek hidroliz sonucu agiga cikan enerjiyi sitoplazmadaki serbest kalsiyum iyonlarinin
hiicre digina taginmasinda kullanir, bir baska deyisle aktif tagitma yapar. Endoplazmik
retikulum ve mitokondri zarlarinda da kalsiyum adenozin 5°-trifosfataz enziminin varlig

bilinmektedir (13, 29).



Kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enziminin etki mekanizmas: ¢ok genel olarak (Sekil
1) ’deki gibi oOzetlenmektedir. Enzimde bulunan 6zel bir aspartik asit artifimin ATP
tarafindan gegici olarak fosforillendigi, fosforillenme olayinin ancak kalsiyum varli§inda
gerceklestidi, ikinci basamakta ise magnezyum varliginda enzimin defosforile olarak her
ATP molekiilii icin iki kalsiyum tagidig1 bilinmektedir. Fosforilasyon ve defosforilasyon

olaylan sirasinda enzimin yapisal konformasyonu degismektedir (Sekil 1).

Sitoplazma

ATP 2Cau ™ ZCé‘
1. 2. 3.
—— Sy ————

SR lumen
2
A
BH Mg [
P
P == PNl = P =
2ca

Sekil 1 : Hiicre zarinda kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enziminin

konformasyon degisiminin dongiisii [Stryger L. gére (100)].

Enzimatik olay (dongii) E, konformasyonunda olan enzimin sitoplazmaya bakan
yiiziinde bir oyuk seklindeki kalsiyum baglama bolgesine iki adet kalsiyum iyonunun
baglanmasiyla baglar. Kalsiyum baglayan enzim (E1 seklindeki enzim) ATP ’yi de ATP
baglama bolgesine baglar, ve ATP ’nin hidrolizi ile birlikte enzim fosforillenir.
Fosforilasyon 61ay1 enzimde konformasyon degisikligine neden olur ve enzimin fosforile
sekli E2 seklini alir. E2 seklinde enzimin kalsiyum bagladig bolge hiicre digina dogru
yonlenmistir ve enzimin fosforile (E2-P) seklinin kalsiyum iyonlanna ilgisi zayiftir, bu
nedenle kalsiyum iyonlan serbest birakilir. Daha sonra E2-P hidroliz edilerek enzim
tekrar E2 sekline déner, ancak enzimin bu yapisi kararli olmadig: igin tekrar El sekline

déner ve enzim diger bir dongi igin hazirdir(100).
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2.1.1. Kalsiyum Adenozin 5’-Trifosfataz Enziminin Diizenleyicileri:

Ik kez 1973 yilinda Bond ve Clough tarafindan insan eritrositlerinde kalsiyum
adenozin 5’-trifosfataz’y aktive eden bir aktivator proteinin varli§ gosterilmistir(12). Bu
aktivatér proteinin varligi Luthra ve ark. tarafindan dogrulanmigtir(57). Daha sonra bu
aktivatdr proteinin varligi Gopinath ve Vincenzi (35) tarafindan da gosterilmistir. Bu
proteine modulatér, kalsiyum bagimli modiilator gibi isimler verilmistir. Ancak 1978
yihindan beri Cheung ve ark.(19)’'min Onerdigi isimle, kalmodulin (KaM) olarak
bilinmektedir. Yukarida bahsedilen aragtirmalarda kalmodiilinin kalsiyum adenozin 5°-
trifosfataz enzimini aktive etti§i bildirilmekle beraber eiki mekanizmasi tam olarak agiklia
kavusturulamamigtir. Kalmodulinin molekiil agirliginin 17 kd. oldugu, biitlin dkaryatik
hiicrelerde bulundugu ve kalsiyuma ilgileri farkli olan dort tane kalsiyum baglama
bolgesine sahip oldugu bildirilmektedir. Yine bu galigmalarla kalsiyuma ilgisi en diisiik
bolge olan birinci bolgeye kalsiyum baglanmas: ile ikinci bélgenin aktive olarak kalsiyum
baglanma yeteneginin arttifi gosterilmigtir. Boylelikle bir onceki bélgeye kalsiyum
baglanmas1 sonraki bolgeleri aktive ederek (3. ve 4. bolgelerde) kalsiyum baglanmasinit
artirmaktadir (19, 35, 57).

Kalmodulin diizeyindeki arti§, plazma zarindaki kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz
enziminin maksimum hizim artinir(28).

Kalmodulin varhifinda asidik fosfolipidler veya poli doymamis yag asitleri kalsiyum
pompasinin aktivitesini uyanr. Bu etki fizyolojik olarak 6nemli olabilir ve fosfatidil serin -
yaklagik % 50 oraminda aktivasyonu artinr. Diger taraftan fosfatidil inositol ve onun
fosforile olmug pargaciklari Ca ATPaz ’in kuvvetli aktivatorleridir (17, 28).

Kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enzimi tripsin ve kimotripsinin proteolizi ile aktive
edilir(17).

Son olarak kalsiyum pompasi protein kinazlar tarafindan diizenlenir. Siklik adenozin
mono fosfat (CAMP) bagimli protein kinazlarin katalitik etkiye sahip alt birimlerinin
aktivitesi kalsiyum pompasimin kalsiyum igin ilgisini ve maksimum hizin1 artirmaktadir
(102).

Ayrica salisilik asit, benzoik asit gibi diger polianyonik bilesikler, etilen glikol tetra
asetik asit(EGTA) gibi kalsiyum selatorlerinin kalsiyum icin goriiniir ilgiyi artirdig1 rapor
edilmigtir (24).

2.1.2. Kalsiyum Adenozin 5’-Trifosfataz Enziminin Inhibitérleri:

Kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enzim aktivitesi inorganik iyonlar, aminoasit

artiklanmin modifikasyonu ve kalmodulin inhibitérleri gibi bilegikler tarafindan inhibe

edilmektedir. Bunlan siras: ile inceleyelim:



2.1.2.1. Inorganik Iyonlar

Pentavalan vanadyum (ortovanadat), yiiksek potasyum, magnezyum ve diigiik
kalsiyum derigimleri kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz aktivitesini ve kalsiyum transportunu
inhibe eder. Ortovanadat aym zamanda sarkoplazmik retikulumda kalsiyum adenozin 5°-
trifosfatazi, plazma zarindaki kalsiyum adenozin 5°-trifosfatazdan daha diisiik ilgi ile inhibe
eder (8, 91).

2.1.2.2. Aminoasit Artiklarimin Modifikasyonu :

N-Ethylmaleimid(NEM) geri doniigiimsiiz bir sekilde Ca** ATP’ az enzimini inhibe
eder ve enzimin amino ve silfidril(-SH) gruplarim modifiye eder. Ayni  zamanda
sarkoplazmik retikulumda hem kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz hem de sodyum potasyum
adenozin-5’-trifosfataz(Na*-K* ATPaz) enzimini inihibe edebilecegi bildirilmistir (87).

Methyl acetimidat : kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enziminin lizin artiklanim
modifiye eder ve kismen aktivitesini inhibe eder. Fluorescin, kalsiyum adenozin 5’-
trifosfataz’in katyon transportunu inhibe eder ve ATP bolgesindeki lizin artiklarim
modifiye eder. Benzer inhibisyon lizin artiklarinin asetilasyonundan sonra da gozlenir(26).

Phenylglyoxal, arginin artiklarim1 modifiye eder ve kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz:
diiz kastaki etkisini ortadan kaldirmigtir. Bu inhibisyon fosfalipidler tarafindan Onlenir
(64).

Carbodiimid, karboksilik asit artiklarin1 modifiye ederek kalsiyum adenozin §°-
trifosfataz aktivitesinin inhibe olmasina neden olur (76).

Oleik asit gibi doymamug yag asitleri eritrositlerde enzimin kalsiyuma karsi olan
ilgisini arttirir. Yiiksek derigimlerd'e ise kalmodulin bagimli aktiviteyi inhibe eder (91).

2.1.2.3. Kalmodulin Antagonistleri :

Tlaglarin biiyiik bir kismm kalmodulin bagimh aktiviteyi inhibe eder. Bunlann biiyiik
bir kismimi antipsikotikler (phenothiazin, butophenone clozapine, sulpinide),
antideprasanlar (amilptyline, desipromeni, imipromimen), kas gevseticiler, lokal
anestezikler (dibucaine, lidocaine, tetracaine), antimitotikler (vinca alkoloidler), endorfinler
(kauwolfia alkoloidleri), antimikotikler (caimidazollum), histamin salicilan gibi katyonik
amphiplisler olusturur (83).



Diger kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz inhibitorleri ise flavanoid quercetin (116),
ruthenium red (112), anyon kanal inhibitorleridir (71).

2.2. Pankreasin Histofizyolojisi :

Pankreas, karin boglugunda yerlesmis, sindirim ile ilgili ve bagirsakla baglantisi olan
bir bezdir. Karnn tiikriik bezi olarak da isimlendirilir. Dig yiiz{i diizensiz bag dokusundan
olusan bir kapsiil ile kaplanmigtir. Bu kapsulden bezin ig¢ine dogru uzanan trabekulalar bez
topluluklarin: lob ve lobguklara aymr. Pankreas parankiminde ekzokrin ve endokrin
salgilama Ozelligi gosteren iki kisstm vardir. Ekzokrin kisim sindirimle ilgili enzimleri,
endokrin kisim insiilin, glukagon, pankreatik polipeptid ve somotostatin iiretir.

Ekzokrin Pankreas, farkli goriinimde kanallar ve basit, dallanmis tubuloalveoler
muk6z bezlerden olusur.

Korpus Glandule (Asinus) : Korpus glanduleyi olusturan hiicreler piramidaldir.
Kromatini g¢eperde yerlesen yuvarlak bir nukleuslar vardir. Sitoplazma igerisinde bol
olarak gorillen graniilli endoplazmik retikulum ve ribozom, niikleus etrafinda
yogunlagmigtir. Iyi gelismemis bir golgi aygiti ve hiicrenin apikalinde yerlesen zimojen
graniiller goriliir. Hiicreler birbirine desmozomlarla baglanmiglardir.

Akitic: kanallar : Duktus inisialisler, az miktarda graniillii endoplazmik retikulum,
golgi aygit1 ve mitokondri tagiyan soluk sitoplazmali ve yuvarlak nukleuslu izoprizmatik
hiicrelerden olugmustur. Organ igerisinde oldukga uzun seyir gésteren bu kanali duktus’
ekstretoryuslar izler.

Duktus ekskretoryuslarin birlesmesiyle olusan ve salgiy1 duodenuma ulastiran biiyiik
ve tek kanal, duktus pankreatikus adimi alir. Bu kanalin duodenuma agilis: tiirler arasinda
farklihiklar gosterir. Bilyiik ruminantlar ve domuzda dogrudan duodenuma agilir, kiigiik
ruminantlarda her iki kanal duodenum cidarini delmeden hemen 6nce birlesmistir.

Sekretin, ¢ok miktarda pankreas sivisinin salgilanmasina sebep olur. Bu stvi yiiksek
sodyum karbonat konsantrasyonuna sahip olup enzimatik aktivitesi azdir. Bu, bagirsak
igeregini alkali ya da ndtral bir ortama kavusturur. Bu ortamda da pankreas enzimleri
gorevlerini yaparlar. Ekzokrin pankreasin salgis1 yaglann, proteinlerin ve karbonhidratlarin
parcalanmasi igin gerekli enzimleri tagidig igin kanin tikiirigi adin1 da alir.

Pankreasin endokrin boliimii, ekzokrin, ve asinuslar arasi bosluklarda kordon tarzinda
dizilmig farkl tiplerde (A, B, C, D, F) hiicrelerin olusturdugu adaciklardir. Alfa hiicreleri
(A hiicreleri) asidofilik 6zelliktedir. Adacigin tiim hiicrelerinin % 25 ’i alfa hiicreleridir
ve Gomori metoduyla pembeye boyanan granilleri tagir. Elektron mikroskobunda bu



graniiller agik bir halka ile kusatilmis koyu elektron opak 6zler olarak goriiliir. Nukleuslar:
derin gentikli ya da lobludur. Beta hiicreleri (B hiicreleri), alfa hiicrelerinden daha kiigiik
olup, boyay:r ¢ok iyi almazlar ve tapidiklan graniiller alkolde erir. Gomori metoduyla
maviye boyanirlar. Nukleuslan yuvarlak ve tek lobludur. Adacik hiicrelerinin % 75 ’ini
olusturan bu hiicrelerin salg graniilleri igerisinde elektron mikroskobik gézlemde kristaloid
yapilar (kristaloid insiilin) gériiliir. Delta hiicreleri, (D hiicreleri), evcil memelilerde gok
az goriliir. Baghca yiiksek primatlarda vardir. Giimiigleme ve anilin mavisi ile ayirt
edilirler. C hiicreleri, graniilsiiz, parlak hiicrelerdir. Kobaylarda goriiliirler. F hiicreleri
ise, kdpek pankreasimin gengelimsi gikintisinda bulunur. Sitoplazmasinda salg graniilleri
tasir, nukleusu lobludur.

2.3. Beta Hiicreleri Tarafindan Kalsiyum Tutulumu :

Kalsiyum genelde hiicre aktivasyonunda 6zellikle beta hiicrelerindeki uyan salimim
ciftinde 6nemli bir rol oynar(13, 23, 37, 60).

Kalsiyum dogrudan elektrokimyasal gradyan yardim ve diffiizyon yolu ile hiicre igine
girer. Dinlenme halinde ¢ok yiiksek olan bu iyonik gradyann siirdiiriilmesi plazma
zanindaki kalsiyum gegiren mekanizmalara ve intraselliler organeller yolu ile kalsiyumun

alinmasina dayanir (Sekil 2).

PLAZMA ZARI
. ™

Mitokondri § /Caﬂ‘———Elektrokimyasal gradient
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retikulum Na'/Ca"* dedisimi
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.

Sekil 2 : Sitozoliik kalsiyum derigimini diizenleyen mekanizmalar [Gongliardino,Pablo ve
Rossit’e gore(31)]



Dinlenme haiindcki Okaryatik hiicrelerde sitosoldeki kalsiyum derigimi 107 M olarak
belirtilmistir. Eger hiicre digindaki kalsiyum derisimi 10° M ise hiicre kalsiyumun hiicre
icine ahmimina kapahdir. Bununla beraber kalsiyumun hiicre i¢ine alinimi plazma zarinda
lokalize 6zel kanallarla kontrol edilir. Kaléiyumun iceri alinig mekanizmasi Sekil (3) de
gosterilmigtir. Plazma zar pompas: kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz tarafindan kontrol
edilir ve ilk olarak eritrositlerde Schatzmann tarafindan gosterilmistir (94).

Sitozoliik kalsiyum derisiminin diizenlenmesinde kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz iki
kat daha fazla rol oynar. Hiicrelerin sitozoliik kalsiyum derigimi 107 M ’dir. Bununla
beraber katyonun ekstraselliiler derisimi 10.000 kez daha biiyiiktiir. Genis kalsiyum
gradyanim diizenli bir sekilde tutan bir ka¢ taginim mekanizmas: vardir. Sitozoliik
kalsiyum aym zamanda intraselliiler haberci olarak rol oynar. Sitozoliik kalsiyum

derisimindeki artma insiilin saliniminda azalmaya neden olur(14) (Sekil 3).

iINSULIN SEKRESYONUNU UYARAN AJANLAR

ic DIS
Ca'ATPaz
ATPduvyarh
K* kanali
Instilin sekresyonunu
%) (4] azaltan ajanlar
Depolarizasyon SiTOZOLIK
/' KALSIYUM — @
e
Diger C4*atiim
mekanizmalart
Voltaj bagimli ‘
Ca't kanali

Sekil 3 : Insulin sahnimi ve sitozoliik kalsiyum derisiminin diizenlenmesinde
kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enziminin rolii.

[Gangliardiro, Pablo ve Rossit’e gore(31)].
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Sitozoliik kalsiyum derisiminin diizenlenmesinde hem endoplazmik retikulum hem
de plazma zarindaki kalsiyum pompalan gorev alir. Her iki pompa da gesitli fonksiyonlara
sahip P-tipi pompa olup yapilan farkhdir (18).

Na*/Ca** karg1 taginimi her ne kadar direkt olarak enerjiye bagh degilse de sodyum
pompasinin aktivitesi ile siirdiiriilen igerdeki direkt sodyum gradyanimin korunmasina dayah
oldugu belirtilmelidir. Ouabain ile sodyum pompasinin inhibisyonu, intraselliiler sodyum
ve buna bagh olarak kalsiyum ¢ikigin1 azaltir(Sekil 2).

Mitokondri, endoplazmik retikulum ve sekretuar graniiller gibi cesitli selliiler

organeller de sitozoliik kalsiyum hemostazinin regiilasyonunda gorev ahrlar (Sekil 2).
2.4. Deneysel Diyabet :

Deneysel diyabet olusturmak amaci ile kanda glukoz derisiminin siirekli olarak yiiksek
tutulmas: gerekmektedir. Bu da insulini organizmada etkisiz hale getirerek veya insulin
sentezini engelleyerek yapilir. Insulin sentezi iki yolla engellenebilir.

1- Pankreasin insiilin salgilayan adaciklarla birlikte gikarilmasi.

2- Insiilin sentezinin kimyasal maddelerle geri déniisiimlii veya geri doniisiimsiiz
olarak durdurulmasi.

Diyabet meydana getiren maddelere "diyabetojenik ajanlar” ismi verilir. Bu maddeler
iki genel simif iginde toplanabilirler(1).

1- Beta hiicrelerinin hasan ve insulin yetersizligi ile siirekli diyabet meydana getiren
maddeler: Streptozotozin (STZ) ve alloksan.

2- Beta hiicrelerinde geri doniigiimlil hasar ile insiilin seviyesinde gegici bir azalma
meydana getiren maddeler: Benzothio-diazine ve asparaginase.

Hayvanlarda deneysel diyabet olugturmak amaci ile bugiin en ¢ok kullanilan diyabe-
tojenik ajanlar streptozotozin (STZ) ve alloxandir. STZ, alloksan’dan daha az toksiteye
sahip olup beta hiicreleri iizerinde daha segici bir 6zellige sahiptir (46,62,84).

1959 ’da izole edilen streptozotozin agik sar1 renkte, hidrofilik 6zellikte ve pH: 4.5’da
dayanikh kalabilen bir maddedir (Sekil 4). Streptozotozin’in diyabetojenik dozu siganlar
i¢in yaklagik 65 mg/kg ’dir (29, 32).

Onceleri antibiyotik olarak kullamilan streptozotozin bazi dokular iizerine kanserojen

etkisinin oldugu anlagilmasiyla antibiyotik olarak Gnemini yitirmistir. Fakat, pankreas
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Langerhans adaciklarinin beta hiicrelerinde yaptii tahrip anlagihnca bu kez aragtirma
alaninda 6nem kazanmig ve diyabetojenik olarak deneysel diyabet olusturmada
kullanilmaya baglanmigtir (3, 5, 54, 99).

Streptozotozin, uygulanmasindan 24 saat sonra kalic1 bir diyabet olugturmaktadir. Ilk
24 saatlik kan glukoz tablosunda; ilk iki saatin sonunda bir hiperglisemi, 6 ve 12. saatler
arasinda belirgin bir hiperglisemi goriiliir. Bunlar1 18 ve 24. saatler arasinda takib eden

hiperglisemi ve diyabet izler (34, 79).

CH20H
H O\ H
on \J" V" on
H N CH-N—CHs
B
O NO

Sekil 4 : Streptozotozinin yapist (109)
2.5. Diyabette Gozlenen Komplikasyonlarda Oksitatif Stressin Rolii:

Son yillarda bir¢ok hastalikta oldugu gibi diyabetin komplikasyonlarinin patogenezinde
de serbest oksijen radikallerine ilgi artmigtir. Ayrica serbest oksijen radikallerinin nitrik
oksid yitkimim artirdig1 bilinmektedir. Diyabette de serbest radikal baglayic1 sistemlerde
azalma oldugu belirlenmistir. Diyabetik siganlar serbest radikal iireten bir sistemle karg:
karstya geldiklerinde endotelden kaynaklanan gevsemedeki inhibisyon bu grupta
kontrollere oranla daha belirgindir ve bu sicanlarda superoksit ile serbest radikallerin
uzaklagtirilmas: endotelden kaynaklanan vazodilatasyonda artiga neden olmaktadir. Benzer

sekilde yiiksek glukozla olusan endotelden kaynaklanan gevseme bozuklugu, siiperoksit
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dismutaz varlifinda diizelmektedir. Aynica katalaz, allopurinol ve desferoksaminin de
arterlerdeki yiiksek glukozun etkilerini 6nledigi bulunmustur. Siiperoksit anyonu etkisini
hidroksilasyon etkisi iizerinden gostermektedir ve bu da lipid peroksidasyonunun bilinen
bir yoludur. Gergekten de lipidde ¢dziinen antioksidan bir madde olan probukol ile tedavi
edilen tavsanlanin aortlarinda yiiksek glukozun olumsuz etkilerinin olmadif1 saptanmigtir.

Ayrica siiperoksit dismutaz varlifinda yiiksek glukoz etkisiyle ol'U§an endotel kaynakli
prostanoid sentez artiginin baskilanmadi§1 gézlenmistir. Bu bulgunun iki 6nemi vardir.
Birincisi prostanoid iiriinleri, bozulmug gevsemeden sorumlu primer faktor degildir.
Ikincisi prostanoidlerin vazokonstriktor etkinliinde serbest radikallerin rolii vardir.
Ciinkii radikal baglanmasina ek olarak prostanoidlerin sentezi de inhibe edildiginde endotel
yanitinin yiiksek glukozdan daha iyi korundugu gozlenmistir (21, 39, 51, 69, 71, 104,
106).

2.5.1. Diyabette Nitrit Oksid Hemostazinda Degisiklik ve L-Arginin Biyolojisi:

Nitrik oksid (NO) onciisii olan L-argininin insulin ve glukagon sekresyonuna etkisi
vardir. Ayrica nitrik oksid hiicre replikasyonunun kontroliinde rol oynamaktadir. Bu
nedenle nitrik oksid, diyabetteki vaskiiler reaktiviteye etkisi yaninda endotel hiicre
fonksiyonlar1, vaskiiler gegirgenliginde artis, hemostazda degisiklik ve anjiotensin'
doniistiirici enzimin lokal olusumunda degisiklikler gibi diyabetik degisikliklerin
gelismesine katkida bulunabilir. Diyabette goézlenen endotele bagimli gevsemenin
azalmasinda nitrik oksid hemostasindaki bir bozukluk sorumlu tutulabilir. Bozukluk ya
nitrik oksidin yapiminda ya da diiz kasta nitrik oksid etkinliginde azalma seklinde olabilir.
Endotelden kaynaklanan nitrik oksidin salimmi ve diiz kastaki etkisi hem diyabetik
arterlerde hem de yiiksek glukoza maruz birakilan arterlerde asetilkolinle uyanilmig cGMP
diizeyleri olciilerek degerlendirildiinde siklik guanilmonofosfat (cGMP) diizeylerinde
beklenen diisiis saptanmistir. Aynica diyabetik damarlarda sodyum nitropruside verilen
gevsemedeki yanitta da kontrole oranla anlamli bir farkhilik bulunamamigtir. Bu bulgular
daha ¢ok nitrik oksid sentezinde bozuklugun 6n planda oldugunu vurgulamaktadir. Aort
halkalarinda asetilkoline verilen gevseme yanitin’in streptozotozin tedavi sonrasi azaldigi
g6zlenmis ve bu azalmanin nitrik oksid tiretiminde azalmadan kaynaklandig: diisiiniilmiig-

tiir. Ancak endotel hiicre kiiltiirlerine yiiksek derisimde glukoz eklendiginde nitrik oksid
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iiretimi degismemektedir. Sonug olarak diyabetik arterlerdeki gevseme azlig1 nitrik oksid
hemostazindaki bir bozukluktan c¢ok vaskiller kontraktil yamtta gevseme yanitim
baskilayacak sekildeki bir artigtan kaynaklanmaktadir (21, 48, 71) (Sekil 5).

Bir konstitiitif enzim olan nitrik oksit (NO) sentetaz tarafindan L-argininden NO
sentezi hayvan ve insanda vaskiiler endotelyumda kan akimi ve basincinin fizyolojik
regiilasyonunda rol oynayan son zamanlarda kegfedilmis bir vazodilatér mekanizmadir.
Yar1 esansiyel bir amino asit olan L-argininden nitrik oksid sentezlenir. Nitrik oksid
sentetaz- enzim sistemi L-argininin terminal guanido azot atomundan nitrik oksid ve L-
sitrullin sentezini saglar. Makrofajlarda tanimlanan nitrik oksid sentezinin teorik olarak 5
basamakta gergeklestigi kabul edilmekte ve kofaktor olarak indirgenmis nukleotid adenozin
difosfat (NADPH), magnezyum, kalsiyum ve tetrahidrobiopterine gereksinim duydugu
belirtilmektedir. NO -monometil-L-arginin (L-NMMA) gibi arginin analoglan tarafindan
nitrik oksidin enzimatik sentezi inhibe edilebilir. Nitrik oksidin yetersiz yapim,
hipertansiyon, diyabet, atheroskleroz ve vazospazm gibi patolojik durumlarda rol
oynayabilir. Konstitiitif nitrik oksid, sentetaz endotelde beynin baz1 non-adrenerjik ve non-
kolinerjik sinir uclarim igeren dokularinda ve adrenal bezde tanimlanmistir. Bu dokularin
timiinde nitrik oksid, trombosit adezyon ve agregasyonu, ndOrotransmisyon ve
noromodiilasyonun diizenlenmesi gibi farkli biyolojik etkiler gésteren, ¢oziilebilen guanilat
siklaz igin bir transdiiksiyon mekanizmas: olarak etki eder. Siklik guanozin monofosfat‘
(¢cGMP) hormon salimmi kontroliine dahil edilmistir ve endokrin bezlerde siklik
monofosfat diizenlenmesinde nitrik oksidin rolii, benzer sekilde goriiniir. Endotoksin,
lipopolisakkarit ve sitokinleri iceren immiinolojik uyaricilarla uyarilabilen ikinci bir nitrik
oksid sentetaz vardir, indiiksiyonu glukokortikoidler tarafindan engellenmektedir. Bu enzim
orijinal olarak makrofajlarda tanimlanmis olup bu hiicrelerin sitotoksik etkilerine yardimci
olur. Indiiklenebilir nitrik oksid sentetaz retikiiloendotelyal sistemin diger hiicrelerinde de
vaskiiler endotelyum, vaskiiler diiz kas ve kardiyak kas hiicrelerindeki kadar bulunmustur.
Damar yataginda bu enzimin nitrik oksid iiretimi endotoksin sokunun kardiyovaskiiler
disfonksiyonuna yardimci olur. L-NMMA, hayvanlarda ve insanda diigik dozda
kullamldiginda bu vazokonstriktor niteligini hipotansiyon ve hiporeaktiviteye gevirir.
Nitekim, nitrik oksid yalnizca énemli fizyolojik bozukluklan baglatan farkh immonolojik

degisikliklerin son genel yolunu da gosterebilir (43, 75, 77, 82, 85).
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2.5.2. Vazokonstriktor Prostanoidlerde Artis :

Hem diyabetik hayvan arterlerinde hem de yiiksek glukoza maruz birakilan normal
hayvan arterlerinde godzlenen asetilkolin re]aksasyonundaki. azalma siklooksijenaz
inhibitorleriyle diizeltilebilmektedir. Radyoimmiin ydntemle ©6lgiildiigiinde salinan
prostanoidlerin tromboksan A, ve prostaglandin F,, oldugu gézlenmigtir. Bu
prostanoidlerin kaynag endoteldir ve endotel hasarlandiginda uyariyla olusan prostanoid
sahverilmesindeki artig 6nlenmektedir. Prostaglandin H,/Tromboksan A, reseptorleri bloke
edildiginde asetilkolin gevsemelerdeki azalma diizeltilebilmektedir. Yani prostaglandin H,
gibi 6ncii prostanoidler de 6nemlidir (Sekil 5). Aynca 15-hidroksieikozatetraenoat’in
aortadan salinimida yiiksek bulunmustur.

Endotel hiicre kiiltiirlerinde hiicreler 6 saat yiiksek derisiminde glukozla inkiibe
edildiklerinde bradikinin uyans ile saliverilen prostaglandin diizeyinde artig saptanmagtir.
Bu bulgu endojen saliverilmeyi gostermektedir. Ancak A 23187 ile uyarilan endotel
hiicrelerine oncii olarak disanidan arasidonik asit verildiginde prostanoid sentezinde

-anormal artig gbzlenmektedir. Sonug olarak endotel hiicresinde siklooksijenaz enzim
aktivitesi normaldir, ancak endojen arasidonik asid iriinlerinin saliverilmesinde bozukluk
sO0z konusudur (16,104,105,106,115).
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Sekil 5 : Diyabette vazokonstriktor prostanoidlerde artig. AR, aldoz rediiktaz; GSSG,
oksitlenmis glutatyon; GSH, indirgenmis glutatyon; L-Arg, L-Arginin; NO,
Nitrik oksit R, Reseptor; G, G Protein; PLC; Fosfolipaz C; DAG,
Diagilgliserol, PKC, Fosfokinaz C; IP3, inozitoltrifosfat; PL, Fosfolipidler.
PLA,, Fosfolipaz A,; AA, Arasidonik asit; SO, Siklookjinenaz; PEH,,
Prostalandin A,; TxA,, Trombaksan A,.; O,, Siiperoksit anyonu. ‘
[(Cohen R. gore(21)]

2.5.3. Diyabetin Vaskiiler Komplikasyonlar :

Diyabetes mellitus, lipid ve protein metabolizma bozuklugunun eslik ettigi insiilin
eksikligi sendromudur. Olusan metabolizma bozuklugu zamanla vaskiiler, periferik,
somatik ve otonom sinir sisteminde bozukluklara neden olur. Vaskiiler bozukluklari;
siklikla bobrek ve retina basta olmak iizere ¢esitli dokularda kapiller damarlar ve arteioller
gibi kiiciik damarlar diizeyinde, yani mikroanjiopati seklindedir veya atherosklerozun
hizlanmas: sonucu gelisen makroanjiopatiler seklindedir(10,38,95).

Organ diizeyinde gelisen komplikasyonlar ise mikrovaskiiler hastalik sonucu gelisen
nefropati, retinopati, kardiyomegali ve kalp yetmezligi ile makrovaskiiler hastalik sonucu

gelisen koroner kalp hastalifi ve gangrenlerdir. Hastalifin aynica néropati, dermopati,
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ayak ve bacaklarda iilserler, katarakt, kemikte demineralizasyon ve enfeksiyona egilimde
artig gibi bagka kronik komplikasyonlan da vardir.

Birbirinden oldukga farkh bu klinik sendromlarin tiimii vaskiiler limende progressif
bir daralma ve bunu izleyen hedef organ yetersizligi gibi ortak bir fizyopatolojik 6zellik
tagir. Vaskiiler limendeki bu daralma aslinda ii¢ olayin kiimiilatif etkisidir.

Birincisi, karbonhidrat iceren PAS-pozitif plazma proteinlerinin anormal bir sekilde
ekstravazasyonu sonucu kiigiik ve biiyiik damarlarda luminal alanda progressif bir
konstriksiyondur.

Tkinci faktor tiim diyabetik damarlarda ekstraselliiler matriksde artis olmasidir; retinal
kapillerler basta olmak iizere bir cok dokuda bazal membran kalinlagmas: s6z konusudur,
renal glomeriillerde mezengimal matriks geniglemistir, ve kollajenin birikmesiyle
atherosklerotik plaklar daha da geligsmektedir.

Olaya katkida bulunan iigiincii faktor ise endotelyal hiicrelerde, mezensimal hiicrelerde
ve arteriyel diiz kas hiicrelerinde hipertrofi, hiperplazi gelismesidir.

Yapilan aragtirmalarin sonuglarina gore tiim bu patolojik olaylarin gelismesinden
sorumlu temel faktor hiicrelerin uzun siire hiperglisemiye maruz kalmasidir. Hipergelisemi
ya hiicresel metabolizma diizeyinde akut ve geri doniisiimlii degisikliklere, ya da bazi
stabil makromolekiiler diizeyde kiimiilatif ve geri doniisiimsiiz degisikliklere neden olarak
doku hasarn yapar. .

Olusabilen geri donisiimlii anomaliler arasinda poliol metabolizma bozuklugu ve
hiicresel proteinler veya plazma proteinlerinden erken glikozilasyon irinlerinin olugumu
sayilabilir. Bu anomaliler daha ¢ok diyabetin erken donemlerinde gozlenir. Uzamig
hipergilesimi sonucu gelisen kiimiilatif ve geri doniisiimsiiz degisikler ise métriksin bazi
bilesenleri ve niikleik asitler gibi uzun Omiirli molekilleri etkiler ve hastaliin yag
ilerledikce daha g¢ok bu geri doniisiimsiiz degisiklikler 6n plana ¢ikmaya baglar.

Diyabet tedavisinde esas amag hipergiliseminin normale indirilmesidir, ancak bu
sadece karbonhidrat metabolizma bozuklugunu diizeltmektedir. Hipergelisemi zararh bir
bozukluk olmakla birlikte ozellikle erigkin tipte hafif diyabetik hastalarda gliseminin
normal diizeye indirilmesinin mortaliteyi pek diisirmedigi gozlenmistir. Oysa ileri
derecede ve uzun. siireli hiperglisemide kan glukoz diizeylerinin normale indirilmesinin
mikroanjiopati ve noropatiyi geciktirdigi saptanmigtir. Gliseminin normal diizeylerde

tutulmasinin komplikasyonlan 6nleme yoniinden degeri hala tartipglmakla birlikte, kabul

16



edilen ortak goriis diyabetik populasyonda tiim oliimlerin % 75 ’inden makrovaskiiler
degisikliklerin sorumlu tutuldugudur. Bu nedenle mikro ve makrovaskiler bozukluklarin
patolojisini ve bu patolojiler sonucu gelisen fonksiyonel bozukluklarin mekanizmasinm
aragtirmaya yonelik bir cok calismaya literatiirde rastlanmaktadir ve bu caligmalar daha
¢ok diyabetik hastalarda ve deneysel diyabet olusturulmus deney hayvanlarinda
gerceklestirilmektedir (55,64).

2.5.4. Diyabette Vaskiiler Hiicrelerde Morfolojik Degisiklikler:

Endotel hiicreleri normalde bilyiik damarlarin luminal yiizeylerinde tek tabaka
halinde uzanan poligonal hiicrelerdir. Kiigiik damarlarda endotel hiicrelerinin "kaldirim
tas1" manzarasimn yerini tiim kapiller liimeni kaplayacak sekilde sitoplazmalan katlanmig
tek hiicreler almistir. Her iki tipte de hiicreler bazal membrana sikica tutunmugtur ve
olusturduklan yiizey hacim oram yiiksektir. Igerdikleri intraselliiler organeller arasinda
cok sayida serbest ribozomlar, gelismis bir endoplazmik retikulum ve golgi cismi, gesitli
vezikiiller ve genellikle tubulin, vimentin, aktin ve miyozinden olusan degisik tiplerde
flamentler sayilabilir.

Diyabetik mikroanjiopatide endotel hiicrelerindeki degisiklikler baslica ii¢ sekildedir.

1- Aseliiler kapillerler. ’

2- Mikroanevrizmalar.

3- Mezensimal genislemeler.

Aseliiler Kapillerler : Uzun siireli diyabetik hastalarda basta retina olmak iizere iskelet
kas1 ve renal glomeriillerde, aynca deneysel diyabet olugturulan siganlarda beyinde aseliiler
kapillerlerin olustugu gosterilmistir. Ozellikle retinopati olusumunda aseliiler kapillerlerin
rolii biyiiktiir. Ciinkii bu damarlar kanla perfiize olmazlar ve doku iskemisi ile neovaskiiler
proliferasyona neden olurlar.

Mikroanevrizmalar : Diyabetik mikrosirkiilasyonda genellikle damarsal aselliilariteye
endotel hiicrelerinde kiimelesmeler de eglik eder. Olugan bu mikroanevrizmalar kapiller
damar duvarinda kiiciik kesecikler halinde genigsmeler seklindedir ve daha cok retina,
bobrek ve kalpte gézlenmistir.

Mezensimal Geniglemeler : Mezensimal hiicreler ekstrasiiller matriks iginde bazal

membran ve endotel hiicre tabakas: ile temas halinde bulunan perisiter hiicrelerdir. Bu
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hiicrelerdeki patobiyolojik degisiklikler ¢esitli glomeriil hastahiklarinda gozlenmistir.
Diyabette bobrek fonksiyon bozuklugunun temel nedeni ekstraselliller matriksin artmg
olmasidir. Bu hiicreler in vivo replikasyon yetenegine sahiptir ve in vitro olarak gesitli
biiyiime faktorleri, sitokinler, matriks komponentleri ve vazoaktif ajanlara yamit olarak
proliferasyona ugradiklar gosterilmistir. Yukanda belirtilen tiim bu mitojenik maddeler
diyabetik  hastalarda glomeriillar, mezensimal ve endotelyal hiicrelerde
sentezlenebilmektedir ve diyabetik hastalann plazmasinda artmis olarak bulunmugtur.

Bu ii¢ temel patolojik degisiklik yaminda diyabetik mikroanjiopatinin bir diger
kompanenti de "bazal membran kalinlasmasidir". Olusan metabolik degisiklikler sonucu
kollajen gibi bazal membranin bazi komponentlerinin non enzimatik glikozilasyonu sonugta
glikolizasyon son iiriinlerinin birikmesine neden olur. Yeni olusan bu glikozillenmig
molekiiller plazma proteinleri ile ¢apraz baglamir ve biiyiime faktorlerinin asin salimm
sonucu ekstraselliiler matriksde ve hiicrelerde proliferasyon olugur.

Diyabette vaskiiler hiicrelerde ekstraselliler matriksin sentezinde arti olmasi,
hiicrelerin bu farkli ortama adaptasyonuna yol agar. Hemostazdaki bu adaptif degisiklikler;
hiperkoagulabilite, fibrinolizde azalma ve trombosit duyarhilifinda artig seklinde ortaya
¢ikar. Diyabetik mikroanjiopatinin en erken beliren mikrovaskiiler hemodinamik degisikligi
ise kapiller permeabilitede artiy ve sonugta plazma proteinlerinin gegisinde artig
seklindedir. Tiim bu homeostatik ve hemodinamik degisikliklere diyabette vaskﬁler.
endotelden vazoaktif maddelerin salgilanmasindaki bozukluk da eslik eder. Diyabetik
hastalarda ve deneysel diyabet olugturulmug hayvanlarda bagimh relaksasyonun bozuldugu
gosterilmigtir (21, 48, 65, 98, 110).
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3. ARAC, GEREC VE YONTEMLER :
3.1. ARAC VE GERECLER :
3.1.1. Kimyasal Maddeler :

Ayiraglanin hazirlanmasinda kullamlan kimyasal maddeler. Analitik kalitede olup,
BDH, Sigma ve Merck Firmalarindan temin edilmistir.

Aragtirmada kullanilan 6nemli kimyasal maddeler asagida verilmigtir.

Sukroz, Etilendiamintetraasetikasit (EDTA), Tris HCL, Tris baz, Sodyum hidroksit,
Hidroklorik asit, Kalsiyum Xloriir, Magnezyum kloriir, D(+) Glukoz, Adenozin 5’-
Trifosfat (ATP), Kollagenaz (Chlostridium histolyticum), Streptozotozin (STZ), Sodyum
kloriir, Potasyum kloriir, Disodyumhidrojenfosfat, Potasyumdihidrojenfosfat, Magnezyum
siilfat, Askorbik asit, Amonyum molibdat, Siilfirik asit, Sodyum karbonat, Bakir siilfat,
Folin ciocalteu reaktifi, Fosfotungustik asit, Thiobarbutiirik asit, Glasiyel asetik asit,
1,1,3,3 Tetra etoxypropane, o-Tokoferol % 95 Oksijen ve % 5 CO, gaz kangimi

(karbojen gazi), Metanol, Izoproparol.
3.1.2. Aletler :

Sican pankreas adacik hiicrelerinin saflastinlmasinda 15tk mikroskobu (Mikron),
kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enziminin saflagtinlma isleminde ultrasantrifiij (int. IEC.
Santrifuge). homojenatlan hazirlama isleminde ise Heidolph Type 50110 cihaz,
homojenizasyon igleminde klirensi 0.25-0.38 nm olan teflon homojenizator, pH
olciimlerinde Bekman SS.1 pH metre cihazi kullamlmigtir. Spektrofotometrik dlgiimlerde
ise Schmadzu UV-260 ve Teknikon AMES RA-50 cihazlarindan yararlamlmigtir. Ayrica
deneylerimiz sirasinda vortex (Type 37600), metabolik kafes, terazi (Sartorius) santrifiij
(Niive), derin sogutucu (Arcelik) otomatik pipetler (Brand), Hamilton enjektorii (Hamilton
25 ul) gibi cihazlar kullamlmistir. o tokoferol diizeyleri waters 501 HPLC (High
PressureLiquid Chromotography, C-18 protein kolonu ve 280 nm dalga boyunda filtre

kullanarak saptanmigtir.
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3.1.3. Aragtirmada Kullamlan Deney Hayvanlar :

Kontrol ve diyabet grubu siganlarin pankreas adacik hiicrelerinde kalsiyum adenozin
5’-trifosfataz enzim diizeylerini aragtirmak amaci ile agirhiklan 250-350 gram arasinda
degisen Wistar tiirii erkek ve disi sicanlar kullanilmigtir. Normal yasamlarim saglamak
amaci ile sicanlar 12 saat karanlikta 12 saat aydinhkta muhafaza edilmislerdir. Deney
hayvanlan bu aragtirma ile ilgili C.U. DECAM ’dan temin edilmiglerdir. Kontrol ve
diyabet grubu deney hayvanlarina beslenmeleri igin Ankara Devlet Yem Sanayisinden
temin edilen, igerigi asagida belirtilen pellet tipi sigan yemi kullanilmigtir.

Yem Icerigi:

Ham protein ......ccceeeeenvvenneennnennn. (en az) % 24

Ham selliloz ............... e (en ¢ok) % 7

HCI ’de ¢oziilmeyen kil ............... (en ¢ok) % 8
Kalsiyum ....ocoveiniiniinecieioennnnnnns (en az-en ¢ok) % 1-2,8
FOSTOT vviiiiiiiiiiiiiiceiiteiians (en az) % 0,9
Sodyum ...ooiiiiiiiiiiiiiec (en az-en ¢ok) % 0,05-0,7
Sodyum KIoriir ....cocveeeininiinnnennnn.. (en ¢cok) % 1

Lizin c....oooeeeeaen... . . . ST % 1
Metiyonin .......ccovveeieeineiereinennnn. (en az) % 0.6

3.1.4. Ayiraclarin Hazirlanmasi :

a) Deneysel diyabet olusturmada kullanlan ayiraclar :
- 20 mM Sodyum sitrat tamponu (P*: 4.5).
- stok sodyum sitrat tamponu (0.1 M).
0,1 M sitrik asit 25,5 ml.
0,1 M sodyum sitrat 24,5 ml.
kangtinlarak, 100 ml ’ye saf su ile tamamlanmigtir. 20 mM sodyum sitrat tamponu

hazirlamak igin 1 hacim stok ¢o6zelti 4 hacim saf su ile kanstirihr ve pH 4.5 ’a ayarlamr.
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b) Pankreas Langerhans Adacik Hiicrelerinin Saflagtinlmasinda Kullanilan Ayiraglar:
- Hanks Cozeltisi

Potasyum kloriir 400,0 mgr.
Magnezyum sulfat 7 hacim su 200,0 mgr.
Sodyum kloriir 80,0 gr.

Sodyum hidrojen fosfat 2 hacim su 60,0 mgr.
Potasyum hidrojen fosfat 60,0 mgr.

Saf su ile 1 litreye tamamlanmigtir. Karigim kangtinlarak ¢oziilmiistiir ve pH 7,4 ’e
ulagincaya kadar devamh % 5 CO, ve % 95 O,’den olusan gaz akim gegirilmigtir. Daha
sonra dikkatli bir sekilde % 7 ’lik NaHCQO, ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Bu karigima
185,5 mg CaCl, ilave edilerek iglem tamamlanmigtir.

¢) Sigan Pankreas Adacik Hiicrelerinden Homojenat Hazirlanmasinda ve Kalsiyum
Adenozin 5’-trifosfataz Enziminin Saflagtiriimasinda Kullanilan Ayiraglar :
0,3 M Sukroz iceren 5 mM sodyum-fosfat tamponu (PH 6,0)
Sukroz 51,34 gr.
Na,HPO, 0,052 gr.
NaH,PO, 2H,0 0,098 gr.
1 litreye saf su ile tamamlanmgtir.

d) Inorganik Fosfat Olgiimiinde Kullanilan Ayiraglar :

1. % 10 ’luk askorbik asit (+4 °C 'de 1 ay dayamkhdir).
Askorbik asit 100 gr.
Saf su ile 1 litreye tamamlanmigtir.

2. Molibdik Asit Cozeltisi.

Amonyum molibdat 2,1 gr.
Sulfirik asit (konsantre) 14,3 mL.
Saf su ile 500 mL ’ye tamamlanmistir.
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3. Askorbik Asit-Molibdat Ayiraci.
Askorbik asit 1 mL.
Molibdik asit 6 mL (kangim +4 °C ’de 1 giin dayanikli)

4. Standart Inorganik Fosfat Cozeltisi.
0,2 mM potasyum dihidrojen fosfat stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Bu stok
standartin i¢ine % 0,1 ’lik kloroform katildiktan sonra 0,1, 0,05 ve 0,02 mM
olacak sekilde ¢aligma standartt hazirlanarak egri ¢iziminde kullanilmigtir.

e) Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz Enziminin Tayininde Kullanilan Inkubasyon
Ortaminin Hazirlanmasinda Kullanmlan Ayiraclar :

1. 0,75 mM Kalsiyum Kloriir Cozeltisi.
Kalsiyum kloriir 0,0275 gr.
250 mL saf suda ¢oziilmiistiir.

2. 30 mM Magnezyum Kloriir Cozeltisi.
Magnezyum klortir 1,52 gr.
250 mL saf suda ¢Oziilmiistiir.

3. 2,5 mM Etilendiamintetraasetikasit.
EDTA Na, 0,2326 gr.
250 mL saf suda ¢Oziilmiistiir.

4. 306 mM Tris pH : 7.4
Tris HC1 5,72 gr.
Tris Baz 1,66 gr.
980 mL saf suda ¢ozllmiistiir.

5.287 mM TrispH : 7.4
Tris HC1 5,72 gr.
Tris Baz 1,66 gr.
518 mL saf suda ¢oziilmiistiir.
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6. 75 mM Adenozin 5’-Trifosfat
ATP disodyum 0,4674 gr.
10 mL saf suda ¢oziilmiistiir.

f) Protein Tayininde Kullanilan Ayiraglar :
1. Cozelti A : % 2 Sodyum karbonat (0,1 N Sodyum hidroksit iginde.)

2. Cozelti B: 1. % 1 Bakir sulfat
2. % 2 Sodyum potasyum tartarat. Kullamilacag: zaman lve 2

esit hacimde kanstinlmstir.

3. Cozelti C:  Cozelti A 50 kisim.
Cozelti B 1 kisim kanigtirlmistir

4. Folin Ciocalteu Reaktifi (Sigma)
Saf su ile 1 : 5 oraninda seyreltilerek kullaniimigtir.

5. Standart Bovine Serum Albiimin Cozeltisi : .
15, 30, 45, 60, 75, 150 mg/mL ’lik derisimlerde bovine serum albiiminden standart

¢Ozeltiler hazirlanmigtir.

g) Lipid Peroksidasyonu Tayininde Kullanilan Ayiraglar :

1. 0,084 N Sulfirik Asit Cozeltisi.
Sulfirik asit 4,6 mL.
1000 mL saf suda ¢oziilmiisgtiir.

2. % 10 ’luk Fosfotungustik Asit.

Fosfotungustik asit 10 gr.
100 mL saf su iginde karigtinnimastir.
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3. Thiobarbitiirik Asit Ayiraci (TBA).
% 0,67 Thiobarbitiirik asit.
Glasiyel asetik asit ile esit hacimde kangtirildi.
Ayirag giinliik olarak hazirlanmigtir.

4. 5 nmol 1,1,3,3 Tetractoxypropane Standart Cozeltisi :
1,1,3,3 Tetraetoxypropane 0.114 mL.
Saf su ile 100 mL ’ye tamamlanmgtir.

h) Alfa Tokoferol Tayininde Kullanilan Ayiraglar :
1. % 96 ’Iik Metanol-Su karnigimi.

Metanol 96 mL.

Saf su 4 mL.

kangtinlmgtir.

2. a Tokoferol Standard: : Caligmarmzda 38 ug/mL derisiminde a-tokoferol standard:
kullaniimagtr.
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3.2. YONTEMLER :
3.2.1. Deneysel Diyabet Olusturulmasi:

Siganlarin, diyabet olusturulmadan Once ve sonraki agirhklan 6lgilmiistiir ve intra
kardiak olarak alinan kan 6érneklerinde aglik kan sekeri tayinleri yapilmistir. Diyabet grubu
siganlara, 20 mM sodyum sitrat tamponu (pH 4,5) iginde taze olarak hazirlanmig
streptozotozin ¢ozeltisinden 65 mg/kg olacak sekilde tek doz intraperitonial olarak enjekte
edilerek diyabet olusturulmustur(29, 32). Kontrol grubu sicanlara ise sodyum sitrat
tamponu (pH 4,5) intraperitoneal olarak enjekte edilmigtir. Deneysel diyabetin ilk
haftasinda 6liim orami yaklagik %25 olarak saptanmigtir. ik haftadan sonra canh kalan
hayvanlarlé ¢aligmaya devam edilmisgtir.

3.2.2. Pankreas Dokusunun Isik Mikroskobik Yéntemle Incelenmesi:
Pankreas dokusunun 1gik mikroskobik yontemle incelenmesi C.U. Tip Fakiiltesi
Patoloji Ana Bilim Dali tarafindan yapilmistir.

Siganlardan alinan pankreas dokulart % 10 ’luk formalin igerisinde tespit edilmistir.
Dokunun tamami bloklanarak 1stk mikroskobik inceleme amaci ile dehidratasyon,
seffaflagirma ve parafinizasyon iglemlerine tabi tutulmustur. Orneklerden 5 pm.
kalinh$inda kesitler alinmigtir. Hematoksilen-Eosin ve Grimelyus boyalan uygulanmigtir.
Fotograflar Letz marka mikroskopta gekilmigtir.

3.2.3. Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlara Ait Serum Glukoz Diizeylerinin
Aragtirilmas::

Siganlara ait kan 6rnekleri intrakardiak olarak alinmigtir. Kan ornekleri 1.000 g *de
5 dakika santrifiij edilerek serumlan aynlmigtir.
Kontrol ve diyabetik grubu siganlara ait serum glukoz diizeyleri Teknikon AMES RA-
50 ile ol¢iilmiigtiir (107). Kontrol ve diyabet grubu siganlarin serum glukoz diizeylerine
ait varyasyon katsayilari (standart sapmanin ortalamaya gore yiizdesi) %7 ile %11.4
arasinda degigsmektedir. |
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3.2.4. Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlara Ait Idrar Glukoz Diizeylerinin

Aragtirilmasi @

Kontrol ve diyabet grubu siganlara ait idrar glukoz diizeylerinin aragtinlmasi amaci
ile metabolik kafesler kullamlmigtir ve idrar 6rnekleri 24 saatlik toplanmigtir.

Kontrol ve diyabet grubu siganlara ait idrar glukoz diizeyleri Teknikon AMES RA-50
ile 6lgtilmiigtiir (107).Kontrol ve diyabet grubu siganlann idrar glukoz diizeylerine ait
varyasyon kat sayilan %4 ile %14.3 arasinda degismektedir.

3.2.5. Kontrol ve Diyabet Grubu Siganlara Ait Agirhk Degisimlerinin Aragtirilmasi:

Kontrol ve diyabet grubu siganlara ait agirlik degisimlerini aragtirmak amaci ile
agirliklan 250-350 gram olan wistar tiirii erkek ve disi sicanlar kullanilmagtir.

Kontrol ve diyabet gruplarina ait siganlar 12 hafta siire ile takip edilmig, aym hafta ve
aym saatte tartilarak agirhik farklan saptanmigtir.

3.2.6. Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlara Ait Giinliik Idrar Atihmlarmmn, Su ve
Yem Alimlarinin Arastirilmasi:

Kontrol ve diyabet grubu siganlara ait giinliik idrar atithhmlarinin su ve yem alimlarinin
arastiriimasi amaci ile metabolik kafesler kullanilmigtir. Siganlanin 24 saatlik idrarlan
dereceli kaplarda toplanmigtir.

Kontrol ve diyabet grubu siganlara ait giinliik su kullanimlarinin tespitinde dereceli
kaplar kullanilmistir. Ayrica siganlara yemler tartilarak verilmigtir. 24 saat sonra kalan
yem miktan tartilarak siganlann yedigi yem miktan1 saptanmgtir.

3.2.7. Langerhans Adaciklarinin Kollagenaz Yontemiyle izolasyonu:

Deneylerimizde kullandigimiz sicanlarin pankreas Langerhans adaciklan kollagenaz
yontemi ile izole edilmistir(50, 59, 61).

Siganlar dislokasyon ile o6ldiiriildiikten sonra, karin bosluklan agilmigtir. Duodenal
kanalin barsaga acildifi yer (vater ampulu) kapatilip, bilier kanala ince bir katater
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sokularak yaklagik 8,0 mililitre Hanks ¢ozeltisi verilmigtir. Bu sekilde kolayca ¢ikarilan
pankreas bir behere alinarak ince bir makasla ufak pargalara aynlmistir. Uzerine Hanks
cOzeltisi ilave edilmek suretiyle yag dokusu pargagiklam v.s. igeren siipernatant
olusturulmugtur. Bu siipernatant ortamdan uzaklagtirilarak, geride kalan pankreas pargalan
10 mililitrelik cam tiibe aktarilmistir, iizerlerine her pankreas i¢in 7 miligram olacak
sekilde kollajenaz ilave edilmigtir. Tiip icerigi karbojen ile gazlandinlarak 37 °C ’lik su
banyosunda 10 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra gaz akim: kesilerek, tiipiin agz1 bir
tipa ile kapatilmigtir, tekrar 37 °C °’lik su banyosu iginde homojenizasyon olayimin
olugmas: saglanmigtir, iglem adaciklarin gériinmeye baglamasiyla sona erdirilmigtir.

Tiipteki adacik hiicreleri, petri kutularina aktanlarak, iizerine petri kutusu doluncaya
kadar 4 °C ’deki sofuk Hanks g¢ozeltisinden ilave edilmistir. Boylece sindirim islemi
durdurulmug olur. Pastor pipeti yardimi ile pankreas pargaciklarinin Hanks ¢ozeltisiyle tam
olarak kangmas: saglandiktan sonra karisim ¢okmeye birakilmigtir.

Cokelme tamamlaninca siipernatant ortamdan uzaklagtinlarak, yeniden Hanks ¢Ozeltisi
ilave edilmigtir ve aym islem 3-4 defa tekrarlanmigtir.

Bu safhadan sonra adaciklar 40 ile 100 biiyiitmeli mikroskop altinda ucu bek alevinde
inceltilerek ufak bir kiviim saglanmig olan yaklasik 4 mm. ¢apindaki cam bagetle tek tek

toplanmigtir.

3.2.8. Pankreas Adacik Hiicrelerinden Kaba Homojenatin Hazirlanmas:

1000 tane adacik izole edilmis ve + 4 °C *de 1000 ul 0,31 M sukroz ¢ozeltisi ve 5
mM sodyum-fosfat tamponu ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon, pistonun 15 kez

gecisi ile mekanik olarak yapilmigtir (22).

3.2.9. Pankreas Adacik Hiicrelerinden Kalsiyum Adenosin-5’-Trifosfataz Enziminin

Saflagtinimasi:

Pankreas adacik hiicrelerinden kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enziminin
saflagtinlmas: igin differansiyel santrifiigasyon Howell ve ark. tarif ettifi yonteme gére
caligilmistr (47). Cekirdek ve hiicre artiklan + 4 °C ’de 5 dakika igin 600 g ’de
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homojenatin santrifiijlenmesi ile ¢oktiiriilmiigtiir. Slipernatant ince bir pastér pipeti ile
ortamdan uzaklagtinlmigtir. Pellet 0,31 M sukroz ve 5 mM sodyumfosfat tamponunda
siispansiyon haline getirilerek tekrar homojenize edilmigtir. Ve 600 g *de 5 dakika santrifiij
edilmigtir. Siipernatantlar bir arada toplanmustir. Toplanan siipernatantlar § dakika igin
5.500 g ’de santrifiij edilmistir. Siipernatant ortamdan uzaklastinldiktan sonra pellet
santrifiigasyondan Once siispansiyon haline getirilmis ve tekrar 5500 g ’de santrifijj
edilmigtir. Bu sekilde elde edilen pellet mitokondrial fraksiyon olarak isimlendirilir.
Siipernatantlar bir arada toplanarak graniile fraksiyonu ¢oktiirebilmek igin 10 dakika
24.000 g’ de santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant 60 dakika 105.000 g ’de santrifijj
edilerek mikrozom fraksiyonu elde edilmistir (Sekil 6).

Calismamizda spesifik aktivite bir saatte miligram protein bagina agiga ¢ikan inorganik
fosfat olarak hesaplanmgtir.

28



1000 Adacak + 0.31 M sukroz - 5 w¥ fosfat
tampony icinde +4°C'de homo)jenjzasyon

9 dak. 600 g'de santriti

N\

Pellet 1 Sipernstant 1

Sikroz fosfat tsmponunds
honojenize edildi
3 dak. 600 g'de santrifij

d

Pellet I Sipernatant II ¢ Siperpatant
(cekirdek ve hiicre debisleri) 1

5.500 g'de 5 dak.santrifu)

Pellet II1 Sipernatant 111

l

Sukroz-fosfat tamponu ile homojenize edildi
5 dak. 5.500 g'de santrifij

/

Pellet IV Siipernatant 1V 4 Sipernatant III
{Mitokondri fraksiyonu)

24.000 g'de 10 dak. santrifij

N

Pellet V Sipernatant Vv
(6ranil fraksiyonu) 1
105.000 ¢'de 60 dak.
saptrifi)
Pellet VI Sipernatant VI

{Mikrozom fraksiyonw)

Sekil (6) : Kalsiyum adenozin 5°-trifosfataz enziminin en yaygin oldugu fraksiyonun hazirlanmas:.
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3.2.10. Kalsiyum Adenozin 5°-Trifosfataz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii i¢in En Ideal
Inkiibasyon Kogullarinin Saptanmasi:

3.2.10.1. Degisik pH’lardaki Tris-Tamponun Kalsiyum Adenosin-5’-Trifosfataz
Enzimine Olan Etkisinin Aragtirilmasi:

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenozin §’-
trifosfataz enzimi pH 3,0, §,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0 ’da inkiibe
edilerek degisik pH ’lanin enzim iizerine olan etkisi arastinlmigtir.

3.2.10.2. Degisik Isilarin Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz Enzimine Olan Etkisinin
Aragtirilmasi:

Sican pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenosin-5°’-
trifosfataz enzimi 10, 20, 30, 37, 40, 50, 60 ve 70 °C ’de inkiibe edilerek degisik 1silarin
enzim {izerine olan etkisi aragtrilmstir.

3.2.10.3. Degisik Derisimlerdeki Magnezyumun Kalsiyum Adenosin-5’-Trifosfataz

Enzimine Olan Etkisinin Aragtirilmasi:

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenosin-5’-
trifosfataz enzimi 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 mmol derisimlerdeki magnezyum iyonu ile inkiibe
edilerek degisik derisimlerdeki magnezyumun enzim iizerine olan etkisi incelenmistir.

3.2.10.4. Degisik Derisimlerdeki Etilen Diamin Tetra Asetik Asidin (EDTA) Kalsiyum
Adenozin-5’-Trifosfataz Enzimine Olan Etkisinin Arastirilmasi:

'Sn;an pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenosin-5’-
trifosfataz enzimi 0,05, 0,07, 0,1, 0,15, 0,18 mmol derigsimlerdeki
etilendiamintetraasetikasid ile inkiibe edilerek degisik derisimlerdeki etilendiamintetra
asitikasitin enzim iizerine olan etkisi aragtinlmistir.
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3.2.10.5. Degisik Derisimlerdeki Adenosin 5’-Trifosfat (ATP)’1n Kalsiyum
Adenozin-5’Trifosfataz Enzimine Olan Etkisinin Aragtiriimasi:

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenozin-5’-
trifosfataz enzimi 250, 500, 1000, 2000, 3000 ve 4000 pmol derigimlerdeki ATP ile
inkiibe edilmigtir. Bu derigimlerdeki adenozin 5’-trifosfatin enzim iizerine olan etkisi
incelenmisgtir.

3.2.10.6. Degisik Derisimlerdeki Kalsiyum’un Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz
Enzimine Olan
Etkisinin Aragtirilmasi:

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenosin-5’-
trifosfaz enzimi 0,03, 0,06, 0,09, 0,12, 0,18 ve 0,21 mmol derisimlerdeki kalsiyum ile
inkiibe edilerek degisik derisimlerdeki kalsiyumun enzim iizerine olan etkisi

aragtinlmgtir.
3.2.11. Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz Enzim Aktivitesinin Olgiimii

Adenozin-5’-trifosfataz enzim aktivitesi inkiibasyon sirasinda ortama eklenen 3 mM’
disodyum ATP varlifinda miligram protein igin bir saatte agiga gikan inorganik fosfatin
6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir (80, 81). '

inkﬁbasyon ortamina eklenen adenozin 5’-trifosfat *tan agiga ¢ikan inorganik fosfat
6lcimii Ames ve Dubin tarafindan oOnerilen yonteme gore yap11m1§t1r (2). Yontem
ATP’den aynlan inorganik fosfatin askorbik asit ve fosfomolibdat ile kompleks olusturmasi
ilkesine dayanmaktadir.

Inorganik Fosfat Olgiimii:
Kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enzimi tayini i¢in 3 mM ATP, 0.15 mM Ca*",
6 mM Mg, 0.3 mM EDTA. pH 7.4 olan inkiibasyon ortam: kullanilir.

Yukanida verilen derisimlerde hazirlanmig olan tiip igerikleri 5 dakika 37 °C’de su
banyosunda inkiibe edilmistir. Orek ve 6rnek kérii tiiplerine 75 mM ATP eklenerek 30
dakika 37 °C °de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun hemen sonrasinda tiipler buz banyosuna
alinmigtir ve 5-10 dakika bekletilerek reaksiyon durdurulmugtur. Her tipe 1,2 ml
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askorbik asit-molibdik asit ayiraci eklendikten sonra 10 dakika bekletilmigtir. Ornekler
ayirag koriine kars1 spektrofotometrede 820 nm dalga boyunda dlgiilmiistiir. Ormnek korii
ile ATP kori igin Olciillen absorbans degerlerinin toplami 6rnek igin Olgiilen absorbans
degerinden g¢ikanlmig ve bu absorbans degerine karsihk gelen inorganik fosfat degeri
standart potasyum dihidrojen fosfat egrisinden degerlendirilmistir.

3.2.12. Protein Olgiimii :

Spesifik aktivite lgiimleri igin kullanilan 6rneklerdeki protein miktarlann Lowry ve
ark. nin gelistirdikleri yonteme gore yapilmistir, (56).

Cozeltiler boliimiinde agiklanan 3 ml C c¢ozeltisi iizerine 0,3 ml 6rnek eklenmis ve
karigim oda 1s1sinda 15 dakika bekletilmigtir. Aym iglem 0,3 ml deiyonize su kullanilarak
kor i¢in uygulanmistir. Karigima 0,3 ml folin ayiraci katilmasindan 30 dakika sonra
absorbans degerleri 750 nm dalga boyunda 6lgiilmiistir. Orneklerin icerdigi protein
miktarlan sifir serum albiimini kullanarak ¢izilen standart egriden degerlendirilmistir.

3.2.13. Kalsiyum Adenozin 5’-Trifosfataz Enziminin Saklama Kosullarinin

Saptanmasi:

Sigan pankreas adactk hiicrelerinden saflagtinlan kalsiyam adenozin 5’-trifosfataz
enziminin dayamikliligim saptamak amaci ile elde edilen enzim fraksiyonu oda isisinda, +
4 °C ’de, - 4 °C ’de, - 20 °C ’de ve - 75 °C ’de bir ay saklanmigtir. 1lk giin, 1 hafta, 2
hafta, 3 hafta ve 4 hafta sonra spesifik aktivite degerleri 6l¢lilmiigtiir.

Yine enzimin saklama kosullarinin saptanmasi amaci ile siganlardan izole edilen
pankreas adacik hiicreleri oda 1sis1, + 4 °C ’de, - 4 °C ’de, - 20 °C *de ve - 75 °C ’de 4
hafta siire ile tutulmugtur ve her hafta 6lgiim yapilacagi zaman 0,31 M sukroz + 5 mM
sodyum fosfat tamponu iginde homojenize edilip enzim saflagtinlarak, enzimin spesifik
aktivitesi 6l¢ilmiigtiir.

3.2.14. Serum Lipid Peroksidasyon Diizeylerinin Ara§tmlmaS|

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehidin thiobarbitiirik asit (TBA) ile
olusturmus oldugu pembe rengin 532 nm dalga boyunda absorbans siddetinin dl¢iilmesi

prensibine dayanmaktadir (49).
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0,3 ml serum 4,0 ml 0.084 N H,SO;, ile kangtinlmstir. Uzerine 0,5 ml % 10 ’luk
fosfotungustik asit ilave edilerek kanigtinlmigtr. Karigim oda i1sisinda 5 dakika
bekletildikten sonra 3.000 rpm ’de 10 dakika santrifiij edilmigtir. Cokelti iizerine 4,0 ml,
standart tiipiine 3 ml, kor tiipiine ise 3,0 ml deiyonize su ilave edilmistir. Standart tiipiine
ayrica 1,0 ml standart ilave edilmigtir. Sonra her ii¢ tiipe 1,0 ml TBA ayiraci eklendikten
ve kangtinldiktan sonra karnigim 60 dakika kaynar su banyosunda 1sitilmigtir. Isitma iglemi
kiigiik ince tiiplerde yapilmigtir. Isitma sirasinda tiiplerin a§zi cam bilya ile kapatilmigtir.
Karigimlar oda 1sisinda soguduktan sonra 3.000 rpm ’de 10 dakika santrifiij edilmigtir.
Siipématantlann absorbanslan 532 nm ’de kére kargs1 okunmugtur.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehidin degerlendirilmesi i¢in asagida
verilen denklem kullamlmigtir.

Nabs 1
Hesaplama = 5 x ------— X -—-—-- = nmol MDA/ml serum.
Stabs. 0.3

Nabs = Numunenin absorbansi.
Sabs = Standartin absorbansi.
Standart Konsantrasyonu = 5 nmol/ml.

3.2.15. Serum Alfa Tokoferol Diizeylerinin Aragtirilmasi :

Kontrol ve diyabet grubu siganlara ait serum o tokoferol diizeyleri HPLC (High
Pressure Liquid Chromotography Waters 510) ile saptanmigtir (40).

Ornek Hazirlama : 0,2 ml serum, 0,4 ml isopropanol ile kangtintmigtir. 3000 rpm *de
5 dakika santrifiij edilmigtir. Elde edilen siipernatant 0,5 pm milipor filtreden siiziilerek
280 nm dalga boyunda HPLC ile okunmugstur.

HPLC Programi
Kolon : C-18 protein kolonu.

Mobil Faz : Metanol 96 ml.
Saf su 4 ml.

Akis Hiz1 : 1.5 mL/dakika

Dedektor dalga boyu : 280 nm.
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Degerlendirme : Sonuglarin degerlendirilmesinde 38 ugr/ml alfa-tokoferol iceren
standart kullanilmuigtir.

3.2.16. Degisik Derigimlerdeki Glukozun Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz Enzimine
Olan Etkisinin Aragtirilmasi

Sican pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenozin 5°-
trifosfataz enzimi 2, 4, 8, 10, 12, 14 ve 16 mmol derisimlerdeki glukoz ile inkiibe edilerek
degisik derisimlerdeki glukozun enzim iizerine olan etkisi incelenmistir.

3.2.17. Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullamlan Istatistiksel Yontemler:

Deneylerde Olgiilen degerlerin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

bilinen istatiksel yontemlerle hesaplandiktan sonra grup ortalamalan arasindaki farkin 6nem
kontrolii "student-t-testi” ile incelenmigtir (44).
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4. BULGULAR :

4.1. Diyabet Grubu Sicanlarin Pankreas Dokularina Ait Itk Mikroskobisinde

Géozlenen Patolojik Bulgular

Diyabet grubuna ait siganlarin pankreas dokusunun 151k mikroskobik incelenmesinde,
stretozotozin etkisi ile gdzlenen pankreasta yaygin 6dem ve konjesyon (Sekil 7), pankreasta
fibrotik alan (Sekil 8), ve pankreasin Langerhans adacik hiicrelerinde azalma ($ekil 10)
saptanmugtir.
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Sekil 7. Pankreasta yaygin 6dem ve konjesyon
x 400

Sekil 8. Pankreasta fibrotik alan
x 400
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Sekil 9. Pankreasin Langerhans adacik hiicrelerinde azalma
x 400
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4.2. Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlarin Serum Glukoz Diizeyleri

Kontrol ve diyabet grubu siganlarin serum glukoz diizeylerine ait bulgular (Tablo 1)’de
verilmigtir. Diyabet olusturulmadan 6nce kontrol ve diyabet grubu siganlarin kan glukoz
diizeyleri arasinda istatiksel agidan fark saptanmamistir (P> 0.05).

Deney oncesi kontrol ve diyabet grubuna ait serum glukoz diizeyleri sirasiyla 10449
ve 10619 mg/dl olarak saptanmigtir (P> 0.05).

Kontrol ve diyabet grubu siganlara ait serum glukoz diizeyleri sirasi ile 1 hafta sonra
10349, 407+41 mg/dL, (P<0.001) 4 hafta sonra 10418, 425+32 mg/dL (P<0.001),
12 hafta sonra 104+11, 548+61 mg/dL (P <0.001) olarak bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1.Kontrol ve Diyabet Grubu Siganlarin Serum Glukoz Diizeyleri

Serum Glukoz Diizeyleri| Gruplar
(mg/dl) arasindaki
Siire farkin
Kontrol Diyabet anlamlilik
(Hafta) Grubu Grubu derecesi
(n= 10) (n= 10) (P)
1 103+9 407+41 P<0,001
2 1068 441436 P<0,001
3 10618 458+34 P<0,001
4 10418 425+32 P<0,001
5 108i9 460134 P<0,001
6 10418 420141 P<0,001
7 104411 490144 P<0,001
8 11148 488141 P<0,001
9 1058 520+44 P<0,001
10 11248 540%61 P<0,001
11 10719 56064 P<0,001
12 104%11 548161 P<0,001

Tablodaki degerler Ortalama+Standart sapma (X+SD) olarak verilmistir. n= deney
sayisi. P= Grublar arasindaki farkin anlamliik derecesi student "t" testi ile incelendi.
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4.3. Diyabet Grubu Sicanlarin Idrar Glukoz Diizeyleri

Diyabet grubu siganlanin idrar glukoz diizeylerine ait bulgular (Tablo 2) ’de
verilmigtir. Kontrol grubu ve diyabet grubu siganlarin deney dncesi idrar glukoz diizeyleri
sifira yakin bulundugundan sifir olarak kabul edilmistir. Diyabet grubu siganlarin
streptozotozin enjeksiyonundan 1 hafta sonra 56+ 8.2 mg/24 saat (P <0,001), 4 hafta sonra
11047 mg/24 saat (P<0,001), 12 hafta sonra ise 240419 mg/24 saat (P <0,001) olarak
saptanmugtir, (Tablo 2).

TABLO 2. Diyabet Grubu Siganlann Idrar Glukoz Diizeyleri

Idrar Glukoz biizeyleri(mg/24s)
Siire
(Hafta)
Diyabet Grubu
n=10
1 56,0%8,2
2 86,0+7,0
3 148,0+8,4
4 110,0%7,0
5 112,0%6,0
6 190, 08,0
7 150,019, 0
8 170,0%8,0
9 190,0%12,0
10 230,0+14,0
11 210,0%21,0
12 240,0%+19,0

Tablodaki degerler Ortalama+ Standart Sapma (X +SD) olarak verilmistir. n= deney sayst,
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4.4, Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlarin Agirhik Degisimleri

Kontrol ve diyabet grubu sicanlarin agirhk degisimlerine ait bulgular (Tablo 3) 'de
verilmigtir. Sicanlarin agirhiklar1 12 hafta siire ile her hafta ayni giin ve saatlerde tartilarak
agirhk farklan belirlenmistir.

Kontrol ve diyabet grubu sicanlarin agirhklan sirasi ile, deney oncesi 300+20,34, 302417
gr. (P>0,05), 1 hafta sonra 302420, 304+17 gr. (P>0,05), 4 hafta sonra 312+21, 306416
gr. (P>0,05), 12 hafta sonra 332+19, 308+17 gr. (0,01 <P <0,05) olarak bulunmustur (Tablo
3).

Tablo 3. Kontrol ve Diabet Grubu Siganlarin Agirlik Dedisimleri

Agirlik Degigimi (gram) Gruplar
Arasindaki
Siire Farkin
(Hafta) Kontrol Grubu Diabet Grubu Anlamlilik
(n= 10) (n= 10) Derecesi (P)
1 302120 30417 P>0,05
2 305+20 30417 P>0,05
3 30721 30517 P>0,05
4 312+21 306t16 P>0,05
5 315%21 ) 306t16 P>0,05
6 320+24 30717 P>0,05
7 32219 306+19 P>0,05
8 324%19 307%20 0,01<P<0,05
9 325%17 306%19 0,01<P<0, 05
10 328+18 30717 0,01<P<0, 05
11 330+20 307%18 0,01<P<0,05
12 332%19 308%+17 0,01<P<0,05

Tablodaki degerler Ortal ma+Standart Sapma (X £SD) olarak verilmistir. n= deney sayisi. P=
Gruplar arasindaki farkin anlahilik derecesi student "t" testi ile incelendi.
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4.5. Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlarin Giinliik Idrar Atihmlar

Kontrol ve diyabet grubu siganlarin giinliik idrar atilimlanna ait bulgular (Tablo 4) ’da
verilmistir. Kontrol ve diyabet grubu siganlarin giinliik idrar atthmlan sirasi ile deney Oncesi
10,0+1,3, 9,0+1,2 mL/24 saat (P>0,05), 1 hafta sonra 10,0+1,0, 18,0+1,4 mL/24 saat
(P<0,001), 4 hafta sonra 9,0+1,0, 24,0+1,6 mL/24 saat (P<0,001) iken 12 hafta sonra
10,0+1,2, 51,0+2,9 mL/24 saat (P <0,001) oldugu gbzlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Kontrol ve Diyabet Grubu Siganlarin Giinliik Idrar

Atilmlar:
Idrar Atilimlar1 ml/24 saat Gruplar
arasindaki
Gilin Kontrol Deney farkin
(Hafta) Grubu Grubu anlamlilik
(n= 10) (n= 10) derecesi (P)
1 10,0%1,0 18,0+1,4 P<0,001
2 9,0+0,9 18,0%1,2 P<0,001
3 9,010,9 20,0%1,9 P<0,001
4 9,0+1,0 24,0%1,6 P<0,001
5 10,0%1,2 32,0%2,2 P<0, 001
6 9,0+1,0 34,0%1,9 P<0,001
7 9,0%1,0 40,0%1,9 P<0,001
8 9,0*1,4 44,0%2,1 P<0,001
) 10,0%1,2 46,0x2,5 P<0,001
10 9,0%1,0 50,0%2,4 P<0,001
11 10,0+1,0 50,0%2,6 P<0,001
12 10,0%1,2 51,0%2,9 P<0,001

Tablodaki degerler Ortalama+ Standart Sapma (X +SD) olarak verilmigtir. n= deney say1si1. P=
Gruplar aras1 farkin anlamlilik derecesi student "t" testi incelendi.
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4.6. Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlarin Giinliik Su Ahmlari

Kontrol ve diyabet grubu siganlann giinliik su alimlan (Tablo §) *de verilmistir.

Kontrol ve diyabet grubu sicanlarin giinliik su alimlan siras1 ile deney oncesi 26.0+1,3,
28,04-1,3 mL/24 saat (P>0,05), 1 hafta sonra 27,04-1,5, 28,0+1,5 mL/24 saat (P>0,05), 4
hafta sonra 26,0+1,4, 29,0+1,2 mL/24 saat (P <0,001), 12 hafta sonra 27,0+1,3, 34,00+2,4
mL/24 saat (P <0,001) olarak bulunmustu (Tablo 5).

Tablo 5. Kontrol ve Diyabet Grubu Slganlénn Giinliik Su Alimlan

Glinliik su almlari ml/24 st Gruplar
arasindaki
Silire Kontrol Diabet farkin
(Hafta) Grubu Grubu anlamlilik
(n= 10) (n=10) derecesi (P)
1 27.0%1,5 28.0%1,5 P>0,05
2 27.0%1,5 28.0+1,9 P>0,05
3 26.0+1,3 29.0%1,2 P<0,001
4 26.0+1,4 29.0+1,2 P<0,001
5 27.0%+1,4 30.0+1,5 P<0,001
6 27.0%1,2 32.0%1,4 P<0,001
7 26.0+1,2 34.0%1,6 P<0,001
8 26.0*1,3 34.0%1,6 P<0,001
9 27.0%*1,8 33.0%2,5 P<0,001
10 26.0+1,1 34.0%1,7 P<0,001
11 26.0%1,4 35.0+2,6 P<0,001
12 27.0%1,3 34.0+2,4 P<0,001

Tablodaki degerler Ortalama+ Standart Sapma (X 4 SD) olarak verilmistir. n= deney sayisi. P=
Gruplar arasindaki farkin anlamlilik derecesi student "t" testi ile incelendi.

4.7. Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlarin Giinliik Yem Almlan:

Kontrol ve diyabet grubu siganlarin giinliik yem alimlan sirasi ile deney oncesi 28,60+1,07,
29,4041,26 gram (P>0,05), 12 hafta sonra 28,0040,90, 30,00+1,20 gram (P> 0,05) olarak
bulunmustur. Gorildiigii gibi deney Oncesi ve deney sonrasi siganlanin giinlik yem alimlarinda
bir fark olmadi: saptanmigtir (P> 0,005).
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4.8. Sican Pankreas Langerhans Adacik Hiicrelerinden Kalsiyum Adenozin-5’-

Trifosfataz Enziminin Saflagtirilmasi:

4.8.1. Pankreas Langerhans Adacik Hiicrelerinin Subselliiler Fraksiyonlarina Ait Protein
Degerleri:

Kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz (Ca** ATPaz) enziminin saflagtirma iglemi sirasinda gesitli
kademelerinde enziminin spesifik aktivitesinin saptanmasinda kullanilan protein degerleri Tablo
(6) ’de verilmistir. Kaba homojenattaki protein degeri 570,00+20,00 pgr/mL, gekirdek ve hiicre
artiklarim iceren Pellet II i¢in 59,66+ 3,78 siipernatant II igin 45,33+1,52 ugr/mL olarak
bulunmustur. Mitokondri fraksiyonunu igeren Pellet 1V igin 65,00+2,00 siipernatant IV igin
38,33+3,51 pgr/mL olarak bulunmugtur. Graniil fraksiyonunu iceren Pellet V ve siipernatant
V icin protein degerleri sirasi ile 27,33+2,51 ve 54,661-9,07 pgr/mL bulunurken mikrozom
fraksiyonunu igeren Pellet IV, siipernatant VI igin protein degerleri sirasi ile 43,33+4,16,
35,33+2,30 pgr/mL olarak bulunmustur.

4.8.2. Pankreas Langerhans Adacik Hiicrelerine Ait Subselliiler Fraksiyonlarda Kalsiyum - - ’

Adenozin 5’-Trifosfataz Enziminin Spesifik Aktivite Degisimleri:

Kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enzim aktivitesi kaba homojenat ve diger fraksiyonlarda
olciilmiigtiir. (Tablo 6). Tablonun incelenmesinden goriilecegi gibi kaba homojenat i¢in spesifik
aktivite 2,7740,16 ¢ekirdek ve hiicre artiklarim igeren pellet II ve siipernatant 11 icin siras: ile
1,75+0,21, 1,6710,17 umol Pi/mg protein/saat olarak bulunmugtur. Mitokondri fraksiyonunu
iceren pellet IV ve siipernatant IV igin sirasi ile spesifik aktivite degerlern 3,52+0,32,
2,134+0,13 pumol Pi/mg protein/saat olarak bulunmustur. Graniil fraksiyonunu igeren Pellet V
ve siipernatant V igih spesifik aktivite siras: ile degerleri 4,33+0,32, 2,08 +0,29 iken mikrozom
fraksiyonu iceren pellet VI ve siipernatant VI igin siras: ile spesifik aktivite degerleri 5,58 +£0,19,
3,60+0,49 umol Pi/mg protein/saat olarak saptanmugtir.
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Tablo.6. Sigan Pankreas Langerhans Adacik Hiicrelerinin Subselliler Fraksiyonlarindaki
Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz Enziminin Spesifik Aktivite ve Protein Degerleri

. L
Fraksiyonlar Protein pgr/mL| Ca** ATPaz umol
(n= 5) Pi/mg Prot./Saat
(n=5)

Homojenat 570,00%20,00 |2,77%0,16

Pellet II 59,66%3,78 1,7540,21
Nukleus

Siijpernatant II 45,33%1,52 1,67x0,17

Pellet IV 65,00+2,00 3,52+0,32
Mito-
kondri Siipernatant IV 38,33+3,51 2,13%0,13

Pellet V 27,33%2,51 4,33+0,32
Graniil

Siipernatant V 54,6619,07 2,08+0,29

Pellet VI 43,33%4,16 5,58+0,19
Mikro- .
zom Siipernatant VI 35,33%+2,30 3,60%0,49

Tablodaki degerler Ortalama+ Standart Sapma (X+SD) olarak verilmistir. n= Deney sayisi.

4.9. Degisik pH’lardaki Tris-Tamponunun Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz Enzimi
Spesifik Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri

Sigan pankreas Langerhans adaciklarindan hazirlanan kalsiyam adenozin 5’-trifosfataz
enzimine pH’in etkisi aragtinlmigtir. Degisik pH ’lann enzim aktivitesine etkisi (Sekil 10)’da
gosterilmistir.

Inkiibasyon ortaminin pH "1 3, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5 ve 10 ayarlanmistir. Bu
pH ’lardaki en zimin spesifik aktivitesi siras1 ile 0.90+0.10, 1.4040.02, 1,60+ 0,03,
1,7040,04, 2,60+0,08, 4,75+0.08, 4,50+0,07, 4,00+0,20, 3,75+0,10, 3,40+0,10 ve
3,10+40,30 umol Pi/mg protein/saat olarak bulunmustur (Sekil 10).
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pH ca*? ATPaz
pmol Pi/mg protein/saat
(n= 5)
3.0 0,90%0,10
5.5 1,4010,02
6.0 1,60+0,03
6.5 1,70+0,04
7.0 2,6040,08
7.4 4,75+0,08
8.0 4,50+0,07
8.5 4,00%0,20
9.0 3;7510,10
9.5 3,40%0,10
10.0 3,10%0,30

61

prrol Pi 7mg Prot. /saat

Ca" ATPaz aktivitesi
~N

§Sekil 10. Degisik pH ’Jardaki tris-tamponunun kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enzimin spesifik
aktivitesi iizerine olan etkisi. Sekildeki degerler 5 deneyin ortalamasidir.

Tablodaki degerler ortalama+ standart sapma (X +SD) olarak verilmistir.

n= Deney sayisi.
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4.10. Kalsiyum Adenozin-5’-TrifosTataz Enzimi Spesifik Aktivitesi Uzerine Degisik Isslarin
Etkileri '
Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan adenozin-5’-trifosfataz enzimi
izerine 1smn etkisi aragtinlmigtir. Degigik 1silanin enzim aktivitesine etkisi (Sekil 11) *de
gosterilmistir.
Inkiibasyon ortaminin 1sis1 10,20,30,37,40,50,60 ve 70°C’ye ayarlanmigtir, Bu 1silardaki en-
zimin spesifik aktivitesi siras: ile 1,70+0,05, 4,50+0,24, 5,5010,13, 6,00+ 0,33, 5,90+0, 10,
5,7040,10, 5,5010,27 ve 5,00+0,20 pgr Pi/mg prot./saat oldugu gozlenmistir (Sekil 11).

Isi ca** ATPaz
uMol Pi/mg prot./saat
(n= 5)
10 1,70+0,05
20 4,50%0,24
30 5,50%0,13
37 6,00%0,33
40 5,90%0,10
50 5,70+0,10
60 5,50%0,27
70 5,00+0,20

Ca’’ ATPaz avtivitesi
prcl 1Pirmg Protisaat
w

v 32 30 <« s0 6 Jfo o€

Sekil 11. Degisik 1s1lanin kalsiyum adenozin-5°-trifosfataz enzimi spesifik aktivitesi iizerine olan
etkisi. Sekildeki degerler 5 deneyin ortalamasidir. Tablodaki degerler ortalama+standart sapma
(X +SD) olarak verilmistir. n= Deney sayisi.
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4.11. Degisik Derigimlerdeki Magnezyum’un Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz Enzimi
Spesifik Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri

Sican pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz
enzimine magnezyumun in vitro etkisi aragunlmstir. Defisik derigimlerdeki magnezyumun
enzim aktivitesine etkisi (Sekil 12) *de gosterilmigtir.

inkiibasyon ortamina 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 mmol derisimlerde magnezyum ilave edilmistir.
Bu derigimlerdeki Ca** ATPaz enziminin spesifik aktivitesi siras1 ile 1,70+0,10, 3,80+0,40,
5,00+0,20, 4,50+0,30, 3,40+0,20 ve 3,90+0,10 umol Pi/mg protein/saat olarak bulunmugtur
(Sekil 12).

Magnezyum Ca** ATPaz Spesifik Aktivite
mMol pMol Pi/mg Protein/saat
(n= 5)
2 1,70+0,10
4 3,80+0,40
6 5,00%0,20
8 4,50%0,30
10 3,40%0,20
12 3,90%0,10
3
E*
£
[
|
L
§ 5
3 2
;
0 ; & [ Y ; w0 l; mmo! Mg**

Sekil 12, Degisik derigimlerdeki magnezyumun kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enzimin spesifik
atkivitesi iizerine olan etikisi. Sekildeki degerler 5 deneyin ortalamasidir.
Tablodaki degerler ortalama+ standart sapma (X £SD) olarak verilmistir. n= Deney sayisi.
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4.12. Degigik Derigimlerdeki Etilen Diamin Tetra Asetik Asid’in (EDTA) Kalsiyum
Adenozin-5’-Trifosfataz Enzimi Spesifik Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz
enzimine etilen diamin tetra asetik asidin (EDTA) vitro etkisi aragtinlmistir. Degisik (Sekil 13)
*de gosterilmigtir.

inkﬁbasyon ortamina 0,05, 0,07, 0,1, 0,15 ve 0,18 mmol derisimlerde EDTA ilave
edilmigtir. Bu derisimlerdeki Ca** ATPaz enziminin spesifik aktivitesi sirasi ile 1,5040,10,
3,00+0,20, 5,00+0,30, 5,10+0,30 ve 4,90+ 0,30 umol Pi/mg protein/saat olarak saptanmigtir

(Sekil 13).

Ca** ATPaz
EDTA pMol Pi/mg prot./s.
(n= 5)
0,05 1,50+0,10
0,07 3,00%0,20
0,1 5,00%0,30
0,15 5,10+0,30
0,18 4,90%0,30
i
£s
£
~§ &
i
g 3
£,
3
1
oL
[:1:3 ot . DI 020 mMot EDTx

Sekil 13. Degisik derigimlerdeki etilen diamin teira asetik asidin kalsiyum adenozin-5’-trifos-
fataz enzimi spesifik aktivitesi iizerine olan etkisi. Sekildeki degerler 5 deneyin
ortalamasidir. Tablodaki degerler ortalama + standart sapma (X + SD) olarak verilmistir.

48



4.13. Degisik Derigimlerdeki Kalsiyum’un Kalsiyum Adcnozin-5’-Trifosfataz Enzimi
Spesifik Aktivitesi Uzerine Etkileri

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz
enzimine kalsiyumun in vitro etkisi aragtinlmigtir. Degisik derigimlerdeki kalsiyumun enzim
aktivitesine etkisi (Sekil 14)’de gosterilmigtir.

Inkiibasyon ortamima 0,03, 0,06, 0,09, 0,12, 0,15 ve 0,21 mmol derisimlerde kalsiyum
ilave edilmigtir. Bu derigimlerdeki kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enziminin spesifik aktivitesi
siras1 - ile 1,40+0,02, 2,00+0,04, 2,75+0,05, 3,501+0,08, 4,8010,13, 4,70+0,09 ve
4,5040,08 umol Pi/mg protein/saat olarak bulunmustur(Sekil 14).

Kalsiyum Ca*? ATPaz
mMol gMol Pi/mg PRot./s)
(n=1)
0,03 1,4040,02
0,06 2,00x0,04
0,09 2,7540,05
0,12 3,50%0,08
0,15 4,80%0,13
0,18 4,70£0,09
0,21 4,500, 08

Ca"ATPaz Autivites: (pmol P/mg prot . /saat)
*~

003 006 009 0122 015 018 02 C& mmol

Sekil 14, Degisik derigimlerdeki kalsiyumun kalsiyum adenozin-5'-trifosfataz enzimi spesifik
aktivitesi iizerine olan etkisi. Sekildeki degerler 5 deneyin ortalamasidir. Tablodaki
degerler ortalama+standart sapma (X1 SD)olarak verilmistir. n= Deney sayisi.
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4.14. Degisik Derigimlerdeki Adenozin-5’-Trifosfatin Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz
Enzimi Spesifik Aktivitesi Uzerine Etkileri

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden hazirlanan kalsiyum adenozin-5’-
trifosfatazin  enzimine adenozin-5’-trifosfain  in  vitro etkisi arastinlmigur. Degisik
derigimlerdeki adenozin-5'- trifosfatin enzim aktivitesine etkisi (Sekil 15)’de gosterilmigtir.

Inkiibasyon ortarmna 250, 500, 1000, 2000, 3000 ve 4000 umol derigimlerinde adenozin-5'-
trifosfat ilave edilmistir. Bu derigimlerinde kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enziminin spesifik
aktivitesi sirasi ile 1,5040,16, 2,50+0,30, 4,90+0,50, 5,30+0,50, 5,80+0,47 ve 5,9040,50
umol Pi/mg protein/saat olarak saptanmigtir (Sekil 15).

ATP ca** ATPaz ,
pmol pmol Pljmg prot/s’
(n=5)
250 1,5040,16
500 2,50%0,30
1000 4,9040,50
2000 5,300,50
3000 5,8010,47
4000 5,90%0,50
64
is
4
8
I8
g!
£
&
B
[

SO0 100 100 ZX0 2500 X000  3S00  4U0 praATP

Sekil (15) : Degisik derisimlerdeki adenozin trifosfat’in kalsfi’yum adenozin-5’-trifosfataz enzimi
sifik aktivitesi iizerine olan etkileri. Sekildeki degerler S5 deneyin ortalamasidir. Tablodaki

S
dle):gerler ortalama+ standart sapma(X +SD) olarak verilmistir. n= Deney sayisi.
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4.15. Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz Enzimi Spesifik Aktivite Tayininde Kullanilan
Inkiibasyon Ortam

Materyal metod boliimiinde kalsiyum adenozin-5° trifosfataz enzimi spesifik aktivitesi
tayininde belirtilen inkiibasyon ortami yukarida verilen verilere dayamlarak saptanmig olup
asagida Ozetlenmistir.

Ca** ATPaz (umol Pi/mg Prot./saat): ATP 3 mM Ca** 0.15 mM Mg 6 mM EDTA 0.1 mM
Tris HCI pH 7.4; 37°C.

4.16. Pankreas Langerhans Adacik Hiicrelerine Ait Kalsiyum Adenozin 5’-Trifosfataz

Enzimi Ideal Saklama Kosullari:

Kalsiyum adenozin-5'-trifosfataz enziminin spesifik aktivitesi gesitli saklama kogullarina
bagh olarak degigme gostermektedir. Cesitli kosullarda spesifik aktivitenin saklama siiresine
gbre degisimi (Tablo 7,8 ve Sekil 16, 17)’de verilmistir.

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden saflastirilan mikrozomal kalsiyum adenozin-
5’-trifosfataz enziminin oda 1s1s1nda bekletilmeksizin dl¢iilen spesifik aktivitesi 6,40 umol Pi/mg
protein/saat *dir. Ancak enzim fraksiyonu 0,31 M sukroz igeren +5 mM fosfat tamponu (P¥:6,0)
igerisinde bir hafta oda 1sisinda tutulduktan sonra enzimin spesifik aktivitesi 2,90+0,30 yrx;ol
Pi/mg protein/saat degerine diigmiistiir. Enzimin spesifik aktivitesi ikinci hafta 1,10+0,10,
tigiincii hafta 0,50+0,10 umol Pi/mg protein/saat olarak saptanmgtir. Oda sicakhiginda tutulan
Ornegin aktivitesi dordiincii hafta sonunda 6lglilememistir (Tablo 7, Sekil 16).

Sican pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden saflagtinlan mikrozomal kalsiyum
adenozin-5’-trifosfataz enzimi +4°C ’de tutuldugundan spesifik aktivite degerleri birinci, ikinci,
{igiincii ve dordiincii haftalar sonunda sirastyla 5,80+0,30, 5,60+0,30, 5,00+0,20 ve
4,40+0,20 umol Pi/mg protein/saat olarak bulunmustur.

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden saflastirilan mikrozomal kalsiyum adenozin-
5’-trifosfataz enzimi -4°C tutuldugunda birinci, ikinci, iiglincii ve dordiincii haftalar sonundaki
spesifik aktivite degerleri sirasiyla 6,00+0,40, 5,60+0,40, 5,40+0,30 ve 4,80+4-0,40 pmol
Pi/mg protein/saat olarak bulunmugtur. -20 °C ’de tutulan mikrozomal Ca** ATPaz enzimi
birinci, ikinci, {iglincli ve dordiincii haftalar sonundaki spesifik aktivite degerleri sirasiyla
6,20+0,50, 6,00+0,40, 5,50+0,40 ve 5,2040,30 pmol Pi/mg protein/saat olarak bulunmugtur.
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- 75 °C ’ de tutulan enzim igin ise birinci, ikinci, {iglincii ve dordiincii haftalar yine siras: ile
aktivite degerleri 6,40+0,40, 6,3040,30, 6,00+0,20, 6,004+0,30 umol Pi/mg protein/saat
olarak saptanmigtir (Tablo 7 ve Sekil 16).

Ayrica siganlardan saflagtinlan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden 0,31 M sukroz
ve 5 mM fosfat tamponu ile kaba homojenat hazirlanmigtir ve oda 1sis1, + 4 °C, - 4 °C, - 20
°C ve - 75 °C 4 hafta siire ile tutulmustur. Cesitli kosullarda bekletilen kaba homojenattan
saflagtirilan kalsiyum adenozin-5°-trifosfataz enzimine ait spesifik aktivite degisimleri (Tablo 8
ve Sekil 17)’de verilmigtir.

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden saflastirnilan kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz
enziminin bekletilmeksizin Olgiilen spesifik aktivitesi 6,40 umol Pi/mg protein/saat *dir. Kaba
homojenat bir hafta oda isisinda bekletildikten sonra saflagtinlmig ve spesifik aktivite
2,60+-0,20, ikinci hafta 1,2040,20 pmol Pi/mg protein/saat olarak bulunmustur. Ugiincii hafta
sonunda spesifik aktivite dlciilememigtir.

Kaba homojenat + 4 °C *de tutuldugunda kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enziminin spesifik
aktivite degerleri birinci, ikinci, ligiincii ve dordiincii haftalar sonunda sirasiyla 5,80+40,30,
5,40+0,30, 3,80+0,20 ve 3,40+0,20 umol Pi/mg protein/saat olarak saptanmigtir (Tablo 8).

Kaba homojenat - 4 °C ’de tutuldufunda Ca** ATPaz spesifik aktiviteleri birinci, ikinci,
liclinci ve dordiincii haftalar sonunda sirasiyla 5,60+0,30, 5,40+0,30, 4,50+0,20 ve
3,80+0,20 pmol Pi/mg protein/saat olarak bulunmusgtur. - 20 °C *de birinci, ikinci, ii¢iincii ve
dordiincii haftalarda aktivite degerleri siras1 ile 6,004+0,40, 5,5040,40, 5,20+0,30 ve
4,00+0,30 iken -75 °C ’de tutulan kaba homojenattan saflagtirilan enzim igin yine sirasiyla
spesifik aktivite degerleri 6,20+0,40, 5,80+0,30, 5,50+0,40 ve 4,504+0,30 pumol Pi/mg
protein/saat olarak bulunmustur (Tablo 8 ve Sekil 17).
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Tablo 7. Sigan Pankreas Langerhans Adacik Hiicrelerine Ait Mikrozom Fraksiyondaki Kalsiyum
Adenozin 5’- Trifosfataz Enziminin Ideal Saklama Kogullan

Isi Siire ca** ATPaz
(Hafta) umol Pi/mg prot./s’

+4 °C 1 5,80+0,30

5,60%0,30

5,00+0,20

4,40%0,20

-4 °C 6,00+0,40

5,60+0,40

5,40%0,30

4,80%0,40

-20 °C 6,20+0,50

6,00+0,40

5,50%0,40

5,20+0,30

-75 °C 6,40%0,40

6,30%0,30

6,00%0,20

6,00+0,30

FlasfuwlolPlealolo]lPlaleln!lPlialoelo

oda 2,90%0,30
1s1s1
(20°C ve 2 1,1040,10

lsti)

3 0,50%0,10

4 -

Tablodaki degerler ortalama+standart sapma (X +SD) olarak verilmistir.
Her grup i¢gin deney sayis1 n='5 olarak alhinmistir. Baglangi¢ 6,40 umol Pi/mg prot./saat.
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Sekil 16. Sican pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden saflagtinlan mikrozomal kalsiyum
adenozin-5’-trifosfataz enziminin saklama kosullarina ait degerler. Sekildeki degerler S deneyin

ortalamasidir. n= Deney sayisi
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Tablo 8. Sican Pankreas Langerhans Adacik Hiicrelerine Ait Kaba Homojenatta Kalsiyum
Adenozin 5’ Trifosfataz Enziminin Ideal Saklama Kogullan

Isi Siire ca** ATP az
(Hafta) {umol Pi/mg prot./s-1
+4°C 1 5,80%0,30
2 5,40%0,30
3 3,80+0,20
4 3,40%0,20
-4°C 1 5,60%0,30
2 5,40%0,30
3 4,50%0,20
4 3,80+0,20
-20°C 1 6,00%0,40
| 2 5,50%0,40
3 5,20+0,30
4 4,00+0,30
-75°C 1 6,20+0,40
2 5,80%0,30
3 5,50+0,40
4 4,50%0,30
Oda 1 2,60%0,20
?gggc 2 1,20%0,20
ve
tstii) 3 -
4 -

Tablodaki degerler Ortalama+ Standart Sapma (X +SD) olarak verilmistir.
Her grup igin deney sayisi n= 5 olarak alinmstir. Baglangi¢ 6,40 pmol Pi/mg prot./saat.
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Sekil 17. Sigan pankreas adacik hiicrelerinden hazirlanan kaba homojenattaki kalsiyum adenozin-
5°-trifosfataz enziminin saklama kosullarina ait degerleri. n= Deney sayisi.

4.17. Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlarin Pankreas Langerhans Adacik Hiicrelerinden
Saflagtimlan Kalsiyum Adenozin 5’Trifosfataz Enziminin Spesifik Aktivite

Degisimleri

Kontrol ve diyabet grubu sican pankreas Langerhans adaciklanindan saflagtinlan kalsiyum
adenozin 5’-trifosfataz enzimine ait spesifik aktivite degisimleri (Sekil 18) ’de verilmigtir.
Kontrol ve diyabet grubu siganlar 12 hafta siire ile takip edilmistir. Diyabet olusturulmadan 6nce
kontrol ve diyabet grubu s@ahlarm pankreas Langerhans adaciklanindan hazirlanan kalsiyum
adenozin 5’-trifosfataz enziminin spesifik aktivitesinde istatiksel agidan bir fark saptanmamistir
(P> 0.05) (Sekil 22). Kontrol ve diyabet grubu sigan pankreas adacik hiicrelerinden saflagtinlan
Ca** ATPaz enzimine ait spesifik aktivite degerleri sirasi ile 1 hafta sonra 6,00+0,30,
5,00+0,30 umol Pi/mg protein/saat (0,001 <P <0,01), 4 hafta sonra 5,80+0,20, 4,201+0,30
umol Pi/mg protein/saat (P <0,001) iken 12 hafta sonra 5,90+0,30, 2,204+0,20 umol Px/mg

protein/saat (P <0,001) olarak bulunmustur (Sekil 18).
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Kontrol Grubu [Di abet Grubu —[Gruplar arasindaki
Sire [ca** ATPaz pmol|Ca** ATPaz umol|farkin anlamlilik
(Hafta) |Pi/mg prot./ Pi/mg prot./ derecesi (P)
saat (n=5) saat (no S)
1 6,00%0,30 5,00%0,30 0,001<P<0,01
2 6,10%0,20 4,50%0,40 P<0,001
3 6,100,330 4,30%0,30 P<0,001
4 5,80+0,20 4,20%0,30 P<0,001
5 6,000, 30 4,00%0,40 P<0,001
6 6,30+0,40 4,00+0,30 P<0,001
7 5,90+0,30 3,800, 40 P<0,001
8 6,0010,40 3,60%0,30 P<0, 001
9 6,20+0,20 3,50+0,40 P<0,001
10 5,80%0,30 3,00+0,30 P<0,001
11 6,00%0,40 2,50+0,30 P<0,001
12 5,90+0,30 2,2040,20 P<0, 001
~ & o—e Kontrol
‘é o——o Diabet
p
g. 5 4
£
a
‘g 4
2z
[/
s 3}
.: -
-
&
g 24
:G
o .
14
0 1+ 2 3 & 5 6 7 & 9 TRTRET™T™

Sekil 18. Kontrol ve diyabet grubu siganlara ait kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz
enzimi diizeyleri. Sekildeki degerler S5 deneyin ortalamasidir. Tablodaki degerler

ortalamatstandart sapma (X+SD) olarak verilmistir. Grublar arasindaki farkin anlamhlik
derecesi student "t" testi ile incelendi.
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4.18. Degigik Derigimlerdeki Glukoz’un Kalsiyum Adenozin-5’-Trifosfataz Enzimine Olan
Etkileri:

Sigan pankreas Langerhans adaciklarindan hazirlanan kalsiyum adenozin-5°-trifosfataz
enzimine glukozun in vitro etkisi araginlmstr. Degisik derisimlerdeki glukozun enzim
aktivitesine etkisi (Sekil 19) *da gOsterilmigtir.

inkﬁbasyon ortamma 0, 2, 4, 8, 10, 12, 14 ve 16 mmol dernisimlerdeki glukoz ilave
edilmigtir. Bu derisimlerde Ca** ATPaz enziminin spesifik aktivitesi sirasi ile 5,90+0,34,
4,60+0,36, 3,80+0,28, 2,50+0,20, 1,8010,20, 1,40+0,14, 1,20+0,06 ve 1,10+0,05 pmol
Pi/mg protein/saat olarak bulunmustur.

Glukoz Ca*? ATPaz
mM Pi/mg prot. /saat
Glukoz O 5,90%0,34
2 4,60%0,36
4 3,80+0,28
8 2,50%0,20
10 1,80+0,20
12 1,400,114
14 1,20%0,06
5 16 1,10+0,05
3
14
g o]
t
£
31
1 TTe—
[ +
2 & [ 8 10 7 % % mM Gluboz

Sekil 19. Degisik derigimlerdeki glukozun kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enzimi spesifik
aktivitesi iizerine olan etkisi. Sekildeki degerler 5 deneyin ortalamasidir. Tablodaki degerler
ortalama+ standart sapma (X +.SD) olarak verilmistir.
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4.19. Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlarmm Serum Malondialdehit (MDA) Diizeylerine Ait
Bulgular:

Kontrol ve diyabet grubu siganlarin serum malondialdehit (MDA) diizeyleri (Sekil 20) 'de
verilmigtir. Kontrol ve diabet grubu sicanlann MDA diizeyleri sirasi ile deney oOncesi
0,14+0,01, 0,13+0,01, 1 hafta sonra 0,141+0,02, 1,70+0,40 nmol MDA/mL serum
(P <0,001), 4 hafta sonra 0,1440,01, 3,60+40,40 nmol MDA/mL serum (P <0,001) iken 12
hafta sonra 0,1310,01, 3,60+0,40 nmol MDA/mL serum (P <0,001) olarak bulunmustur (Sekil

20).

Siire Kontrol Grubu|Diabet Grubu|Gruplar arasindaki
(Hafta) | MDA nmol{ml) MDA nmol{ml) farkin anlamlilik
n= 6 n= 6 derecesi (P)
1 0,1410,02 1,70%0,40 P<0, 001
2 0,1310,01 2,20%0,16 P<0,001
.3 0,12+0,01 3,30%0,24 P<0,001
4 0,14%0,01 3,60+0,40 P<0,001
5 0,13%0,01 3,80+0,50 P<0, 001
6 0,14%0,01 4,00%0,20 P<0, 001
7 0,1240,01 4,00+0,16 P<0,001
8 0,14+0,01 4,00+0,40 P<0,001
9 0,16%0,01 3,80+0,20 P<0,001
10 0,14%0,02 3,80%0,16 P<0,001
11 0,12%0,01 3,80+0,16 P<0,001
12 0,13%0,01 3,60+0,40 P<0,001
s
&4
Diyebet
3
£
g
-g 2
5
:_,) 1
_JKon{mL
° 2 4 € 8 10 12 Hats

Sekil 20. Kontrol ve diyabet grubu siganlara ait serum malondialdehid (MDA) diizeyleri.
Sekildeki deferler 6 deneyin ortalamasidir. Tablodaki degerler ortalamazstandart sapma
(X +SD) olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farkin anlamhihk derecesi studant "t" testi ile

incelendi.
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4.20. Kontrol ve Diyabet Grubu Sicanlarin Serum Alfa Tokoferol Diizeylerine Ait Bulgular:

Kontro! ve diyabet grubu siganlann serum alfa tokoferol diizeyleri deney oncesi siras ile
7,60+0,40, 7,80+0,50 pgr/mL (P>0,05), 1 hafta sonra 7,4010,40, 7,0040,40 ugr/mL
(P>0,05), 4 hafta sonra 7,40+0,30, 4,60+0,40 pgr/mL (P<0;001) ve 12 hafta sonra
7,20+0,40, 2,40+0,20 pgr/mL (P <0,001) oldugu saptanmigtir (Sekil 21).

Serum Alfa Tokoferol { pg/mi)}
»

Hafta |Alfa tokoferol |Alfa tokoferol|Gruplar arasindaki
Kontrol Grubu |Diyabet Grubu |farkin anlamlilik
mg/ml (n=4) mg/ml (n=4) derecesi (P)

1 7,40%0,40 7,00%0,40 P>0,05
2 7,20%0,30 5,00+0,30 P<0,001
3 7,50%0,40 4,80%0,40 P<0,001
4 7,40%0,30 4,60%0,40 P<0,001
5 7,50%0,50 4,20%0,30 P<0,001
6 7,30%0,40 4,0010,20 P<0,001
7 7,20310,40 3,800,330 P<0,001
8 7,40%0,60 3,40%0,30 P<0,001
9 7,20%0,40 3,00%0,20 P<0, 001
10 7,00%0,40 2,80%0,30 P<0,001
11 6,8010,50 2,60%0,40 P<0,001
12 7,20%0,40 2,40%0,20 P<0,001
o—= Diabet
——e Kontrol
%
7
[

ol

2

3 4 5 6 7

8 S 1w 1N 1w Hatt

1
Sekil 21. Kontrol ve diyabet grubu sicanlara ait serum alfa tokoferol diizeyleri. Sekildeki
degerler 4 deneyin ortalamasidir. Tablodaki degerler ortalama standarl sapma (X £SD) olarak
verilmistir. Gruplar arasindaki farkin anlamlilik derecesi student "t testi ile incelendi.
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5. TARTISMA

Sreptozotozin kullamlarak Wistar tiirii siganlarda olusturulan deneysel diyabetin
pankreas Langerhans adacik hiicrelerine ait kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enzimine olan
etkisi, in vivo model {zerinde arastinnlmigtir. Aynca bu tez ¢aligmasinda lipid
peroksidasyon ve alfa tokoferol diizeyleri incelenerek bilinenlere ek olarak yeni deliller
elde edilmis ve bu delillerin 15131 altinda diyabet ile kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzim
aktivitesinin iligkisi tartigiimgtir.

Hayvanlarda deneysel diyabet olusturmak amaci ile bu giin en ¢ok kullamlan
diyabetojenik ajanlar streptozotozin ve alloxan’dir. Streptozotozin, alloxan’dan daha az
toksisiteye sahip olup pankreasin beta hiicreleri iizerinde daha segici bir 6zellige sahiptir.
Streptozotozin’in olusturdugu diyabet insanda olusan diyabete daha ¢ok benzedigi igin
streptozotozin deneysel diyabet olusturmada daha sik kullamlmaktadir (46, 62, 84).
Literatiirde streptozotozin’in diyabetojenik dozu sicanlar icin yakla;ik 65 mg/kg olarak
onerilmektedir (29, 32).

Bu nedenle ¢ahgmamizda deneysel diyabet olusturmak amaci ile 65 mg/kg
streptezotozin kullaniimigtir.

Bir ¢ok kimyasal, secici olarak pankreas beta hiicreleri iizerinde toksik bir etki
gostermektedir (46, 62, 84). Calismamizda Sekil 9 ’da goriildiigii gibi streptozotozin.
enjeksiyonundan sonra pankreas Langerhans adacik hiicrelerinde 6nemli sayilacak diizeyde
sayica azalma saptanmigtir.

Streptozotozin uygulamasindan 24 saat sonra kalici bir diyabet olustugu yapilan cesitli
aragtirmalarla gésterilmistir (5, 79). Ilk 24 saatlik kan glukoz tablosunda ilk iki saatin
sonunda hiperglisemi alt: ve oniki saatler arasinda belirgin bir hiperglisemi gozlenebilecegi
Hidehiro (42) tarafindan rapor edilmistir. Streptozotozin enjeksiyonundan bir hafta sonra
idrarda glukoz derisiminin kontrole oranla anlamh bir sekilde artabilecegi bildirilmistir
(42).

Calismamizda kontrol ve diyabet grubu sicanlarda kan ve idrar glukoz diizeylerine ait
bulgularimizin literatiir ile uyum igerisinde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu sicanlarda
deney éncesi ve sonrasi arasinda kan ve idrar glukoz diizeylerinde bir fark saptanamamistir
(P >0,05). Diyabet grubu siganlarda ise gerek serum glukoz (Tablo 1) gerekse idrar glukoz
(Tablo 2) diizeyleri STZ enjeksiyonundan bir hafta sonra anlamh bir sekilde artrgtir
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(P <0,001) ve bu artig deney siiresinin sonuna kadar devam etmisgtir.

Diyabet grubu olarak segilen siganlarin pankreas dokusunun is1tk mikroskobik
diizeyinde incelenmesi sonucunda; pankreas Langerhans adacik hiicrelerinde sayica azalma
goriilmesi (Sekil 9), idrar ve kan glukoz diizeylerinde kontrollere gére anlamli bir artis
saptanmasina ait bulgularimiz, streptozotozin enjeksiyonu ile deneysel diyabet modelinin
olusturuldugunu gostermektedir.

Caligmamizda kontrol ve diyabet grubu siganlara ait giinlik su alimlan, idrar
atilimlan, yem alimlan ve viicut agirliklan saptanmigtir. Kontrol grubu siganlarda deney
oncesi ve sonrast arasinda giinlik su alimlan, idrar atilimlan ve yem alimlannda bir fark
saptanmamistir (P> 0,05).

Diyabet grubu sicanlarda giinliik su ahmlan STZ enjeksiyonundan 4 hafta sonra % S,
12 hafta sonra % 22.7 oranminda artmistir (Tablo 5). Giinliik idrar atilimlan ise STZ
enjeksiyonundan 4 hafta sonra % 172, 12 hafta sonra % 479 oraminda artmuigtir (P <0,001)
(Tablo 4). Diyabet grubu sicanlarda deney Oncesi ve sonras: giinlik yem alimlarinda bir
fark saptanmamgtir (P> 0,05).

Kontrol ve diyabet grubu siganlara ait her iki grupta deney siiresince agirlik kazanmig
olmalarina ra§men diyabet grubu siganlar daha az agirlik kazanmiglardir (Tablo 3). Ancak
kontrol grubunda siirekli bir agirlik artis1 gézlenmigtir. Diyabetik sicanlarda ise, yedinci
haftadan sonra sabit bir viicut agirhii artigt saptanmigtir. Bu bulgularimiz Wohaieb ve‘
ark.min(113) bulgulanyla uyum igerisindedir. So6yle ki, aragtincilar, 12 hafta sonunda
kontrol grubunda yaklagtk %40’hk bir viicut agirh§inda artig, buna kargilik da diyabet
grubunda ise daha disiik viicut agirlig1 degisimleri saptamiglardir. Aynica Hidehiro(42),
kontrol ve diyabet grubu siganlarin giinlik yem alimlarinda bir fark olmadigim rapor
etmistir.

Bryan ve ark.(15) Richard ve ark.(86), diyabet grubu si¢anlarda idrar atilimlan artmig
olarak bulmuglardir. Yine Hidehiro(42), diyabet grubu sicanlarin giinlik su alimlarinin
kontrollere gore artmis olarak rapor etmisler fakat bunu istatiksel agidan anlamsiz olarak
bulmuslardir. Bulgulanimiz goriildiigii gibi verilen literatiirlerle uyum igerisinde oldugu
saptanmgtir.

Diyabetes mellitus, lipid ve protein metabolizma bozuklugunun eslik ettigi insiilin
eksikligi gosteren bir hastalikhktir. Olusan metabolizma bozuklugu zamanla vaskiiler,

periferik, somatik ve otonom sinir sisteminde bozukluklara neden olur. Vaskiiler

62



bozukluklari, siklikla bobrek ve retina basta olmak iizere cesitli dokularda kapiller
damarlar ve arterioller gibi kiigiik damarlar diizeyinde mikroanjiopati seklindedir veya
arteriosklerozun  hizlanmas1 sonucu gelisen makroanjiopatiler seklinde kendini
gostermektedir (55). Bu klinik sendromlann tiimii vaskiiler limende progressif bir daralma
ve bunu izleyen hedef organ yetersizligi, gibi ortak bir patofizyolojik 6zellik tagir.
Diyabetik damarlarda ekstraselliiler matrikste artis vardir. Ayrica retinal kapillerler basta
olmak iizere bir ¢ok dokuda bazal zar kahinlagmasi s6z konusudur. Renal glomeriillerde
mezengimal matriks geniglemistir ve kollajenin birikmesiyle artherosklerotik plaklar daha
da gelismektedir (15, 86, 87, 111). Aynca endotel hiicrelerde, mezengimal hiicrelerde ve
arteriyel diiz kas hiicrelerinde hipertrofi ve hiperplazi gelisti§i rapor edilmistir (55, 93).

Kalsiyumun genelde hiicre aktivasyonunda ozellikle beta hiicrelerinin uyari-salinim
ciftinde 6nemli sorumluluklar yiiklendigi gesitli arastincilar tarafindan rapor edilmigtir
(13, 23, 37, 60).

Kalsiyum normal insulin saliniminda temel rol oynamaktadir (13, 27). Kalsiyum
alintmindaki artma veya kalsiyumun diga attlimindaki azalma insiilin salinimina neden olan
glukoz derisimi ile baglantihdir. Insiilin salimmim degistiren ajanlar kalsiyum
alimimindaki degisiklere neden olur (36, 41). Kalsiyumun Langerhans adacik hiicrelerinde
subselliiler derisiminde rol oynayan sistemlerden en 6nemlisi kalsiyum adenozin-5’-
trifosfataz enzimidir (101). Bu nedenle enzimin negatif ve pozitif diizenlenmesi sitozolik
kalsiyum derisiminde azalma ve artmalara neden olmakta ve beta hiicrelerinin degisik
fonksiyonlar igin anahtar roli oynamaktadir.

Glukozun kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enziminin spesifik aktivitesini azalttif1
bildirilmesine karsiik (30, 101) mekanizmasi heniiz agikhik kazanmamistir. Bununla
beraber bu mekanizmalar arasinda adacik hiicrelerinin lipid tabakas: yag asidi yapimi ve
fosfolipidlerin 6nemli sorumluklar yiiklendigi diisiiniilmektedir. Glukoz artisina bagh
sitozolik kalsiyum derisiminde artma gosterilmistir (31).

Gagliardihe ve ark.(31), Claudio ve ark. (20). Barry ve Seymour (9). Rossi ve ark.
(92). Streptozotozin ile deneysel diyabet olusturulmus siganlardan izole edilen pankreas
Langerhans adacik hiicrelerinde kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enziminin spesifik
aktivitesini azalmig olarak rapor etmiglerdir. Bu aragtinicilar adacik hiicrelerini glukoz ile
inkiibe etmigler ve kalsiyum adenozin 5°-trifosfataz enziminin spesifik aktivitesini azalmig

olarak saptamiglardir (9, 20, 31, 92).
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Rossi ve ark.(93), Claudio ve ark.(20) kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enziminin
spesifik aktivitesini kaba homojenatta Barry ve Seymour(9) ise pankreasin adacik
hiicrelerinin differensiyal santrifiigasyonu ile ayirdiklari mikrozom fraksiyonunda
Olgiilmesini Onermislerdir. Bizde bu ¢aliymamizda adacik hiicrelerinden hazirlanan
mikrozom fraksiyonunda kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enzimine, magnezyum,
kalsiyum, adenozin-5’-trifosfat, pH ve 1smn etkisini ve gesitli saklama kosullarinda
enzimin genel yapisina ait degisiklikler olup olmadifim arasgtirdik. Aynica olusturulan
deneysel diyabetin in vivo ve in vitro glukozun enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
aragtinlmigtir.

Yapilan literatiir caligmasinda enzim aktivitesinin Ol¢iimiinde farkli inkiibasyon
kosullan 6nerildiginden (9, 11, 25, 65, 92, 103), ¢alismamizin ilk kademesinde si¢an
pankreas Langerhans adacik hiicresinden hazirlanan mikrozom fraksiyonundan kalsiyum
adenozin 5’-trifosfataz enzim aktivitesi i¢in labortuvarimiz kosullan igin de olabilecek en
uygun inkiibasyon ortaminin saptamlmas: amaglanmugtir.

Yaptigimiz ¢aligmada kalsiyum adenozin-5’-trifosfataz enziminin en uygun inkiibasyon
ortaminin adenozin-5’-trifosfataz i¢cin 3 mM, magnezyum kloriir i¢cin 6 mM, etilen diamin
tetra asetik asid i¢in 0,1 mM, kalsiyum kloriir i¢in 0,15 mM olarak saptanmigtir. Enzimin
optimal aktivitesini 37 °C ve P" 7.4 *de gosterdigi gozlenmistir.

Kalsiyam adenozin 5’-trifosfataz enzim aktivitesi igin saptadifimiz inkﬁbasyon'
kosullarinin Rossi ve ark. (92) ’de Claudio ve ark. (20) ile uyum igerisinde oldugu
gOoriilmiigtiir.

Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden saflagtinlan mikrozomal kalsiyum
adenozin 5’-trifosfataz enziminin en ideal saklama kosullarim1 saptamak amaci ile
hazirlanan enzim Ornekleri oda 1sisinda 4 hafta siire ile bekletilmistir. Bu saklama
kosullarinda enzim aktivitesi birinci hafta sonunda % 48,4, ikinci hafta sonunda % 82,8,
licincii hafta sonunda % 95,3 -azalmis ve dordiincii hafta sonunda enzim aktivitesi
olgiilememistir. Aym sekilde enzim 6rnekleri + 4 °C ’de bekletildiginde aktivitesi birinci,
ikinci, tiglinci ve dordiincii haftalarda sirasiyla % 9,3, % 12,5, % 21,8 ve % 31,2
oraninda azalmistir. - 4 °C ’de ise yine aym siireler iginde sirasiyla % 6,2, % 12,5, %
15,6 ve % 25 oraninda azalmstir(Tablo 7 ve Sekil 16).

Enzim aktivitesi - 20 °C *de bekletildiginde birinci, ikinci, liglincii ve dérdiincii haftlara
sirasiyla % 3,1, % 6,2, % 14,0 ve % 18,7 oraminda azalma gostermigtir. - 75 °C ’de
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saklanan Ca** ATPaz enziminin aktivitesinde bir hafta iginde bir degisiklik goriilmemisgtir.
Dérdiincii hafta sonunda ise % 6,2 oraninda azalma gostermistir(Tablo 7 ve Sekil 16).

Yine kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enziminin saklama kogullarim1 saptamak amaci
ile siganlarin pankreas dokularindan izole edilen | Langerhans adacik hiicrelerinden
hazirlanan kaba homojenat oda 1sisinda, + 4 °C, -4 °C, - 20 °C ve - 75 °C ’de bir ay
siire ile muhafaza edilmistir ve aktivite 6l¢limii yapilacagi giin bu adaciklardan enzim
saflastinlmigtir (Tablo 8 ve Sekil 17).

Oda 1s1s1nda enzim aktivitesi birinci haftanin sonunda % 59,3, ikinci haftanin sonunda
% 81,2 azalmig ve {giincii hafta sonunda ise enzim aktivitesi 6lgiilememistir. Ayni sekilde
adacik hiicresi + 4 °C ’de bekletildiinde enzim aktivitesi birinci, ikinci, liglincii ve
dérdiincii haftalarda siras1 ile % 9,3, % 15,6, % 40,6 ve % 46,8 oraninda azalmigtir. -
4 °C ’de ise aym siireler icinde siras1 ile % 12,5, % 15,6, % 37,5 ve % 40,6 oraninda
azalmistir. Adacik hiicresi - 20 °C de ve aym siireler iginde sirasiyla % 6,2, % 14,0, %
18,7 ve % 37,5 oraninda azalma géstermigtir. - 75 °C ’de saklanan adacik hiicresinde ise
enzim aktivitesi birinci, ikinci, liclincii ve dordiincii haftalarda sirasi ile % 3,1, % 9,3,
% 14,0 ve % 29,6 oraninda azalmig olarak bulunmustur
(Tablo 8 ve Sekil 17).

Goriildiigii gibi gerek - 20 °C ’de ve - 75 °C ’de saklanan enziminin aktivite
degisimleri birbirine ¢ok yakindir. Bu nedenle kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzimi ile
yapilacak olan ¢ahgmalarda - 20 °C ve 70 °C ’de saklanan preparatlarin kullanilabilecegi
izlenimi edinilmistir.

Yine goriildiigii gibi saflagtinnlan kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzimi - 20 °C ve -

75 °C mubhafaza edildiginde dordiincii hafta sonunda enzim aktivitesi sirasi ile % 18,7 ve
% 6,2 oranda azalmigtir. Oysa pankreas dokusu Langerhans adacik hiicresi olarak - 20 °C
ve - 75 °C ’de muhafaza edildiginde ise enzim aktivitesi siras1 ile % 77,5 ve% 29,6
oraninda azalmistir (Tablo 8 ve Sekil 17). Bu bulgumuz bize kalsiyum adenozin 5°-
trifosfataz enziminin saflagtiriimasinda taze pankreas hiicresinin kullanilmasi gerektigini
gostermektedir.

Calismamizda sigan pankreas adacik hiicrelerinden saflagtirilan kalsiyum adenozin 5°-
trifosfataz enzimi in vivo ve in vitro kosullarda olusturulan diyabet gruplarinda
caligslmistir. Diyabet grubu sicanlarda Ca*? ATPaz enzimi deney oncesine gore

streptezotozin enjeksiyonundan bir.hafta sonra % 65,0 oraminda inhibe oldugu saptinmisgtir
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(P<0.001) (Sekil 18). '

Aynca ¢aligmamizda degisik derisimlerde, glukozun kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz
enzimi tizerine etkisi in vitro olarak incelenmigtir. Ortémda glukoz yok iken enzim
aktivitesi 5,904+0,04 pmol Pi/mg protein/saat iken 2, 4, 8, 10,12, 14 ve 16 mM
derisimlerinde enzim aktivitesi sirasi ile % 22, % 36, % 69, % 80 ve %81 oraninda
azalmis olarak bulunmustur(Sekil 19).

Yaptigimiz literatiir caligmasindan siganlarda streptezotozin ile olusturulan diyabette
pankreas lipid peroksidasyon diizeylerine ait degigimler gosteren caliymaya
rastlamlmamigtir. Ancak streptezotozin-diyabetik siganlarinda bobrek ve retina lipid
peroksidasyon diizeylerinde yaklagik iki misli bir artig olabilecegi rapor edilmistir (73).
Ayrnica Armstrong ve Awadi (4) tarafindan retina lipid peroksidasyonunda zamana bagimh
olarak gbzlenen artigin retinopatinin giddeti ile baglantili olabilecegi savi ileri siiriilmiigtiir.
Yukandaki literatiirlarde bildirildigi izere bizde ¢aliymamizda pankreasta patolojik olarak
saptadifimiz hasardan lipid peroksidasyon diizeylerindeki artigin sorumlu olabilecegi
goriigiindeyiz.

Diyabetes Mellitus oksidatif reaksiyonlarda ve serbest radikal artiyi ile iligkili bir
hastaliktir(74). Normal fizyolojik kosullar altinda, serbest radikal iiretimi ve antioksidan
savunma sistemleri arasinda bir denge bulunmaktadir. Artmig oksidatif stres, serbest,
radikal iiretiminin artmasi ya da antioksidan savunma sistemlerinin aktivitelerinin azalmasi
sonucu meydana gelebilir ve diyabetik hastalarda bu her iki olay igin de delil mevcuttur
(52). Diyabet hastalarinda ve streptozotozin ile deneysel diyabet olusturulmus siganlarda
yapilan bir ¢ok galigmada artrmg malondialdehid diizeyleri rapor edilmigtir (25, 68, 78,
97, 108). Diyabette lipid peroksidasyonunda gézlenen bu artis diyabete bagh vaskiiler
hastaliklarin ortaya gtkmasinda baghica neden olabilecegi savi Lyons ve Kennedy tarafindan
ileri siirGlmiistir (58).

Diyabetik siganlarda saptadifimiz lipid peroksidasyon diizeylerindeki artigin literatiir
ile uyum igerisinde oldugu gozlenmistir. Morel ve Chilsolm(66) tarafindan rapor edildigi
iizere modelimizde lipid peroksidasyonunda gozlenen artigin hipertrigliseridemi ile
baglantil olabilecegi goriigiinii paylagmaktayiz.

Epidemiyolojik ¢aligmalar insan plasmasinda lipid peroksidasyon diizeylerinin artmast
hiperglisemi ve vaskiiler hastaliklarla baglantih olabilecegini gostermigtir.

Calismamizda kontrol ve diyabet grubu siganlarda lipid peroksidasyon diriinii olan
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malondialdehit diizeyleri incelenmistir. Kontrol grubu siganlarda deney Oncesi ve sonrasi
malondialdehid diizeylerinde bir fark saptanmamigtir. Diyabet grubu siganlarda ise
malondialdehid diizeyi deney 6ncesine goére STZ enjeksiyonundan 1 hafta sonra % 1207,0,
4 hafta vé 12 hafta sonra % 2638,0, oraninda artmig olarak bulunmustur (P <0.001)
(Sekil 20).

Fizyolojik kosullarda, serbest radikal iiretiminin bir ¢ok zararh etkisine kargi,
birgok antioksidan sistem koruma saglar. Zincir kinci antioksidanlar, lipid
peroksidasyonunda goriilen serbest radikallerle indiiklenmis zincir reaksiyonunu engeller
ve etkilerini direkt olarak radikalleri temizleyerek gosterirler. Diyabette serbest radikal
baglayici sistemlerde azalma oldugu belirlenmistir. Zincir kiric1 antioksidanlardan biri olan
askorbatin (C vitamini) diyabetik hastalarda tiikendigi, buna ek olarak oksidasyon uriinii
olan dehidroaskorbatin arttigi bildirilmistir. Bu nedenle, diyabette askorbat verilmesi
oksidatif stress ve serbest radikal hasarim azaltmada faydah olacag:i 6ne siiriilmiigtir.
Direkt olarak radikalleri temizlemesinin yanisira, askorbat verilmesinin bagka faydalan da
olabilir; askorbat protein glikozilasyonunu azaltir. Glikozilasyon diyabetik
komplikasyonlarda onemli bir rol alir ve diyabette askorbat kullanilmas: igin ek bir
nedendir.

Biyokimyasal diizeyde, oksidasyon ve glikozilasyon arasinda siki bir iligki vardir.
Glukoz ve diger karbonhidratlar, ozellikle gecis metalleri varhginda otooksidasyona'
ugrayarak hidroksil radikali ve protein glikozilasyonuna yol acabilecek dier reaktif
metabolitleri iiretebilirler. Hem askorbat, hem de tokoferoliin in vitro kosullarda
glikozilasyonu inhibe ettifi gosterilmistir. Tesfamariam ve ark.(1990) lipidde eriyebilen
antioksidan bir madde olan probukolle tedavi edilen tavsanlarnin aortalarinda yiiksek
glukozun olumsuz etkilerinin olmadifim saptamislardir (39,52,58,104).

Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya gikan hiicre hasanmin derecesi hiicre igindeki
savunma sistemlerinin etkinlik derecelerine bagli olmaktadir. Bu savunma sistemlerini
serbest radikal tutuculan ve baz1 enzimler olu5turfnaktad1r. Savunma iglevinde Oncelikle
enzim sistemi etkilidir. Ayrica glutatyon ve alfa tokoferol serbest radikal tutucusu olarak
gorev yapabilecegi ileri siiriilmiistiir (72, 74, 76). Alfa tokoferoliin antioksidan yapisi
radikal olugumunu artiran gesitli substratlarin peroksidasyon reaksiyonlarinin (6zellikle yag
metabolizmasinin) kontroliinde rol almasina neden olur (63). Asayama ve ark. (6), Gerster
(33) Doillet ve ark. (25) tarafindan streptozotozin ile deneysel diyabet olusturulmug
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sicanlarda ve diyabetik hastalarda azalmig alfa tokoferol diizeyleri rapor edilmigtir.

Cahismamizda kontrol ve diyabet grubu siganlarda serum alfa tokoferol diizeyleri
incelenmistir. Kontrol grubu siganlarda deney Oncesi ve deney sonrasi alfa tokoferol
diizeylerinde bir fark saptanmamig iken diyabet grubu siganlarda serum alfa tokoferol
diizeyleri deney oncesine gore streptozotozin enjeksiyonundan bir hafta sonra % 4,6, dort
hafta sonra % 41,0, 12 hafta sonra % 69,2 oraninda azalmi§ oldufu saptanmigtir
(P<0.001) (Sekil 21). Alfa tokoferol gibi dogal antioksidanlann diizeylerinin
streptozotozin enjeksiyonunu takiben gézlenen azaliglarinin viicut agirligindaki azalmayla
paralellik gosterebilecegi bugiin icin 6nemli bir tartisma konusudur (114).

Saptadifimiz bu bulgularimiz literatiir ile uyum igerisindedir. Ancak alfa tokoferol
diizeyinde saptadi$imiz bu azalmanin giderilmesi icin planliyacagimiz ileri ki ¢caligmalarda
diyabetik siganlarin alfa tokoferol ile beslenerek pankreasta saptadifimiz hasan aragtirmayi
planlamaktayiz.

Lipid peroksidasyonu zar yapisinin ve biitiinlii§iiniin bozulmasi, olusan serbest
radikallerin gesitli hiicre bilesenleri iizerine etkisi ve son {iriinlerin sitotoksik etkileri gibi
farkl yollarla hiicre hasarina neden olmaktadir (74). Zar lipid cift tabakasinda lokalize olan
fosfolipidlerin kalsiyum adenosin-5’-trifosfataz enzim sisteminin aktivitesi i¢in gerekli
oldugu, ancak lipid peroksidasyon iirlinleri zar yapisinin bozulmasina neden olarak
kalsiyum adenosin-5’-trifosfataz enzim sisteminin inhibisyonundan sorumlu o]abilecegi‘
izlenimi edinilmistir. Ayrica yiiksek derigimdeki glukozun ise hiicre zarlarinda fosfolipid
turnoveri, lipid tabakasi ve ya§ asidi kompozisyonunda degisimlere neden olarak kalsiyum
adenosin-5’-trifosfataz enzim aktivitesinin inhibisyonuna neden olabilecegi literatiir bilgileri
(9, 20, 31, 92) bu bulgumuzu desteklemektedir.

Bu nedenle diyabette artan lipid peroksidasyonu ve glukoz derigimine bagh olarak
kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz enzim aktivitesinin azaldi1, diyabette goriilen patolojik
olaylann gelismesinden sorumlu temel faktoriin, hiicrelerin uzun siireli hiperglisemiye
maruz kalmasindan ve hipergliseminin ya hiicresel metabolizma diizeyinde akut ve
reversibl degisikliklere, ya da baz1 stabil makromolekiiler diizeyinde kiimiilatif ve

irreversbl degisikliklere neden olarak doku hasan yaptif1 sonucuna varilmistir.

Sonug olarak diyebiliriz ki;
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1- Diyabet grubu sicanlarda kan ve idrar glukoz diizeyleri artmigtir.

2- Diyabet grubu siganlar kontrol grubu siganlara oranla daha az agirhk kazanmiglar

ve idrar atthmlan ise artmsgtir.

3- Pankreas Langerhans adacik hiicrelerinin ¢egitli fraksiyonlarinda kalsiyum adenozin

5’-trifosfataz enzim aktivitesi Olgiilmiistiir ve en yiiksek enzim aktivitesi mikrozomal

fraksiyonda saptanmistir.

4- Sican pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden saflagtinlan kalsiyum adenozin 5°-
trifosfataz enziminin en ideal saklama kosullarinin - 20 °C ve - 75 °C oldugu

bulunmugtur.

5- Sigan pankreas Langerhans adacik hiicrelerinden saflastirilan kalsiyum adenozin 5°-
trifosfataz enzimi igin en uygun inkiibasyon ortaminin 3 mM ATP, 6 mM MgCl,, 0,1 mM
EDTA, 0,15 mM CaCl, varh@inda pH 7,4 ve 37 °C oldugu saptanmigstir.

6- Diyabet grubu sicanlarda Ca** ATPaz enzimi aktivitesinin azaldifi, serum

malondialdehit diizeylerinin arttif1 ve serum a-tokoferol diizeylerinin azaldig1 gozlenmistir.

Caliymamizda elde edilen sonuglarimiza gbre diyabetik siganlarda artan glukoz
* derigimi hiicre zarlarinda fosfolipid turnoveri, lipid tabakasi yag asidi kompozisyonda
degisimlere, artan lipid peroksidasyonu ise zar yapisinin ve biitiinliiflinin bozulmasina
neden olarak, kalsiyum adenosin 5’ trifosfataz enzimini inhibe edebilecegi kanisina

varilmigtir,
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6. 07

Bu caliyma STZ ile deneysel diyabet olusturulan siganlarin pankreas Langerhans
adacik hiicrelerinde Ca** ATPaz enziminin incelenmesi amaci ile yapilnistr.

Deneylerimizde C.U. Deneysel Cerrahi ve Arastirma Merkezinden temin edilen Wistar
tiirii digi ve erkek siganlar kullanilmigtir,

Birinci asamada deneysel diyabet modeli olusturulmustur. Bu amag igin siganlara kg
bagina 65 mg STZ verilmistir. Kontrol ve diyabet grubu si¢anlarin kan glukoz, idrar
glukoz, giinliik su alimlar ve idrar atlimlan 6lgiilmiistiir. Ayrica kontrol ve diyabet grubu
sicanlara ait agirlik degisimleri izlenmigtir. Diyabet modelinin olugturulmasina ait 151k
mikroskobik ve histolojik incelemeler C.U. Patoloji Anabilim Dalr tarafindan yapilmstir.

Kontrol grubu siganlarin kan ve idrar glukoz diizeylerinde deney siiresince bir fark
saptanmamighir. Diyabet grubu sicanlarda ise STZ enjeksiyonundan sonra kan ve idrar
glukoz diizeylerinde anlamh bir artis oldugu saptanmigtir. Her iki gruba ait sicanlarin yem
ve su alimlaninda bir fark gézlenmemistir.

Diyabet grubu siganlarin giinliik idrar atihimlarinda kontrol grubuna gére anlamli bir
sekilde artig saptanmagtir.

Kontrol grubu ve diyabet grubu siganlarin agirhk degisimleri izlenmistir. Diyabet
grubu siganlar kontrol grubu siganlara oranla daha az agirhk kazanmistir. '

Diyabet grubu siganlara ait pankreas dokusunun isik mikroskobik incelemesinde
pankreas Langerhans adacik hiicrelerinde sayica azalma goriilmiistiir.

Caligmanin ikinci agamasinda siganlarin pankreas Langerhans adaciklan her pankreas
icin 7 mg kollogenaz ilave edilmek suretiyle izole edilmistir. Adaciklar mikroskop altinda
sayilarak tek tek toplanmigtir. |

Caligmamn tgiincii agamasinda adacik hiicrelerinden kalsiyum adenozin 5’-trifosfataz
enzimi saflaghriimigtir. Bu amag igin differansiyel santrifiigasyon uygulanarak mikrozom
fraksiyonu izole edilmistir. Differansiyel santrifiigasyon sirasinda elde edilen niikleus,
‘mitokondri, graniil ve mikrozom fraksiyonlarinda enzimin spesifik aktivitesi lciilmiis ve
en yiiksek enzim aktivitesi mikrozom fraksiyonunda bulunmustur. Mikrozom fraksiyon
enzimin saklama kosullar1 ve enzimin kinetik ¢aligmalan igin kullanilmistir.

Enzim icin en uygun saklama kosulunu saptamak amaci izole edilen pankreas

Langerhans adacik hiicreleri ve saflagtinlms enzim oda 1sisinda, -4 °C, + 4 °C ve - 70
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°C *de bir ay saklanmug ve her hafta enzimin spesifik aktivitesi 6lglilmiistiir.

Oda 1sisinda bir hafta sonra enzim aktivitesi Olgiilememigtir. Enzim aktivitesi
baglangigta 6.2 umol Pi/mg protein/saat, - 20 °C ’de bir ay sonra 5.2 pmol Pi/mg
protein/saat, -70 °C ’de bir ay sonra 5,6 pmol Pi/mg protein/saat olarak bulunmustur.

Calismamuzin bir diger asamasinda glukoz, kalsiyum, magnezyum, EDTA ve adenozin
5’-trifosfat *1n gesitli derigimlerinin Ca** ATPaz enziminin spesifik aktivitesi iizerine
etkisi in vitro olarak incelenmigtir.

Ortamda hi¢ glukoz bulunmaz iken Ca** ATPaz enzimine ait spesifik aktivite
5,940,34 umol/Pi/mg protein/saat iken 16 mM glukoz konsantrasyonunda enzimin spesifik
aktivitesi 1,10+0,05 pmol Pi/mg protein/saat olarak bulunmustur.

Ca** ATPaz enzimine ait en yiiksek spesifik aktivite 0,15 mM Ca**, 6 mM Mg**,
0,1 mM EDTA, 3 mM adenozin trifosfat varlifinda bulunmustur.

Ayrica galigmalanmizi tamamlayici olarak kontrol ve diyabet grubu siganlara ait lipid
peroksidasyonu iiriinii olan malondialdehit ve alfa tokoferol diizeyleri dl¢iilmiistiir.

Diyabet grubu sicanlara ait malondialdehit diizeyleri kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda istatiksel agidan anlamh olarak artmigtir. Alfa tokoferol diizeyleri ise
diyabet grubunda istatiksel olarak anlamh bir sekilde azalmig olarak bulunmustur.

Calismamizda elde ettifimiz sonuglarimiza gore artan lipid peroksidasyonu zar
yapisinin ve biitlinligliniin bozulmasina artmig glukoz derigimi ise hiicre zarlarinda
fosfolipid turnoveri lipid tabakas: ve yag asidi kompozisyonunda degigimlere neden olarak

Ca** ATPaz enzimini inhibe ettigi sonucuna vanlmisgtir.

Anahtar kelimeter: Streptozozin, diybetik sican, pankreas, Ca™*ATPaz.
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7. ABSTRACT

This study was carried out to determine Ca*? ATPase activity in pancreatic islet cells
of streptozocin (STZ) induced diabetic rats.

Wistar rats of both sexes, which were kindly provided by Experimental Surgery
Research Center of Cukurova University, were ased in the experriments.

In the first step, experimental diabetes was induced. With this purpose, rats were given
65 mg/kg STZ. Blood and urine glucose levels daily water consumption, urinary outputs
and changes in body weights measured in control and test groups. Pathological
examinations were performed at pathology department of Cukurova University.

Blood glucose levels were 104 +9 and 407 +41 mg/dl in the control and diabetic rats,
respectively. Pellet and water consumption were significantly different between both
groups.

Urinary glucose level was estimated as 0,06410,07 in the controls where as it
increased to 5,6+0,82 mg/day in the diabetic rats. Urinary output also increased in
‘diabetic rats (9,5+1,3 ml/day and 17,5+1,40 ml/day for the controls and diabetics,
respectively).

Diabetic rats gained weight less than the controls did. In diabetic rats,
histopathological examination revealed reduction in islet cell number, and thickening of
basal membrane 4 weeks after administration of STZ.

In the second step, pancreatic islets were purified by addition of 7 mg collagenase oud
collected under light-microspose.

In the third step, adenosin triphosphatase was purified from islets cells. Microsomal
fraction was isolated by differential centrifugation following which spesific enzyme activity
was determined in various fractions such as nucleus, mitochondria, granule microsomes.
The highest enzyme activity was retained in the microsomal fraction. For this reason, the
conditions for preserving the enzyme kinetics were investigated in microsomal fraction.

To determine the optimal conditions for storing the enzyme, isolated islet cells the
enzyme purified from islet cells were kept at room temperature, - 4 °C, + 4 °C and - 70
°C for 1 month. Specific activity of the enzyme was measured every week.

No activity was found after keeping the samples at room temperature. Enzyme activity

was 6,2 umol Pi/mg protein/hour initially, 5,2 umdl Pi/mg protein/hour and 5,6 pmol
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Pi/mg protein/hour later keeping at - 75 and - 20 °C respectively.

In the fourth stop in vitro Ca*? ATPase activity was measured in various
concentrations of glucose, calcium, magnesium, EDTA, ATP.

Ca-ATPase activity was 5,9+0,34 in glucose lacking-medium. When glucose
concentration was raised to 16 mM, Ca ATPase activity fell to 1,11+0,05 pmol Pi/ml

prot./ hours.
The highest enzyme activity was found in the presence of 0,15 mMol Ca*?, 6 mMol

Mg*?2 0,1 mMol EDTA, 3 mM ATP.

Furthermore, we also measured blood levels a-tokoferol and malondialdehyde (MDA),
an end-product of lipid peroxidation. MDA levels increased and «-tokoferol levels
decreased significant in the test group its compared with the control groups.

According to our results, enhanced lipid peroxidation may impair membrane structure
and integrity. Increase in glucose concentration may alter phospholipid turn-over as weel

as fatty acid composition of the membrane and thus inhibit Ca*? ATPase activity.

Key words: Streptezotocin, diabetic rats, pancreas, Ca**ATPase
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