T.C.
ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
FiZYOLOJIi ANABILiM DALI

DENEYSEL DIABET OLUSTURULAN SICANLARDA
KALP VE iSKELET KASI NRF-2 YAPIMI VE
OKSIDATIF STRES UZERINE MELATONININ
ETKISININ INCELENMESI

Salim OZENOGLU

YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi inci TURAN

ZONGULDAK
2019



T.C.
ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
FiZYOLOJIi ANABILiM DALI

DENEYSEL DIABET OLUSTURULAN SICANLARDA
KALP VE iSKELET KASI NRF-2 YAPIMI VE
OKSIDATIF STRES UZERINE MELATONININ
ETKISININ INCELENMESI

Salim OZENOGLU

YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi inci TURAN

ZONGULDAK
2019



KABUL ve ONAY :

“DENEYSEL DIABET OLUSTURULAN SICANLARDA KALP VE ISKELET
KASI NRF-2 YAPIMI VE OKSIDATIF STRES UZERINE MELATONININ
ETKISININ INCELENMESI” bashikh bu c¢alisma jiirimiz tarafindan
degerlendirilerek, Fizyoloji Anabilim Dali Fizyoloji Yiiksek Lisans Programi yiiksek
lisans tezi olarak kabul edilmistir.

26.06.2019

Baskan : Prof. Dr. Hale SAYAN OZACMAK W
Uye : Prof. Dr. Serif DEMIR

Uye : Dr. Ogretim Uyesi Inci TURAN (Damisman ;
ONAY :

Yukaridaki imzalarin, adi gegen 6@retim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

TARIH: 26.06.2019

Prof. Df. Veysel Haktan OZACMAK

Saghk Bilimleri Enstitii Miidiirii



ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim siiresinde akademik bilgi ve deneyimlerini benimle
paylasan, yol gosteren ve destek olan degerli hocalarim Biilent Ecevit Universitesi
Fizyoloji Anabilim dali 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Hale SAYAN OZACMAK ve Prof.
Dr. Veysel Haktan OZACMAK’ a,

Her alanda biiylik destek gordiigiim, akademik bilgi ve deneyimiyle yol
gosteren ve bana cok sey katan, ilgili ve sefkatli yaklagimiyla beni siirekli motive

eden degerli danigsman hocam Dr. Ogr. Uyesi Inci TURAN’a,

Yiiksek lisans egitimi ve deney siirecinde yardimlarini esirgemeyen, birlikte
egitim aldigimiz arkadaslarim Meryem ERGENC’e, Osman CENGIL’e ve Birgiil
ALTUG’a,

Zonguldak Atatiirk Devlet Hastanesi fizik tedavi iinitesindeki c¢alisma

arkadaglarima,

Her alanda gosterdikleri destegi yiiksek lisans egitimim siiresinde de

gosteren, haklarini asla 6deyemeyecegim sevgili annem, babam ve kardesime,

Hayattaki en biiyiik sansim, varliinda huzuru buldugum, en kiymetlim
sevgili esim Aysegiill OZENOGLU’na ve onun bana hediyesi, mutluluk kaynagim

canim kizim Defne’ye ¢ok tesekkiir ederim. Iyi ki varsmiz.

Bu calisma Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. (BAP No: 2016-
26259946-02)

Salim OZENOGLU
ZONGULDAK,2019



OZET

Salim Ozenoglu, Deneysel Diabet Olusturulan Sicanlarda Kalp ve Iskelet Kasi
NRF2 Yapimi ve Oksidatif Stres Uzerine Melatoninin Etkisinin incelenmesi,
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji
Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak 2019.

Diyabetes mellitiis (DM) kronik hiperglisemi ile giden epidemik bir hastaliktir. Kronik
hiperglisemi serbest oksijen radikallerinin (ROS) yapimu ile birliktedir. Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (NRF2) redoks duyarli transkripsiyon faktoriidiir ve pek
cok antioksidan enzimin gen yapimini kontrol eder. Melatoninin deneysel modellerde
diyabetik noropatide koruyucu oldugu gosterilmistir. Amacimiz deneysel diyabet
olusturulan siganlarda iskelet ve kalp kasinda melatoninin NRF2 diizeyleri ile oksidatif
stres diizeylerine etkisini incelemektir. Caligmamizda 36 adet Wistar-albino sigan dort
gruba ayrildi. 1) Kontrol+serum fizyolojik (SF) grubu (n=8), 2) Kontrol+melatonin
grubu (n=8), 3) Diyabet+SF grubu (n=10), 4) Diyabet+melatonin grubu (n=10).
Diyabet olusturmak i¢in tek doz intraperitoneal (IP) streptozotosin (STZ) 60mg/kg
dozunda uygulandi. Melatonin uygulamasi (10 mg/kg, IP) 28 giin boyunca uyguland.
Bu siirenin  sonunda sicanlarin  kalp ve iskelet dokular1 almarak lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak malondialdehid (MDA), antioksidan gosterge
olarak indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri spektrofotometrik olarak incelendi.
Dokularda NRF2 ve tioredoksin (TRX) diizeyleri ELISA yontemi ile Olgiildi.
Diyabetik grubun iskelet ve kalp kast MDA diizeyleri kontrol gruplarina gore yiiksek
bulunurken, melatonin tedavisi sonrast bu degerin anlamli diizeyde azaldig1
gdzlenmistir (p<0.05). Iskelet kas1t GSH seviyesi melatonin uygulanan diyabetik grupta
sadece diyabet grubuna gore yiiksek bulunmustur. Diyabetik grupta iskelet kast NRF2
diizeyleri kontrol gruplaria gore diisiik bulunmustur. Bu azalma melatonin tedavisi ile
kontrol degerlerine yiikselmistir. Kalp kast NRF2 diizeylerinde diyabet grubunda
diistikliik goriilmesine ragmen bu farkliligin anlamli olmadig1 saptanmistir. TRX
seviyelerinde iskelet kasinda gruplar arasinda farklilik gézlenmemistir. Kalp kas1 TRX
seviyeleri diyabet grubunda diigiik bulunurken melatonin uygulamasi ile ytlikselmistir
(p<0.05). Calisgmamizin sonuglart melatonin tedavisinin diyabetle ortaya ¢ikan
oksidatif stresi iskelet kasinda NRF2 yolag1 ile kalp kasinda ise TRX yolag: ile

azaltabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler; Melatonin, Diabetes Mellitiis, NRF2, TRX, Rat, Oksidatif Stres



ABSTRACT

Salim Ozenoglu, The Effects of Melatonin on Nrf2 Expression and Oxidative
Stress in Heart Muscle and Skeletal Muscle in Rats With Experimental
Diabetes, Zonguldak Biilent Ecevit University, Institute of Health Sciences,
Department of Physiology, Master of Science Thesis, Zonguldak, 2019.

Diabetes mellitus (DM) is an epidemic disease associated with chronic
hyperglycemia. Chronic hyperglycemia is associated with the production of free
oxygen radicals (ROS). Nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (NRF2) is a redox
sensitive transcription factor and controls gene production of many antioxidant
enzymes. Melatonin has been shown to be protective in diabetic neuropathy in
experimental models. The aim of this study was to investigate the effect of melatonin
on NRF2 levels and oxidative stres levels in skeletal muscle and heart muscle in
experimental diabetes-induced rats. 36 Wistar albino rats were divided into four
groups. 1) Control+isotonic solution (SF) group (n=8), 2) control+melatonin group
(n=8), 3) Diabetes+SF group (n=10), 4) Diabetes+melatonin group (n=10). A single
dose of intraperitoneal streptozotocin (STZ) was administered at a dose of 60 mg/kg.
Melatonin treatment (10 mg/kg, IP) was administered for 28 days. At the end of this
period, malondialdenyde (MDA) level as an indicator of lipid peroxidation and
reduced glutathione levels (GSH) were determined by spectrophotometry. NRF2 and
thioredoxin (TRX) levels were measured by ELISA. MDA levels of the diabetic
group were higher than the control groups and this value was significantly decreased
after melatonin treatment (p<0.05). Skeletal muscle GSH levels in the melatonin
treated diabetic group was significantly higher than the diabetic group. In the diabetic
group, skeletal muscle NRF2 levels were found lower than normoglycemic control
groups. Melatonin treatment increased this value to control levels. Although NRF2
levels of heart muscle in the diabetes group was found to be decreased, the
differences was not statistically significant. No difference was observed between the
groups in skeletal muscle in TRX levels. In the diabetes group, heart muscle TRX
levels were lower than control groups and melatonin administration increased this
level (p<0.05). The results of our study indicate that melatonin treatment can reduce
the oxidative stres induced with diabetes by NRF2 pathway in skeletal muscle and by

TRX pathway in cardiac muscle.

Keywords; Melatonin, Diabetes Mellitus, NRF2, TRX, Rat, Oxidative Stress
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ADA Amerikan Diyabet Birligi

ADP Adenozin difosfat

AGE Ileri glikasyon son iiriinleri

ARE Antioksidan responsive element

ATP Adenozin trifosfat

CAT Katalaz

DAG Diagilgliserol

DM Diyabetes mellitus

ELISA Enzyme-linked immiin sorbent assay
eNOS Endotel nitrik oksit sentaz

ETZ Elektron transfer sistemi

FADH Flavin adenin dintikleotid

GPx Glutatyon peroksidaz

GSH Indirgenmis glutatyon

HO-1 Hem oksijenaz-1

IDDM Insiiline bagimli diyabetes mellitus

ip Intraperitoneal

KEAP-1 Kelch-like ECH-associated protein-1
MDA Malondialdehit

NAD+ Nikotinamid adenin diniikleotidin yiikseltgenmis hali
NADH Nikotinamid adenin diniikleotid

NADPH Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NF-kB Niiklear faktor kappa B

NIDDM Insiiline bagimli olmayan diyabetes mellitiis
NO Nitrik oksit

NQO1 Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat kinon oksidorediiktaz
NRF2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
PBS Fosfat tampon soliisyonu

PKC Protein kinaz C

ROS Reaktif oksijen tiirleri

SOD Stiperoksit dismutaz

STZ Streptozotosin

TGF-p1 Transforming growth faktor beta-1



TRX Tioredoksin
TURDEP Tiirk diyabet epidemiyoloji ¢aligsma grubu
VEGF Vaskiiler endotel growth faktor
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1. GIRIS

Diabetes mellitiis (DM) kronik hiperglisemi ile giden epidemik bir hastaliktir.
Kronik hiperglisemi serbest oksijen radikallerinin yapimi ile birliktedir ve bobrek,
beyin, goz, sinir sistemi, kan damarlari, kalp gibi organlarda oksidatif stres artis ile
uzun donemde patolojik degisiklikler, organ disfonksiyonu ve organ yetmezliklerine
neden olmaktadir (1). Yikselmis kan glukoz seviyesi proinflamatuar sitokinlerin
yapimini uyartr, lipit peroksidasyonu ve apoptotik siireci aktive ederek cesitli diyabet
komplikasyonlarina neden olur. Diyabetik kosullarda beyin dokusunda inflamatuar
sitokinlerin salmimi ve oksidatif stres artmaktadir. Insan ve deney hayvanlarinda
oksidatif stresin lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasari ile noronal
6liimde santral rol oynadigi saptanmistir (2). Artan hiicresel stres ve kardiyomiyosit
apoptozisi, DM ile ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler komplikasyonlardan sorumlu
tutulmaktadir (3).

NRF2 redoks duyarli transkripsiyon faktoridir ve pek c¢ok antioksidan
enzimin ve faz II detoksifikasyon enzimlerinin gen yapimini kontrol eder. Bu
enzimler arasinda NADPH quinine oksideoreduktaz 1, hem oksijenaz 1 (HO-1),
gama glutamil sentetaz, siiperoksit dismutaz (SOD) ve thioredoksin (TRX) yer alir.
Fizyolojik kosullarda Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) sitozolik bir
protein olan Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP-1) ile kontrol edilir.
Oksidatif stres artist ile NRF2’nin aktivasyonu sonrasinda NRF2, KEAP-1’den
ayrilarak niikleusda bulunan antioksidan responsive element (ARE)’e baglanir.
NRF2 sinyalinin  aktivasyonu diyabetin  periferal  komplikasyonlarmnin
engellenmesinde 6nemli yere sahiptir (4, 5). NRF2 hiicrede indirgenmis glutatyon
(GSH) miktarinin kontroliinde ve redoks homeostazisinin korunmasinda énemlidir.
TRX ve GSH oksidatif stresle olusan sitotoksisiteden hiicreleri koruyan major tiyol
antioksidanlardir. TRX major olarak endotel hiicreleri tarafindan yapilir ve hiicreleri
oksidatif strese karsi korur. Aymi zamanda TRX hiicrelerde HO-1 yapimini da
kontrol eder (5).

DM ile ortaya ¢ikan mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin
olusumunda oksidatif stresin onemli rol oynadigi bildirilmektedir. DM; beyin,
bobrek, kalp, pankreas gibi pek cok dokuda oksidatif stres artisi ile fonksiyon
bozukluklarina neden olmaktadir. Kronik hiperglisemi ile artan serbest oksijen



radikalleri diyabetik kardiomiyopati gelisimine neden olur (6). Melatonin
uygulamasinin diyabetik si¢an retinasinda NRF2 miktarinin azalmasini engelleyerek
oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir. Diyabette NRF2 aktivasyonu ile oksidatif
stresin engellenmesi son zamanlarda diyabet komplikasyonlarinin azaltilmasinda yer
almaktadir (7).

DM kas yapisinida etkilemektedir. Diyabetik miyopati fiziksel aktivite ve
kas kitle ve gliciinii azaltarak diyabetik komplikasyonlarin artisina neden olmaktadir.
Diyabetik miyopatide kas liflerinin sayisinda azalma, atrofi ve kapiller yogunlukta
azalma gozlenmektedir (8). Ayrica artan oksidatif stres ve inflamatuar cevap insiilin
direncinin olusumunda rol alir (9). Iskelet kasinda hiperinsiilinemi, hiperlipidemi,
glukokortikoid ve inflamatuar sitokinler gibi cesitli nedenlerle glukoz dagiliminin
bozulmasi serbest oksijen radikalleri (ROS) yapiminin artisi ile sonug¢lanmaktadir
(10). Ding ve arkadaglari (11) diyabetik si¢anlarda bir antioksidan olan
proantosiyanidin kullanimmin diyabetle ortaya ¢ikan iskelet kasi hasarini azaltmada
etkili oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde SOD yapiminin arttigi farelerde

iskelet kasinda oksidatif stres ve insiilin direncinin azaldig1 da saptanmistir (10).

Melatonin glukoz metabolizmasin1 kontrol edici etkilere sahiptir ve
pinealektomili hayvanlarda insiilin direnci gelismektedir. Melatoninin diyabetik
hayvanlarda insiilin direncini azaltmada etkili oldugu gosterilmistir. Melatonin
tedavisinin obezite ve diyabet ile olusan komplikasyonlarin engellenmesinde yararli

etkiler gosterdigi saptanmustir (12, 13).

DM, oksidatif stresin arttigt ve antioksidan savunma mekanizmalarin
azalmasi ile karakterize yaygin bir hastaliktir. Artmig oksidatif stres ve azalmis
antioksidan enzim aktivitesi diyabetli hastalarda cesitli organlarin etkilenmesine
neden olmaktadir (1). Cesitli deneysel ¢alismalarda melatonin hormonunun
antioksidan enzim diizeylerini artirdigt ve antiinflamatuar etkileri gosterilmistir.
Ayrica diyabetle ortaya c¢ikan komplikasyonlar1 azaltmada etkili oldugu da
bildirilmektedir  (12). NRF2 sinyalinin  aktivasyonu  diyabetin  gesitli
komplikasyonlarini1 6nlemede etkili oldugu bildirilmistir (7). Bu ¢alismanin amaci
diyabetik siganlarda antioksidan ve antiinflamatuar etkileri oldugu bilinen melatonin
uygulamasinin iskelet ve kalp kast NRF2 diizeyleri ve oksidatif stres {izerine

etkilerini incelemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diyabetin Tanimi

DM insiilin sekresyonunun veya aktivitesinin bozulmas1 ya da her ikisinin
birlikte goriilmesi durumu sonucu, kronik hiperglisemi ile karakterize metabolik bir
hastaliktir. Kronik hiperglisemi &zellikle sinirler, gbz, bobrek, kalp ve kan

damarlarinda diyabetle birlikte olusan hasar ve disfonksiyonlarla iliskilendirilir (14).

Poliiiri, polidipsi ve kilo kaybi diyabetin karakteristik semptomlaridir. Daha
ciddi formlarinda ketoasidoz veya non-ketotik hiperosmolar durumlar ortaya

cikabilir, bayginlik veya komayla sonuglanabilir. Tedavi edilmez ise dliime kadar
gidebilir (15).

DM olusumunda pankreas beta hiicrelerinin otoimmiin yikimi sonucu insiilin
eksikligi ve gesitli anormallikler sonucu insiiline kars1 direng olusmasi gibi patolojik
siiregler rol oynar. Insiilinin hedef dokuda etkinliginin azalmasma bagli olarak

karbonhidrat, yag ve protein metabolizmas1 bozulur (14).

2.2. Diyabetin Tarihgesi

DM, ilk olarak milattan nce 1500 yillarinda eski misir papiriislerinde idrarin

sekerli olmasi ve fazla idrara ¢ikilmasi durumlariyla tanimlanmistir (16).

Eski yunan hekimleri bu durumun esas semptomlarindan fazla miktarda
idrara ¢ikma durumuna atifta bulunarak, sifon anlamina gelen diyabet sozciiglinii
kullandilar ve iki farkl tipini tanimladilar. Idrarin sekerli tada sahip oldugu durumda
bal anlamindaki ‘mel’ sozciigiinii kullanarak DM, idrarin tatsiz oldugu durumu
tanimlamak amaci ile diabetes insipidus kullanildi. Diabetes insipidus vazopressin
hormonu kaynakli bozukluklar i¢in kullanilirken, diyabet sozciigii DM ile birbirinin

yerine es anlamli olarak kullanilmaktadir (16, 17).

Paul Langerhans pankreas adaciklarini bulmus (1960), Claud-Bernard ise
diyabetin noro-hormonal mekanizmasini tanimlamistir (1875). 1889’da V. Mering ve
Minkowski pankreaktomi yapilan kdpekte diyabet gelistigini belirlemis ve diyabetin
pankreasla iligkisine 6nemli bir kanmit sunmuslardir. 1922°de Banting ve Best

pankreastan insiilin izolasyonu ve insiilinin klinik kullanimi ile hastaligin tedavisine



yeni katkilar sundular. Sonraki yillarda oral uygulanan hipoglisemik ajan denemeleri,

1955°de tolbutamide ve carbutamide ile basariya ulasmistir (16, 18, 19).

2.3. Epidemiyoloji

Yetiskinlerde 2010 yili i¢in diyabet prevalanst 285 milyon kisiye tekabiil
eden %6,4’tiir ve bu oran ve sayilarin 2030 yilinda %7,7 ile 439 milyon kisiye
ulagmas1 Ongoriilmiistiir. Diyabetin 2010 ile 2030 yillar1 arasindaki artis orani
gelismis ilkelerde %20 iken gelismekte olan iilkelerde %69 olarak tahmin
edilmektedir (20). Diyabet tiim cografyada yaygin olarak goriilmesine ragmen siklig1
baz1 bolgelerde degisiklik gosterir. Alaska ve Gronland’da ¢ok seyrek goriilmesine

karsin Pima yerlilerinde, Arizona ve Malta’da ¢ok sik goriiliir (16).

Tirk diyabet epidemiyoloji calisma grubu (TURDEP) tarafindan 2002 yilinda
yayinlanan verilere gore Tirkiye’de diyabet prevalansi %7.2, bozulmus glukoz
toleransi icin ise %6.7 olarak belirlenmistir (21). On iki yil sonra benzer yontemle
yapilan ¢alismada (TURDEP) diyabet prevelansinin %90 artarak %13.7 oranina
ulastig1 gorilmistiir (22).

Dengesiz beslenme, obezite, sik hamilelik, enfeksiyonlar, ameliyat ve
anestezi stresi, genetik ve bilingsiz ila¢ kullanimi diyabetin sikligini arttiran

faktorlerdir (16).

2.4. Diyabetin Siiflandirilmasi

Diyabetik hastalar smiflandirilirken o anki mevcut kosullara bagli olarak
degerlendirilir ve hasta sadece bir sinifa ait olmayabilir (1). Gegen yillar iginde tani
siniflandirma konusunda bazi degisiklikler olmustur. Amerikan Diyabet Birligi
(ADA) 1997 yilinda kriterler yaymlamis sonrasinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
1999 yilinda bu kriterleri kiigiik degisikliklerle benimsemistir (15, 23, 24).

Diyabetin etyolojik siniflamasinda dort klinik tip bulunmaktadir. Tip 1
diyabet, tip 2 diyabet ve gestasyonel diyabet primer, diger spesifik diyabet tipleri ise

sekonder olarak bilinir (24).



2.4.1. Tip 1 diyabet

Pankreas beta hiicrelerinin hasar1 sonucu mutlak insiilin eksikligi seklinde
ortaya c¢ikan diyabet tip 1 diyabet veya insiilin gerekliligine isaret eden insiiline
bagimli diyabetes mellitus (IDDM) olarak isimlendirilir. Tip 1 diyabet genelde 30
yas altinda ortaya ¢ikar ve bu yiizden jiivenil diyabetes mellitus da denilmektedir.
Okul c¢ag1 (6 yas), puberte donemi (13 yas) ve gec¢ adolasan donemde (20 yas)
goriilme siklig1 artar. Diyabete iliskin semptomlar (polidipsi, poliiiri, kilo kaybi, agiz
kurulugu) aniden ortaya ¢ikar. Hastalar obez degildir, genellikle zayif ya da normal
kilodadir. Ketozis ve asidoza yatkinliklar1 yiiksektir. DM tanis1 almis hastalarin %5-
10’luk kismini olustururlar (17, 24, 25).

Insiilin eksikligi hastalarin %90’inda immiin kaynakli, geriye kalaninda ise

idiopatik olarak gelisir (24).

Genetik yatkinlig1r olan kisilerde stres, viriisler ve toksinler gibi g¢evresel
faktorlerin otoimmiiniteyi tetiklemesi sonucu pankreas beta hiicre hasar1 baslar ve tip
1A immiin kaynakli diyabet olusur (24). Kanda beta hiicrelerinin yikimina neden
olan adacik hiicresi antikoru (Islet Cell Antibodies, ICA), glutamik asit
dekarboksilaza kars1 gelisen antikorlar (GAD65) ve tirozinfosfataz antikorlar1 (1A-2
ve |A-2b) gibi otoimmiin belirteglerden bir veya genellikle birden fazlasi bulunur
(14).

Tip 1 diyabet iizerinde genetik faktorlerin etkisi biiyliktir. Tek yumurta
ikizlerinde eger ikizlerden biri hastaysa digerinin de hasta olma olasiligr %33’tiir
(17). 6. Kromozomda bulunan insan 16kosit antijeninin (HLA) haplotipleri diyabetle
iligkilidir. DQA, DRB ve DRB genleri tip 1 diyabet gelisiminde etkiliyken, HLA-
DR/DQ allellerinin diyabete karsi koruyucu roli vardir (14).

Beta hiicreleri hasar gdérmeden erken donemde hastalik teshis edilirse,
siklosporin gibi bazi ilaglarla bagisiklik sisteminin baskilanmasi saglanip, tip 1A
diyabet tedavi edilebilmektedir (17). Tip 1A diyabetliler myastenia graves,
hashimato tiroiditi, addison, vitiligo, ¢Olyak gibi diger otoimmiin hastaliklara
egilimlidirler (14).

Tip 1 diyabetli bireylerin ¢ok kiigiik bir kisminda hig¢bir otoimmiin belirti

goriilmemesine ragmen insiilinopeni ve ketoasidoza yatkinlik goriliir. Diyabetin bu



formu idiopatik diyabet veya tip 1B diyabet olarak adlandirilir. Bu tiir hastalarin
cogu afrika ve asya kokenlidir (14, 15).

2.4.2. Tip 2 diyabet

Tip 2 diyabetli bireylerde insiilin direnci ve mutlak bir insiilin yoklugundan
ziyade goreceli olarak eksiklik goriiliir. Tiim diyabetli bireylerin yaklasik %90-951ni
olusturur (14). Daha 6nce, genellikle 30 yas iistii bireylerde goriildiigl i¢in eriskin
baslangi¢h diyabet ve genellikle hayatta kalmak i¢in insiilin tedavisine ihtiyaglari
olmadigi i¢in insiilin bagimli olmayan diyabet (NIDDM) olarak isimlendirilmistir

(14, 24).

Susuzluk hissi ve agiz kurulugu, sik idrara ¢ikma, bulanik gérme, yavas
iyilesen yaralar, tekrarlayan enfeksiyonlar gibi semptomlar ile tip 1 diyabete
benzeyen semptomlari olmasina karsin, tip 2 diyabetin baslangic asamasindaki yavas
seyri akut metabolik bir hastalik tablosu olusturmaz. Bu durum hastaligin ge¢ teshis

edilmesine sebebiyet verir (26).

Tip 2 diyabet olusumunda metabolik ve genetik faktorler ortak rol oynar. Aile
de diyabet Oykiisii, etnik koken, artan yagla birlikte gestasyonel diyabet Oykiisii,
sigara kullanimi, sedanter yasam, sagliksiz beslenme ve fazla kilo ve obezite tip 2
diyabet riskini arttirir (15). Obezite insiilin direncini arttirir bu tip diyabetli hastalarin
¢ogu obezdir. Obez olmayan hastalarda ise karin bolgesinde artmis yag dokusu

dikkat ¢ekmektedir (14).

Pankreas, beyin, kas dokusu, bobrek ve yag dokusu gibi birden ¢ok organi
etkiler. Karacigerde artmis glukoz iretimi, iskelet kasinda glukozun geri alim
mekanizmasinda azalma, pankreas alfa hiicrelerinde artmis glukagon salgisi,
bobreklerde artan glukoz tutulmasi, yag hiicrelerinde artan lipoliz ve hipotalamik
insiilin direncindeki artis gibi patofizyolojik mekanizmalar ile organ ve dokular

etkiler (27).

2.5. Diyabetin Komplikasyonlari

Diyabet bircok komplikasyonu da beraberinde getirir. Hiperglisemiden
kaynaklanan ve sonucu oliime varabilen diyabetik ketoasidoz ile koma tablosu

olusturan hipoglisemi gibi akut metabolik komplikasyonlar olusabilir. Uzun



donemde ise yikict etkileri olan mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar
gozlenir (28). Nefropati, ndropati ve retinopati diyabetin 6zgiin mikrovaskiiler

patolojilerini olusturur.

Makrovaskiiler komplikasyonlar ¢ogunlukla ateroskleroz kaynakli gelisir.
Kardiyovaskiiler patolojiler sonrast miyokard infarktiisii, serebrovaskiiler patolojiler
sonrast inme ve periferik vaskiiler hastaliklar baslica makrovaskiiler
komplikasyonlar1 olusturur. Demans, depresyon, diyabetik ayak ve cinsel problemler

diyabetin diger komplikasyonlarindandir (28-30).

2.6. Diyabet ve Kalp Kasi

Diyabetik hastalarda diyabetik komplikasyonlar morbitide ve mortaliteye
neden olur. Diyabetik kardiyovaskiiler hastaliklar baslica 6liim nedenidir (31).
Artmis ateroskleroz nedeniyle olusan koroner arter hastaligi, kardiyak otonom

noropati ve diyabetik kardiyomiyopati diyabetin kalp tlizerine etkileridir (32).

DM, kalp yetmezligi i¢in dnemli bir risk faktoriidiir. Yapilan istatistiksel bir
calismada; saglikli kisilere gore kalp yetmezligi riski diyabetli erkeklerde iki kat,
diyabetli kadinlarda ise bes kat daha yiiksektir (33).

DM, kalp kas: iizerinde hipertansiyon ve koroner kalp hastaligindan bagimsiz
olarak, erken donemde diyastolik gevseme anomalileri sonrasinda klinik kalp
yetmezligi tablolar1 olusturur (34). Diyabetle iliskili kalp kasi {izerindeki yapisal ve
fonksiyonel bozukluklar diyabetik kardiyomiyopati olarak isimlendirilir (35).
Diyabetik kardiyomiyopati, miyositlerde lipit birikimi ve sol ventrikiil hipertrofisi
sonucu  kontraktil  disfonksiyonla  karakterize bir hastaliktir.  Diyabetik
kardiyomiyopati i¢in bulunan birgok tani araci ve yonetim segenefine karsin
gelisimini saptamak ve etkin bir sekilde hastalifi dnlemek giiniimiiz kosullarinda

hala zordur (32).

Bozulan hiicreler arasi kalsiyum dengesi sonucu kardiyak kontraktilitenin
bozulmasi, artan serbest radikallerin {iretimi sonrast olusan mitokondrial
disfonksiyon, hiicre digt matrikste biriken ileri glikasyon son iiriinleri (AGE)
neticesinde diyastolik disfonksiyon ve kalp yetmezligi, anormal hiicre metabolizmasi

sonucu zararlt lipid birikimi ve ¢inko ve bakir gibi gerekli metallerin hemeostazinin



bozulmasi diyabetik kardiyomiyopatinin patofizyolojik mekanizmalarini olusturur

(36).

Sekil 1. Diyabetik kardiyomiyopatinin olusum mekanizmalari (36).

Diyabetik kardiyomiyopatinin gelisiminde bir¢ok mekanizma olmasina
ragmen, hiperglisemi metabolik ve molekiiler olaylarin temelinde 6nemli bir rol
oynar. Diyabetle birlikte goriilen metabolik anomaliler; hiperglisemi, inflamasyon,
hiperlipidemi ve bunlarin tetikledigi ROS iretiminin artis1  diyabetik
kardiyomiyopatinin de i¢inde bulundugu diyabetik komplikasyonlara sebep olur (32).

2.7. Diyabet ve Iskelet Kasi

Diyabet ozellikle yagli insanlarda mobilitenin bozulmasi, fonksiyonel
kisitlamalarin gelismesi ve bagimsizligin azalmasi gibi durumlar1 beraberinde getirir.
Bu durumu diyabetin komplikasyonlar1 olan kardiyovaskiiler hastaliklar, gérme
bozukluklari, kilo artisi, periferik ndropatiler ve kognitif fonksiyon bozukluklari
tetikler. Iskelet kasinda olusan kiitle ve kuvvet kaybi fonksiyonel kisitlamalar

olusturur. Insiilin direnci, hiperglisemi, kas icerisine yag infiltrasyonu ve periferal



noropatiler diyabetli bireylerde iskelet kasi yapisindaki bozukluklarin temelini

olusturur (37).

Diyabet ile iskelet kasinda meydana gelen bozukluklar diyabetik miyopati
olarak isimlendirilir. Diyabetik miyopati olusumunda hiicresel hasar, atrofi ve
miyozit olarak {i¢ tip hasar olusur. Miyofibrillerdeki ¢ap ve uzunlugun azalmasi ve

sarkoplazmadaki vakuol formasyonlarin eslik ettigi atrofik degisiklikler ve hiicresel

lezyonlar goriiliir (38).

T1DM T2DM Digeabetik Ras
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Sekil 2. Diyabetin kas dokusu iizerine etkisi (39).

Iskelet kasinin ¢alismasi igin gerekli olan enerjinin saglandigi mitokondride
ki bozukluklar, kas fonksiyonuna olumsuz etki edecektir. Mitokondriyal
disfonksiyon lipit birikimi ve insiilin inhibisyonunun tetikledigi hiperlipidemi
kaynakli serbest radikal iiretimi artisinin bir komplikasyonu olarak ortaya cikar.
Mitokondri ve diger kaynaklardan firetilen serbest radikaller mitokondri de
bozukluklara sebep olur ve bu durum pozitif bir geri besleme dongiisii olusturarak

zararin artmasina sebep olur (40).

Kas kuvveti kaybinda, kas kiitlesi kayb1 ve miyofibril yapist ve tipindeki
degisimler kadar norolojik faktorlerde rol oynar. Kortikal ve spinal uyarimin
azalmasi, motor iinite desarj oraninin azalmasi ve sinir iletiminin yavaslamasi kas
kuvvetini etkiler. Diyabetli bireylerde istemli kas giiciiniin azalmasinda kas kitlesi

kayb1 ve norolojik faktorler etkilesim gosterir (37).

Normal sartlarda viicuttaki glukozun biiylik bir kismi iskelet kasinda

metabolize edilir. Iskelet kasi metabolizmasindaki bozukluklar, viicuttaki glukoz



dengesini ve insiilin duyarliligini olumsuz y6nde etkiler (41). Bu yiizden diyabetik

miyopatinin komorbidite gelisme oranini1 dogrudan arttirdig1 diisiiniilmektedir (39).

2.8. Oksidatif Stres

Oksijenin aerobik yagsamin sona ermesinde dnemli rol oynamasina karsin
yasamin devami i¢in mutlak gereklidir. Yasam icin gerekli olan kimyasallar ve 1s1
enerjisi hidrojen ve karbon molekiilleri igeren besinlerin oksidasyonu ile elde edilir.
Normal fizyolojik metabolizma igerisinde oksijen reaktif tiirlerine indirgenir. Bu
reaktif tiirler antioksidan sistem tarafindan baskilanmazsa hiicre 6liimiine kadar giden

sonuglara yol agar (42, 43).

Oksidatif stres; diyabet, kanser gibi bir¢cok hastalik, yaslanma, ilag yan
etkileri, toksisite ve inflamasyon gibi nedenlerle pro-oksidanlar ile antioksidanlar

arasindaki dengenin bozulup hiicre hasar1 ve hatta 6liimiine sebep olmasini ifade eder

(44).

Serbest radikaller bir veya birden fazla eslenmemis elekron bulunduran
reaktif kimyasal olusumlardir. Reaktif oksijen, azot ve klor tiirleri olarak
smiflandirilirlar (43). Oksijen soludugumuz hava da oksijen molekiilii ya da
dioksijen olarak bulunur. Fizyolojik siire¢ i¢inde elektron vererek reaktif hale gecer
ve hidroperoksil, siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil gibi reaktif oksijen
tiirlerini olusturur. Bu molekiiller biyojik sistemlerde dokulardaki konsantrasyonuna

gore oksidatif stres olusturarak olumsuz etkiler gosterir (42, 45).

2.8.1. Diyabet ve oksidatif stres

Diyabetin hem mikrovaskiiler hem de makrovaskiiler komplikasyonlarinda
oksidatif stres Onemli rol oynar. Diyabetle olugan metabolik anomaliler kan
damarlarinda, kalp ve iskelet kasinda mitokondrial ROS {iretimini arttirir (46). Artan
oksidan tiretimi hiicre ve plazmada antioksidan aktivitesinin tizerine ¢ikarak oksidatif
stres olusturur (47). Oksidan iiretimindeki artisin yani sira yine diyabet kaynakli
antioksidan mekanizmalarin azalmasi komplikasyonlara zemin hazirlar (48). Insiilin
direnci, beta hiicre fonksiyonlarinda bozukluk, bozulmus glukoz toleransi,
inflamasyon, dislipidemi ve mitokondrial fonksiyon bozukluklar1 diyabette olusan

oksidan ortamin bazi sonuglaridir (45, 49).
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Hem tip 1 hem de tip 2 diyabetin ortak noktasi olan hiperglisemi ROS
tiretimini artirarak veya redox dengesini bozarak oksidatif stres olusturur (49).
AGE’nin hiicre i¢i artis1i, AGE reseptorlerinin ekpresyonunun artmasi, protein kinaz
C (PKC) izoformlarinin aktivasyonunun artmasi, artan glukoz seviyesinin polyol
yolaginin aktivitesini artirmasi ve mitokondrial elektron transfer zincirinde (ETZ)
artmig siiperoksit iiretimi hipergliseminin doku hasar mekanizmalaridir. Bu

mekanizmalarin hepsinin temelinde mitokondrial ROS artigi vardir (46, 49).

2.8.2. Polyol yolag1

Polyol yolaginda ROS iiretiminin artist ile iliskili iki enzim vardir. Ilki aldo-
keto rediiktaz protein ailesinden olan aldoz rediiktaz enzimi glukoz metabolizmasinin
hiz sinirlayici olan ilk basamagin katalizler. Aldoz rediiktaz glukozu substrat olarak
kullanarak nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) kofaktorliigiinde
sorbitole déniistiiriir. Ikinci iliskili enzim sorbitol dehidrogenaz sorbitolii nikotinamid
adenin diniikleotidin yiikseltgenmis hali (NAD+) kofaktorliigiinde fruktoza
dontistiiriir (46, 48) (Sekil 3).

NADPH NADP+ NAD+ NADH
\7Z \7
Glikoz =S 01D it 0 | s Fruktoz
Aldoz Rediiktaz Sorbitol Dehidrogenaz

Sekil 3. Polyol yolag: (50).

Aldoz rediiktaz insiilinden bagimsiz GLUT tasiyicilari bulunduran lens,
retina, bobrek glomertilleri ve periferik sinir gibi dokularda bulunur (51). Buna bagh
olarak hiperglisemi hiicre i¢i glukoz konsantrasyonunu da yiikseltir (46). Normal
kosullarda aldoz rediiktaz enziminin glukoz afinitesi disiiktiir ve gok kii¢iik oranda
glukoz bu yolla sorbitole metabolize edilir. Hiperglisemik ortamda enzimin aktivitesi
artarak bu oran %30-35 e kadar ¢ikar ve sonucunda sorbitol iiretimi artarken
NADPH azalir. NADPH azalmasi iiretiminde rol oynadigi, hiicre i¢i 6nemli bir
antioksidan olan GSH’1 da azaltir. Sorbitoliin fruktoza doniisiimiindeki artis

nikotinamid adenin diniikleotidin yiikselgenmis haline oranini (NADH / NAD+)
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arttirarak  gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzimini inhibe eder ve PKC

aktivasyonunu arttirir (49).

Polyol yolagindaki artis redoks dengesini bozarak dolayli olarak ROS

tiretiminde artis meydana getirir ve oksidatif stres olusturur (49).

2.8.3. Artmus ileri glikasyon son iiriinleri (AGE)

Hipergliseminin tetikledigi bir diger oksidatif stres mekanizmasi1 AGE artis1
ile gerceklesir. AGE olusumu indirgenmis sekerlerin aldehit veya keton gruplariyla
proteinlerin serbest amino gruplari arasindaki nonenzimatik tepkimeyle baslar.
Aralarinda shiff bazi olusturan gruplar amadori driinlerini ve sonunda AGE’yi
olusturur (49, 51).

AGE fiiretiminin artis1 ii¢ temel mekanizma ile hiicre hasarini tetikler. Ilki
hiicre i¢i proteinleri modifiye ederek fonksiyonlarmi degistirir. Ikinci mekanizma
AGE tarafindan modifiye edilen hiicre dis1 matriks komponentleri ile diger matriks
bilesenlerinin ve hiicre ylizeyindeki matriks reseptorlerinin anormal sekilde
etkilesimi ile olusur. Ugiincii mekanizma ise AGE tarafindan modifiye edilen plazma
proteinlerinin makrofaj, vaskiiler diiz kas ve endotel gibi hiicrelerde bulunan AGE

reseptorlerine baglanmasiyla olusur (46).

AGE reseptorlerinin uyarilmasi; NADPH oksidayonu ve sonrasinda redoks
duyarli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ve inflamatuar mediatorlerin
salmmimi  ile ROS  dretimini  artirarak  ateroskleroz ~ dahil  diyabet

komplikasyonlarinda rol oynar (49, 52).

2.8.4. Protein kinaz C (PKC) aktivasyonunun artmasi

PKC ailesi ikincil lipid habercisi olan diagilgliserol (DAG) tarafindan aktive
edilen bircok PKC izoformunu iginde barindirir. Hiperglisemik kosullarda
dihidroksiaseton miktar1 artarak gliserol-3-fosfati indirger ve DAG novo sentezi
olusur. DAG yiikselmesiyle aktive olan PKC, dolayli yoldan AGE ve AGE
reseptorleri etkilesimi ve artmis polyol yolu tarafindan da aktive olur. Endotel
hiicrelerinin  kontraktilitesi ve gecirgenligindeki, hiicre disi matriks protein
sentezindeki ve kan akisindaki bozukluklarin PKC aktivasyonuyla iliskisi vardir (42,
53).
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PKC aktivasyonuyla birlikte birgok biyokimyasal etki meydana gelir. PKC
aktivasyonu, nitrik oksit (NO) sentezini endotel nitrik oksit sentazi (eNOS)
baskilayarak inhibe eder, endotelin-1"1 ise aktive eder. Vazodilatator NO inhibisyonu
ve vazokonstriktor entotelin-1 aktivasyonuyla damarlardaki kan akist bozulur.
Vaskuler endotel growth faktor (VEGF) salinimu artar, kan akiminda ve damar
gecirgenliginde bozukluklar meydana gelir. Tip 4 kollajen, transforming growth
faktor beta-1(TGF-B1) ve fibronektin salinimini artirarak NO inhibisyonuyla iligkili
matriks protein birikimine sebep olur. Niiklear faktor kappa B (NF-xB) ve NADPH
oksidaz aktivasyonu artarak oksidatif stres ortami yaratir. Meydana gelen bu

degisikliklerin timi diyabetik komplikasyonlara zemin hazirlar (46, 54).

2.8.5. Glukozun otooksidasyonu

Glukozun oksidasyonu hiicre ig¢inde glikolizle baslar. Glikoliz sonucunda
piriivat ve NADH fretilir. Piriivat krebs dongiisti igine girer, ETZ ve adenozin
trifosfat (ATP) tretimi icin gerekli NADH ve flavin adenin diniikleotit (FADH)
olusur. NADH ve FADH elektron tasima zincirinde indirgenir. Olusan enerji
mitokondrial proton hareketleri ile membranin i¢i ile dis1 arasinda voltaj farki
olusturur. Bu enerji adenozin difosfata (ADP) fosfat baglamada kullanilarak ATP
elde edilir (49).

Hiicre ic¢i glukoz oraninin artmasiyla glukoz metabolizmas1 da artarak
FADH2 ve NADH iiretimini tetikler. ETZ de yakit olarak kullanilan NADH ve
FADH mitokondrial proton farkini yiikseltir. Voltaj belli esige ulagtiginda elektronlar
oksijene transfer olarak siiperoksit radikalleri olusur. Kompleks 1 deki NADH
dehidrogenaz ve kompleks 2 ve 3 ara ylizeyi siiperoksit iiretimi ana merkezleridir

(48).

Mitokondrial siiperoksit {iiretimi oksidatif stres olusturur. Substrat
tasinmasinda bozukluklar, glukoz, yag asitleri ve aminoasitler gibi enerji
kaynaklarmin kullanim oranlarmin degismesi, ETZ protein fonksiyonlarinin
degismesi gibi enerji iiretimindeki diger diyabetik anormalliklerle birlikte oksidatif

stres komplikasyonlarin temel sebeplerindendir (28).

13



2.8.6. Lipid peroksidasyonu ve MDA iiretimi

Diyabet viicudumuzda bulunan lipitleri peroksidasyona daha duyarli hale
getirir. Coklu doymamis yag asitleri yapisindaki coklu baglar nedeniyle serbest
radikallerle ¢ok kolay reaksiyona girer. Bu reaksiyonlarda birincil olarak reaktif
hidroperoksiller olusur. ikincil olarak malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal,

izoprostanlar olusur (55).

Lipitler hiicre zarinin biitiinliigiinden sorumludur. Lipit peroksidasyonu hiicre
zar1 biitiinliiglinde, yapisinda ve fonksiyonlarinda bozukluklar meydana getirir.
Ayrica yliksek oranda reaktif bilesikler olan hidroperoksilller yeni serbest radikaller
tiretebilir (56).

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan MDA, tiyobarbitiirik asitle reaksiyona

girerek lipit peroksitlerinin 6l¢iimiinde kullanilir (57).

2.9. Antioksidan Mekanizmalar

Lipit, protein, karbonhidrat ve DNA oksidasyonunu, serbest radikallerle
giivenli bir sekilde reaksiyona girerek geciktiren veya engelleyen maddeler
antioksidan olarak nitelendirilir (58). Oksidanlar1 enzimler araciligiyla daha zayif
molekiillere doniistiirerek siiptirme etkisi, oksidanlara hidrojen aktararak baskilama
etkisi, onarim etkisi ve agir metalleri baglayarak fonksiyonlarim1 engelleyen zincir

kirict etki antioksidanlarin savunma mekanizmalarini olusturur (51).

Antioksidanlar enzimler gibi endojen kaynakli veya diyetle saglanan
flavonoid, karotenoit, vitaminler ve mineraller gibi ekzojen kaynakli olabilir.
Antioksidanlar; glutatyon rediiktaz, katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon S-transferaz ve TRX gibi enzimatik oksidanlar, E vitamini, C vitamini ve

GSH gibi enzimatik olmayan oksidanlar olarak iki gruba ayrilabilir (59, 60).

Diyabetle birlikte gelisen komplikasyonlarin 6nlenmesinde antioksidanlarin
rolii biiyliktiir. Serum antioksidan miktar1 yiiksek olan bireylerde tip 2 diyabet
riskinin azaldig1 goriilmistiir. SOD, GSH ve askorbat gibi antioksidan seviyelerinin
diisiikligii diyabette olduk¢a sik goriilmektedir. Diyabetli bireylerin nétrofil ve

monositlerinde indirgenmis GSH seviyelerinin diisiik oldugu tespit edilmistir.
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Antioksidan icerigi yiiksek olan bitkilerin oksidatif stres sonucu olusan

bozukluklarda etkili oldugu goriilmiistiir (58).

2.9.1. Glutatyon (GSH)

GSH biiyiik bir kismi indirgenmis halde olmak {iizere, endojen antioksidanlar
arasinda viicut igerisinde yiiksek konsantrasyona sahip (1-10 Mm) bir antioksidandir
(61). GSH iginde sistein, glutamat ve glisin bulunduran bir tripeptittir. Glutamat ve
glisin hiicre iginde goreceli olarak yiiksek konsantrasyona sahip oldugu igin sistein
GSH sentezinde sinirlayict bir roldedir (62). GSH’in indirgenmis formda olmasi
pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH’a ve glutatyon rediiktaz enzimine baglhdir

(60).

GSH’m en cok sentezlendigi yer karacigerdir. % 40’1 safra ile atilan GSH’1n
barsakta lipit peroksidasyonuna engel oldugu ve ksenebiyotiklere karst vucudu

korudugu diisiiniilmektedir (63).

GSH, singlet oksijen ve ROS tiirleriyle reaksiyona girerek bu zararh
molekiilleri temizler ve antioksidan sisteme dogrudan katki saglar. Dogrudan serbest
radikalleri temizlemesinin yani sira, rediiktaz ve peroksidaz antioksidan enzimlere
substrat olarak etki gosterir (63). GSH tarafindan indirgenen dehidroaskorbit asit, o-
tokoferolsil radikalini a-tokoferole donistiiriir. Bu a-tokoferol ¢coklu doymamis yag
asitleriyle reaksiyona girerek hiicre membranini stabilize eder ve oksidatif hasara
kars1 korur (61). Saglikli kisilere gore diyabette GSH seviyelerinin oldukg¢a diisiik
oldugu goriilmiistiir (51).

2.9.2. Nuklear faktor eritroit 2- related faktor 2 (NRF2)

NRF2 cap’n’collar ailesinin bir {iyesi olup hiicresel detoksifikasyon yanitinin
ve redoks durumunun diizenlenmesinden sorumlu transkripsiyon faktoriidiir.
Fizyolojik kosullarda NRF2 inhibitorii olan KEAP-1" e bagl halde bulunur (64).
NRF2, KEAP-1 araciligiyla ubikitin proteazom tarafindan indirgenmis haldedir (65).

Oksidatif stres ve elektrofilik bilesiklerin etkileri ile NRF2, KEAP-1 ile
etkilesiminden ayrilir. Serbest kalan ve aktiflesen NRF2 niikleusa transloke olur ve
sMaf proteinleri yardimiyla antioksidan duyarli genlere (ARE) baglanir (66) (Sekil

4). Bu durum faz 2 detoksifikasyon ve antioksidan enzimlerin transkripsiyonunda
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artisa yol agar. NRF2; HO-1, thioredoksin rediiktaz, glutatyon-S-transferaz ve
NADPH kinon oksidorediiktaz (NQO1) gibi antioksidan igeriklerin, SOD ve CAT
gibi antioksidan enzimlerin ve enzim olmayan siipliriici antioksidan GSH’in

ekspresyonunda 6nemli rol oynar (36).
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Sekil 4. NRF2, KEAP-1 kompleksi (64).
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2.9.3. Tioredoksin (TRX)

Prokaryotik ve oOkaryotik hiicreler serbest radikaller tarafindan iiretilen
protein distilfit baglarinin indirgenmesi igin TRX sistemi ve GSH sistemi olmak

tizere iki farkli antioksidan sisteme sahiptir (67).

TRX, DNA replikasyonu ve onarimi ile iligkili riboniikleotid rediiktazin
indirgen bir substrati olarak kesfedildi. Ayrica TRX, TRX sistemini olusturan
elemanlardan bir tanesidir. TRX sistemi; NADPH, TRX ve TRX rediiktaz1 iceren,
birgok enzime elektron saglayan, DNA sentezi ve oksidatif strese karsi savunma

mekanizmalarinda kritik roli bulunan disiilfit rediiktaz bir sistemdir (68).

TRX sistem serbest radikallerin giderilmesi i¢in tiyol bagimli peroksidazlara
elektron saglar. Bircok redoks duyarli transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini
diizenleyerek DNA ve protein onarimina dahil olarak antioksidan aktiviteye katki

saglar (68).

2.10. Melatonin

Melatonin ilk olarak izole edilmis inek epifiz bezinde tespit edilmistir.
Amfibi cilt hiicrelerindeki melanin graniillerinin ¢ekirdegin etrafinda toplanmasini
saglayarak cilt rengini agtig1 goriilmiis ve serotonin kaynakli oldugu da géz oniine
alinarak melatonin denilmistir. Memeli melanozomlari, amfibilerin aksine kalici
olarak dagilmistir ve melatoninin pigment degisimi lizerine etkisi memelilerde

siirhdir (69).

Melatoninin omurgalilardaki sirkadyen ritmi belirleme rolii onu benzersiz
yapmaktadir. Giin iginde aydinlik zamanlarda diisiik seviyelerde salgilanirken
karanlikta salgisi en yiiksek seviyededir. Bu 6zelligi i¢ organlar1 dis ¢evredeki foto-
periyodik degisiklikler hakkinda bilgilendirmek i¢in onu uygun bir sinyal molekiilii
yapmaktadir (69).

Melatonin epifiz bezinde dis c¢evredeki 151k kontroliinde sentezlenir.
Melatonin sentezinin 6nciisii esansiyel amino asit triptofan, serotonine dontistiiriliir.
Arilakilamin N-transferaz tarafindan asetillenir ve hiz smirlayici bir basamak olan

hidroksiindol-O-metil transferaz varliginda melatonine doniistiiriiliir (70).
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Retinadan algilanan 1s1k sonrasi sinirsel iletiler, suprakiazmatik niikleusa ve
diger hipotalamik yapilara ulasir. Sonrasinda siiperior servikal gangliyona ulagir.
Isiksiz ortamda postgangliyonik sempatik liflerden salinan noradrenalin beta 1
reseptorlerine baglanir. Sonucunda depolardaki serotonin ve arilakilamin N-
transferaz enzimi hiicre icine salimir ve epifiz bezindeki bu biyokimyasal

degisiklikler melatonin sentezini arttirir (71).

hipotalamus

. Triptofan
triptofan
P-adrenerjik 3-hidroksilaz
reseptér

5- hidroksitriptofan
S-HTP-

dekarboksilaz Pinealosit
Serotonin

serotonin-
N-asetijtransferaz

N-asetilserotonin
Hidroksiindol-o-
Metilransferaz

felatonin

Sekil 5. Melatonin sentezi ve 15181n etkisi (71).

Melatoninin yapilan ¢aligmalar sonucu; antiinflamatuar, antioksidan,
antionkostatik ve sirkadyen ritim diizenleme gibi fonksiyonlar1 oldugu belirlenmistir.
Melatonin antioksidan etkilerini dogrudan serbest radikallerin detoksifikasyonu
yoluyla ya da antioksidan enzimleri uyarirken prooksidan enzimleri baskilayarak

gosterir (72).

Melatonin; hidroksil radikali, siiperoksit anyonu ve nitrik oksit gibi hem
reaktif oksijen tiirlerini hem de reaktif nitrojen tiirlerini siipiirebilir. Melatonin
olusturdugu N1- asetil- N2 -formil-5-metoksinakinamin (AFMK) ve N1-asetil-5-
metoksikinuramin (AMK) gibi ikincil ve Tigiinciil metabolitlerle etki alanin
genigletir. AMK mitokondride prekiirsoriin kompleks 1°1 tetikleme yetenegini korur,

elektron sizintisini azaltir ve ATP {iretimini artirir (73).

Melatonin, fenton ve haber-weiss reaksiyonlarinda gegis metallerini
selatlayarak hidroksil radikalinin iiretimini ve dolayisiyla oksidatif stresi azaltir (72).

Lipofilik yapida olmasi sebebiyle kan-beyin bariyerini gecebilir ve hiicredeki tiim
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organellere ulasabilir. Bu yapis1 melatonine genis bir etki alam1 saglar. En giiclii
lipofilik antioksidan olarak kabul edilen E vitamininden iki kat daha etkili oldugu
gosterilmistir (51, 73).

Deneysel ¢aligsmalarda; melatonin hormonunun serbest radikalleri nétrleyerek
redoks dengesine katki sagladigi ve diyabet komplikasyonlarmi azaltti

gosterilmistir (70).
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3. GEREC VE YONTEM

Deneysel diyabet olusturulan siganlarda kalp ve iskelet kas1 nrf2 yapimi ve
oksidatif stres iizerine melatoninin etkisinin incelenmesi adli ¢alismamiz, Biilent
Ecevit Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Anabilim dali laboratuvarlari
ve Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezinde
9.10.2017-7.06.2018 tarihleri arasinda yapildi. Calismamiza dncesinde Biilent Ecevit
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onay verildi (Ek-1).
Calismamiz 2016-26259946-02 numarali proje olarak Biilent Ecevit Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezinde iiretilen 36 adet Wistar-Albino cinsi erkek si¢anlar kullanildu.
Agirliklart 275-470 gram olan sicanlar; 20-22 °C derece sicaklikta, 12 saat aydinlik
12 saat karanlik dongiisiinde, sicanlarin rahat hareket edebilecegi biiyiikliikte tel
kafesler i¢inde, gruplara ayrilmis ve tiim gruplar ayni kosullarda olacak sekilde
barindirildi. Tim denekler deney siiresi boyunca giinlik ¢esme suyu ve %21 ham
protein iceren pelet yemlerle serbest erisimi olacak sekilde uygun laboratuar

kosullar1 altinda tutuldu.

3.2. Gruplarimn Olusturulmasi

Diyabet veya diyabete bagli komplikasyonlar yiiziinden denek
kaybedilebilecegi ihtimalinden dolay1 diyabet gruplarina kontrol gruplarina gore 2
denck fazla olacak sekilde olusturuldu. Deney hayvanlarindan rastgele segilen 20
tanesi deneysel diyabet olusturmak icin ayrildi. Geriye kalan 16 tane deney hayvani;
8 adet kontrol+serum fizyolojik (SF), 8 adet kontrol+melatonin olmak iizere rastgele
ikiye ayrilarak isimlendirildi. Deneysel diyabet modeli olusturulabilen 19 hayvan da
9 adet diyabet+SF, 10 adet diyabett+melatonin olmak iizere iki gruba ayrilarak
isimlendirildi (Sekil 6).
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Sekil 6. Deney gruplarinin olusturulmasi

Diyabet modeli olusturmak igin streptozotosin [STZ, (SIGMA-ALDRICH,
St. Louis, MO, USA)], 0.1 M sitrat tamponu (ph=4.5) iginde hazirlandi. Rastgele
secilen 20 adet sicana 60 mg/kg her birine tek doz olacak sekilde IP olarak
uygulandi. Diger siganlara ayn1 miktarda sitrat tamponu IP olarak uygulandi (7).

STZ uygulamasindan sonra akut donemde olusabilecek hipoglisemiyi
engellemek i¢in ilk 48 saat igin kafes suluklarina %5 glukoz ¢ozeltisi konuldu. STZ
enjeksiyonundan 72 saat sonra kuyruk venlerinden alinan kan oOrnekleri ile
glukometre (lifecheck, Almanya) iizerinden kan sekeri diizeylerine bakildi. Kan
sekeri diizeyi 250 mg/dI’nin iizerindeki siganlar diyabet olarak kabul edildi. STZ
enjeksiyonu yapilan 20 adet sicandan 19 denekte diyabet olusturulmus 1 tanesinde

olusturulamamustir.



Melatonin (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA), IP enjeksiyon igin %1
ethanol ve %0.9 NaCl i¢inde ¢ozdirildi ve stok soliisyon hazirland:.
Kontrol+melatonin (n=7) ve diyabet+melatonin (n=10) gruplarindaki deneklere 10
mg/kg olmak iizere giinliik intraperitonal (IP) olarak enjekte edildi (7). Diger

deneklere ayni stresi yasatmak igin IP olarak ayn1 miktarda SF enjeksiyonu yapildi.

Kontrol+SF uygulanan grup (n=8): diyabet modeli i¢in ayrilan si¢anlardan
geriye kalan, IP olarak sitrat tamponu enjeksiyonu yapilan 16 denek arasindan

rastgele segildi. IP olarak SF uygulamasina 4 hafta boyunca devam edildi.

Kontrol+melatonin uygulamasi yapilan grup (n=7): diyabet olusturmak icin
ayrilan deneklerden geriye kalan 16 denek arasindan rastgele 8 tanesi secilerek
olusturuldu. IP olarak melatonin uygulamas1 4 hafta boyunca yapildi. 4 haftalik

siirecte bir tane denek 61diigii i¢cin gruptaki sican sayis1 7’e distii.

Diyabet+SF uygulanan grup (n=7): deneysel diyabet olusturulan 19 sicandan
rastgele 9 tanesi secilerek olusturuldu. IP olarak melatonin uygulamas1 4 hafta
boyunca yapildi. 4 haftalik siiregte 2 sigan yasamini yitirerek gruptaki denek sayisini

7’e diistirdii.

Diyabet+melatonin uygulamas: yapilan grup (n=10): deneysel diyabet
olusturulan 19 sican arasindan rastgele 10 tanesi secilerek olusturuldu. IP olarak

melatonin uygulamasi 4 hafta boyunca yapildi.

Tim gruplardaki deneklerin kan sekeri diizeyleri kuyruk venlerinden alinan
ornekler ile haftalik olarak takip edildi. IP enjeksiyon oncesi denekler tartiya
cikarilarak, viicut agirliklart giinliik takip edildi.

3.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Tiim siganlar, 4 haftalik enjeksiyon uygulamalar1 bitiminden sonra yiiksek
doz anestezi (sodyum tiyopental) enjeksiyonuyla feda edildi. Soleus kasi izole
edilerek ¢ikarildi. Kalp dokusu ¢ikarildi ve kan dokusundan ayrildi. Alinan 6rnekler,
-80 °C’de iki esit parcaya ayrilmig halde ¢alisma yapilacak giine kadar saklandi.
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3.4. MDA ve GSH Ol¢iimii

Oksidatif stresin sonucu lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA
miktarinin 6l¢iildiigii bu yontemde, alinan soleus kas1 ve kalp kasi dokular1 %10°luk
triklorasetik asit eklenerek doku homojenizatoriinde homojenize edildi. Homojenize
edilen dokular 3000 devirde 15 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanin iizerine
%0.67’lik tiyobarbitiirik asit ve %1’ lik butilhidroksitoluen eklenerek tiiplerin agz
kapatildi ve 15 dk 100°C’de kaynatildi. Elde edilen siv1 spektrofotometrede 535 nm
absorbansta okunarak MDA miktar1 nmol/g doku olarak bulundu (74).

Endojen bir antioksidan olan GSH miktart modifiye Ellman metoduna gore
calisildi (75). Hazirlanmis olan siipernatanlara 1000 pl 0.3 M disodyum hidrojen
fosfat (NazHPOas) eklendi. Sonrasinda 125 pl Ellman reaktifi eklenerek 5-10 dk
sonra, spektrofotometrede 412 nm absorbansta okunarak pmol/g doku olarak GSH

diizeyi belirlenmistir.

3.5. NRF2 ve TRX Diizeylerinin Belirlenmesi

Doku o6rnekleri hazirlanan fosfat tampon soliisyonu (PBS) eklenerek doku
homojenizatoriinde homojenize edildikten sonra 3000 rpm ve 2-8 °C’de 20 dk
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanlar, enzyme-linked immiin sorbent assay

(ELISA) yontemi ile NRF2 ve TRX diizeylerinin belirlenmesi igin analiz edildi.

Iskelet kasi ve kalp kast NRF2 diizeyleri, The nuclear factor erythroid
2—related factor 2 (NRF2) ELISA kiti (Sun Red Biotechnology, Cin, katalog no: 201-
11-5375) kullanilarak gergeklestirildi. Iskelet ve kalp kast TRX diizeyleri ise
thioredoxin (TRX) ELISA kiti (Sun Red Biotechnology, Cin, katalog no: 201-11-
0445) kullanilarak gergeklestirildi.

Calisma ELISA kit klavuzundaki esaslar temel alinarak yapildi. Hazirlanan
plate Chromate 4300 ELISA cihazinda (Awareness Technology, USA) 450 nm dalga
boyunda okutuldu.

3.6. Istatiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama deger+standart hata olarak verilmistir. Verilerin

degerlendirilmesi SPSS 22.0 istatistik programi (IBM, USA) kullanilmigtir. Gruplar
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aras1 farkliliklarin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis testi, grup ig¢indeki
farkliliklarin ~ degerlendirilmesinde ise Dunn testi kullanilarak karsilastirma
yapilnustir. Istatistiksel anlamlilik, p degerinin 0.05’ten kiiciik oldugu degerler igin
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kan Glukoz Olgiimleri

STZ enjeksiyonu yapilan diyabetli gruplarda, enjeksiyon Oncesi ve sonrasi
yapilan dl¢iimlerde kan glukoz seviyeleri beklenildigi gibi yiiksek bulundu. Diyabetli
gruplardaki enjeksiyon sonrasi kan glukozundaki artis, kontrol gruplarina gore

istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Kan glukoz 6l¢timleri Tablo 1°de gosterildi.

Tablo 1. STZ Enjeksiyonu Oncesi, Sonras1 3. ve 28. Giinii Kuyruk Venlerinden
Alman Orneklerdeki Ortalama Glukoz Degerleri

Gruplar Kan glukoz élgiimleri (mg/dl)
STZ sonrasi
STZ o6ncesi 28. giin
3. glin
Kontrol+SF grubu 92.62+2.09 89.37+3.12 99.25+9.79
Kontrol+Melatonin grubu  86.62+5.70 95.75+1.91 111.14+7.37
Diyabet+SF grubu 90.87+4.26 482.00+£33.28*  461.85+49.64*

Diyabet+Melatonin grubu  90.21+2.08 451.50+28.49*  523.20+50.65*

*Kontrol+SF ve kontrol+melatonin grubuna gore anlamli farkliligi gostermektedir (p<0.05).

4.2. Agirhk Takipleri

Deney baslangicindaki agirlik Slglimlerinde, tiim gruplardaki ortalama
agirliklar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Buna ragmen STZ enjeksiyonu
sonrasi diyabetli gruplarda, kontrol gruplarina gore ortalama agirliklarda istatistiksel
olarak anlamli seviyede azalma goriilmiistiir. Deney gruplarinin agirlik ortalamalar

Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2. STZ Enjeksiyonu Oncesi, Deneyin 1. Haftas1 ve 4. Haftas1 Sicanlarin
Olgiilen Ortalama Agirlik Degerleri

Gruplar Viicut agirhgi(g)
STZ o6ncesi 1.hafta 4. hafta
Kontrol+SF grubu 371.00£6.96  399.26+12.18 413.35+13.57
Kontrol+Melatonin grubu ~ 374.20+£9.14  404.78+19.58 407.80+25.20
Diyabet+SF grubu 354.90+13.54  329.98+21.23%* 325.00+£27.61%*

Diyabet+Melatonin grubu  350.6+8.49 328.60+16.76* 311.76+24.27*

*Kontrol+SF ve kontrol+melatonin grubuna gére anlamli farklihigi géstermektedir (p<0.05).

4.3. iskelet Kas1 GSH Diizeyleri

Kontrol+melatonin grubundaki iskelet kas dokularindan alinan 6rneklerdeki
GSH diizeyleri, melatonin uygulanmayan kontrol+SF grubundaki degerlere gore
anlamli seviyede yiiksek bulunmustur (p<0.05). DM olan diyabet+melatonin ve
diyabet+SF gruplarindaki GSH diizeyleri, kontrol+melatonin grubundaki degerlere
gore anlamli seviyede diisik bulunmustur (p<0.01). Diyabet+melatonin ve

diyabet+SF gruplari arasinda anlamli bir farklilik bulunamamustir (Sekil 7).

Iskelet Kasi GSH

Kontrol+sf Kontrol+mel Diyabet+sf Diyabet+mel

(e)}

wm

[GSH] mlkromol/g doku

*Kontrol+SF grubuna gore (p<0.05), # Kontrol+melatonin grubuna gore (p<0.01) anlaml farklilig

gostermektedir.

Sekil 7. Iskelet kasindan alinan doku &rneklerindeki GSH diizeyleri ortalama deger

ve standart hata olarak gosterilmistir.
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4.4. Kalp Kas1 GSH Diizeyleri

Melatonin uygulanan kontrol+melatonin grubundaki kalp kasindan alinan
doku oOrneklerindeki ortalama GSH diizeyleri, kontrol+SF grubuna goére anlaml
derecede yiiksek bulunmustur (p<0.01). Melatonin uygulanan diyabet+melatonin
grubu GSH diizeyleri, diyabet+SF grubuna gore anlamli seviyede yiiksek
goriilmiistiir  (p<0.05). DM olan diyabet+SF grubu GSH diizeyleri,
kontrol+melatonin grubuna gore anlamli derecede diisiikk bulunmustur (p<0.01)
(Sekil 8).

Kalp Kasi1 GSH

Kontrol+sf Kontrol+mel Diyabet+sf Diyabet+mel

P () ()} ~N

w

[GSH] mikromol/g doku

*Kontrol+SF grubuna gore (p<0.01), & Diyabet+SF grubuna gore (p<0.05), # Kontrol+melatonin
grubuna gore (p<0.01) anlamli farklilig1 géstermektedir.

Sekil 8. Deney gruplarindaki kalp kas dokusu 6rneklerinde bulunan GSH diizeyleri

ortalama deger ve standart hatalar1 gosterilmistir.

4.5, Iskelet kas1 MDA diizeyleri

Iskelet kas1 dokusundan alman 6rneklerden yapilan analiz sonucu, DM olan
diyabet+SF grubundaki ortalama MDA diizeyi, DM olamayan kontrol gruplarina
gore anlamli seviyede yiiksek bulunmustur (p<0.001). Ayrica melatonin uygulanan
diyabet+melatonin grubu ortalama MDA diizeyi, diyabet+SF grubuna gore anlamli
derecede diisiik bulunmustur (p<0.001). Diyabet+melatonin grubu degerleri ise

kontrol+melatonin grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (p<0.05) (Sekil 9).
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iskelet kasi MDA
90 *H

50

40

[MDA], nmol/g doku

Kontrol+sf Kontrol+mel Diyabet+sf Diyabet+mel

* Kontrol+SF grubuna gore (p<0.05), & Diyabet+SF grubuna gore (p<0.05), # Kontrol+melatonin
grubuna gore (p<0.05) anlamli farklilig1 gostermektedir.

Sekil 9. iskelet kasindan alman doku drneklerinin MDA diizeyleri ortalama deger ve

standart hata olarak gdsterilmistir.

4.6. Kalp Kas1t MDA Degerleri

Kalp kas1 dokusundan alinan 6rneklerden yapilan analiz sonucu, kontrol+SF
grubu ortalama MDA diizeyine gore, DM olusturulan gruplar diyabet+melatonin ve
diyabet+SF gruplar1 ortalama MDA diizeyleri p<0.001 anlamlilik diizeyinde yiiksek
bulunmustur. DM olusturulan diyabet+melatonin grubu ortalama MDA degerleri,
kontrol+melatonin grubu degerlerine gore anlamlilik diizeyinde yiiksek oldugu
goriilmiistiir (p<0.001). Diyabet+melatonin grubu MDA diizeyleri ise melatonin
uygulanmayan diyabet+SF grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur
(p<0.05) (Sekil 10). Yani melatonin uygulamasi ile MDA diizeylerinde azalma

gdzlenmistir.
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Kalp kasi MDA
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Kontrol+sf Kontrol+mel Diyabet+sf Diyabet+mel

[MDA], nmol/g doku

[
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* Kontrol+SF grubuna gore (p<0.001), & Diyabet+SF grubuna goére (p<0.05), # Kontrol+melatonin
grubuna gore (p<0.001) anlaml: farklilig1 gostermektedir.

Sekil 10. Kalp kasindan alinan doku 6rneklerindeki MDA degerleri ortalama deger

ve standart hata olarak gosterilmistir.

4.7. iskelet Kas1t NRF2 Sonuclar

Iskelet kasi dokusundan alman &rneklerden yapilan analiz sonucu;
diyabet+SF grubu NRF2 diizeyi, DM olmayan kontrol+SF grubuna ve
kontrol+melatonin grubuna goére anlamli derecede diisitk bulunmustur (p<0.05). DM
olusturulan gruplarda ise; melatonin uygulanan diyabet+melatonin grubu ortalama
NRF2 degerleri, melatonin uygulanmayan diyabet+SF grubuna gére anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur (p<0.01) (Sekil 11).
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Kontrol+sf Kontrol+mel Diyabet+sf Diyabet+mel

* Kontrol+SF grubuna gore (p<0.05), & Diyabet+SF grubuna gore (p<0.01), # Kontrol+melatonin
grubuna gore (p<0.05) anlamli farklilig1 gostermektedir.

Sekil 11. Iskelet kasindan alinan doku drneklerindeki NRF2 degerleri ortalama deger

ve standart hata olarak gosterilmistir.

4.8. Kalp Kas1 NRF2 Sonuglar:

Kalp kas1 dokusundan alinan 6rneklerden yapilan analizde, DM olusturulan
gruplar arasinda; melatonin uygulanan diyabet+melatonin grubu NRF2 diizeyi,
diyabet+SF grubu NRF2 diizeyine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0.01). Diger gruplar arast NRF2 diizeyleri arasinda anlamli bir fark

bulunamamustir.
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Kontrol+sf Kontrol+mel Diyabet+sf Diyabet+mel

& Diyabet+SF grubuna gore (p<0.01) anlamli farklilig1 gostermektedir.

Sekil 12. Kalp kasindan alinan doku 6rneklerindeki NRF2 degerleri ortalama deger

ve standart hata olarak gosterilmistir.

4.9, iskelet Kas1t TRX Sonugclar1

Iskelet kasindan alinan doku orneklerinden yapilan analiz sonucu, deney
gruplart arasinda melatonin uygulanan gruplarda goriilen TRX diizeyleri,
uygulanmayan gruplardaki TRX diizeylerine gére rakamca daha yiiksek olmasina

karsin istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamigtir (Sekil 13).

iskelet kasi Trx

35

0 I . i I

Kontrol+sf Kontrol+mel Diyabet+sf Diyabet+mel

[Trx], ng/ml

wn

Sekil 13. Iskelet kasindan alman doku 6rneklerindeki TRX degerleri ortalama deger

ve standart hata olarak gosterilmistir.
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4.10. Kalp Kas1 TRX Sonuclari

Kalp kasindan alinan doku 6rneklerinden yapilan analizde, diyabet+melatonin
grubundaki ortalama TRX diizeyleri, kontrol gruplarma ve melatonin uygulanmayan
diyabet+SF grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.01). DM
olusturulan diyabet+SF grubu TRX degerleri ise DM olmayan kontrol+SF ve
kontrol+melatonin gruplarina gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.05)

(Sekil 14).

Kalp kasi Trx
35
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Kontrol+sf Kontrol+mel Diyabet+sf Diyabet+mel

* Kontrol+SF grubuna gére (p<0.05), & Diyabet+SF grubuna gore (p<0.01), # Kontrol+melatonin
grubuna gore (p<0.05) anlamli farklilig1 géstermektedir.

Sekil 14. Kalp kasindan alinan doku 6rneklerindeki TRX degerleri ortalama deger ve

standart hata olarak gosterilmistir.

4.11. Tiim Doku Orneklerinden Elde Edilen Veriler

Tiim gruplardaki iskelet ve kalp kasi dokularindan alinan 6rneklerde, yapilan
analiz sonucu elde edilen MDA, GSH, NRF2 ve TRX gruplara gore ortalama
degerleri Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3. Doku Orneklerinden Elde Edilen Verilerin Gruplara Gore Dagilimi

Kontrol+SF  Kontrol+Mel  Diyabet+SF  Diyabet+Mel
Iskelet Kas1 4.33+0.15 5.04+0.31 4.07+0.16 3.98+012
GSH * # #
Kalp Kasi 4.77£0.18 5.66+0.17 4.87+0.15 5.58+0.21
GSH * # *&
Iskelet Kas 55.05+2.97 51+£2.6 80.86+2.62 60.11£1.59
MDA *# #H&
Kalp Kasi 34.78+1.65 40.95+£2.92 71.64+4.62 62.4+2.72
MDA *# *&
Iskelet Kas 12.24+0.63 11.95+0.7 9.12+1.01 13.51+0.78
NRF2 *# &
Kalp Kasi 8.97+0.57 8.75+£0.5 7.97+0.22 9.71+0.32
NRF2 &
Iskelet Kas 23.91+1.44 25.28+3.29 25.66+1.8 28.04+2.26
TRX
Kalp Kasi 22.9+1.29 23.05+1.89 19.95+1.71 28.54+2.02
TRX *# *#&

*Kontrol+SF grubuna goére (p<0.05), & Diyabet+SF grubuna gore (p<0.05), #Kontrol+melatonin

grubuna gore (p<0.05) anlamli farklilig1 géstermektedir.
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5. TARTISMA

Yaptigimiz caligmanin sonuglari; diyabetin iskelet ve kalp kasinda oksidan
stresi arttirirken, melatoninin antioksidan etkisiyle bu durumu tersine ¢evirdigini
gostermistir. STZ ile diyabet olusturulmus ratlarin her iki dokusunda oksidan stresin
gostergesi olan MDA diizeylerinin arttigi ve melatonin tedavisi ile bu artisin
engellendigi gosterilmistir. GSH seviyesi iskelet kasinda diyabetle beraber azalirken
melatonin tedavisi anlamli bir degisiklik yaratmamistir. Diyabet NRF2 seviyelerinin
iskelet kasinda azalmasina neden olurken melatonin uygulamasiyla bu azalma
engellenebilmistir. TRX diizeyi diyabette kalp kasinda azalirken, melatonin tedavisi
ile normal diizeylere gelebilmistir ancak iskelet kasinda herhangi bir farklilik
saptanmamustir. Ayrica diyabet ile ortaya ¢ikan hipergliseminin ve kilo kaybinin

melatonin tedavisi ile degismedigi gdzlenmistir.

Melatoninin kan glukoz diizeyleri tizerine olan etkileri, insiilin direnci ve kilo
kaybina olan metabolik etkilerinin gosterildigi calismalar farkliliklar icermektedir.
Bizim c¢alismamizda ve bazi g¢alismalarda melatonin uygulamasinin kan glukoz
diizeylerine ve kilo kaybina olumlu bir etkisi gézlenmemistir (7, 76). Deneysel
stirecte kullanilan ratlarin cinsi, yasi, kilosu gibi etmenler ile melatoninin uygulanma

stiresi bu farkliliklar1 olusturuyor olabilir.

DM hiperglisemi ile karakterizedir ve diyabetik retinopati, diyabetik
nefropati, diyabetik noropati ve miyopati ile diyabetik kardiyomiyopati gibi
komplikasyonlara yol agmaktadir. Bunlar arasinda diyabetik kardiyomiyopati yiiksek
mortalite ve morbiditeye neden olan major komplikasyondur (77). Diyabette insiilin
salinimi veya fonksiyonundaki bozukluk sebebiyle ya da her iki durumun birlikte
olmastyla ortaya ¢ikan hiperglisemik ortam, kalp ve iskelet kas1 da dahil olmak {izere
birgok organi olumsuz etkiler (39, 78). Hiperglisemik ortam sonucu asir1 ROS
tiretiminin yol a¢tig1 kalp kas1 dokusundaki nekroz, apoptoz, fibrosiz ve inflamasyon,
kalp kasinda yapisal ve fonksiyonel bozukluklar meydana getirmektedir (79). Ayrica
diyabetin kollajen olusumuyla beraber fibrozise, miyokard kontraktil proteinlerinde
ve  hiicresel kalsiyum  metabolizmasinda  anormalliklere, = mitokondriyal
disfonksiyona, endoplazmik retikulum stresine, anormal koroner dolasima, sempatik
sinir sistemi ve renin anjiotensin aldosteron sisteminin aktivasyonuna neden olarak

miyokard hiicrelerinde c¢esitli sinyal yolaklarin1 bozdugu gosterilmistir. Bu
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patofizyolojik degisiklikler kardiyomiyositlerde harabiyete neden olmaktadir (80—
82). Deneysel diyabet modelleri de insan diyabetik kardiyomiyopati patofizyolojisini
yansitan metabolik, yapisal ve fonksiyonel problemleri sergilemektedir (83). DM,
ayrica kas kitle ve fonksiyonlarinin bozuldugu diyabetik miyopatiye neden
olmaktadir. Siklikla g6z ardi edilen bu komplikasyon iskelet kasinin glukoz
homeostazisindeki roliinden dolayr diger diyabetik komplikasyonlarin olusmasina
aracilik etmektedir. Ancak hala diyabetik miyopatiyi tetikleyici mekanizmalar tam

olarak agiklanamamustir (84).

Miyosit hasarindaki en onemli etkenlerden biri diyabetteki artmig ROS
tretimidir. Fazla ROS {iretimi membran proteinleri, lipidleri ve niikleik asitlerle
reaksiyona girmekte ve hiicrenin O6liimiine kadar giden bir siireci baglatmaktadir.
Lipid peroksidasyonunun son iiriiniit MDA olarak bilinmekte ve oksidatif stres i¢in
onemli bir belirteg olarak kabul edilmektedir (52). Calismamizda diyabet hem iskelet
kasinda hem de kalp kasinda MDA diizeylerinin yiikselmesine neden olmustur. Yani
diyabet ile oksidatif stres artis1 her iki dokuyu da etkilemistir. Literatiirde diyabetin
MDA artisina neden oldugunu gosteren pek cok calisma bulunmaktadir ve bu
yoniiyle c¢aligmamiz literatiirii desteklemektedir. Yapilan in vivo bir g¢alismada
kontrol grubuyla karsilastirildiginda diyabet grubunda MDA seviyesi yiiksek ve GSH
seviyesi diisiik bulunmustur (85). Diger bir caligmada serum MDA seviyesi DM
hastalarinda saglikli gruba goére daha yiiksek bulunmustur. Ayni ¢alismada MDA
seviyelerindeki diisiis ile total antioksidan kapasitedeki artis arasinda giiclii bir

korelasyon goriilmiistiir (86).

Melatonin ve tiirevleri, ROS detoksifikasyonu ile birlikte molekiiler hasari
azaltict antioksidan bir rol oynar (69, 87). Melatonin amfifilik 6zelligi sayesinde
fizyolojik bariyerlerden kolayca gecer ve diger antioksidanlara gére daha genis bir
etki alan1 vardir (88). Diyabette artan MDA diizeylerinin melatonin uygulamasi ile
beyin, akciger, kemik, retina gibi birgok dokuda azaldigi gosterilmistir (89-91).
Calismamizda 4 hafta siiresince melatonin tedavisi iskelet ve kalp kasinda MDA
diizeylerini azaltmistir. Bu bulgu melatoninin iyi bilinen antioksidan 6zelligini

destekler niteliktedir.

Melatoninin bir antioksidan olarak etkilerinin yani sira antioksidan enzimlerin

aktivitelerini uyarict etkisiyle de antioksidan sisteme katki saglar (92). Bununla
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birlikte oksidatif strese hangi mekanizmayla karsi koydugu hala tam olarak net
degildir. NRF2, hiicreleri ¢esitli antioksidan genleri ve enzimleri aktive ederek ROS
gibi streslere karsi korur (93). Iskelet kasi biitiinliigii, lif tipi ve mitokondriyal
biyogenezde Onemli bir degisiklik olmamasina ragmen, NRF2 eksikliginin
mitokondriyal solunumu olumsuz etkiledigi goriilmistir (94). Calismamizda
diyabetin iskelet kas dokusunda NRF2 seviyelerini azaltmasi diyabetin iskelet kasi
ile ilgili komplikasyonlarinin olusumunu arttiracagini diisiindlirmektedir. Ayrica
melatonin uygulamasi ile azalan NRF2 diizeyleri tekrar normal seviyelere
yiikselmistir. Shi ve arkadaslar1 (95) bobrek iskemisi yapilan diyabetik siganlarda
azalan NRF2 seviyesinin melatonin tedavisiyle yiikseldigini gostermislerdir.
Diyabetik retinopati yapilan ratlarda 8 ve 12 haftalik melatonin tedavisinin diyabet
ile azalan NRF2 diizeylerini kontrol seviyelerine getirdigi baska bir calismada
gosterilmistir (7). Negi ve arkadaslar1 (76) diyabetik noropati olusturduklar: ratlarda
gelisen  noroinflamasyonun,  melatonin  uygulandiginda ~ hemoksijenaz-1
ekspresyonlarini arttirarak NRF2 yolagini diizenledigini bildirmislerdir. Calismamiz
farkli dokularda NRF2 iizerine etkisi gosterilen melatoninin iskelet kasinda da benzer
bir etki ortaya cikarttigi yoniindedir. Bu etki, melatonin tedavisi ile iskelet kasinda
lipid peroksidasyonunun azalmis olmasinin, melatoninin NRF2 iizerindeki

diizenleyici etkisinden kaynaklandigini diistindiirmektedir.

Diyabetik ve vahsi tip fareler ile yapilan bir ¢caligmada, normal ve diyabetik
kardiyomiyositlerde NRF2’nin ROS iiretimi ve apoptoza karsi savunmada énemli bir
diizenleyici oldugu belirtilmistir (96). STZ ile olusturulmus diyabet modeli
kullanilarak yapilan bir ¢alismada siganlar, NRF2’nin diyabetik kardiyomiyopati
patogenezinde zararl rolii de olabilecegi varsayimi ile 9 ay boyunca izlenmis ve
diyabetik ortam nedeniyle miyokard otofajisi bozulmussa kalbe zarar verecegi,
miyokard otofajisi bozulmamigsa NRF2'nin kardiyak koruyucu oldugunu Oone
stirmiiglerdir (97). Melatonin uygulamasinin beyin hasar1 ve diyabetik noropatide,
NRF2 aktivasyonu ile koruyucu etkisi gosterilmistir (76, 98). Calismamizda diyabet
grubunda kalp kasi NRF2 diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik bulunsada bu
farklilik anlamli bulunmamigtir. Diyabette melatonin kullanimi NRF2 diizeylerini
artirmistir. Zhang ve arkadaslar1 (99) iskemi reperfiizyon hasari olusturduklari
kardiyomiyositlerde melatoninin NRF2 yolagin1 aktive ederek oksidatif stresi ve

apoptozisi engelledigini ve miyositleri korudugunu gostermislerdir. Yapilan baska
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bir calismada kalp yetmezligi olusturulan farelerde melatoninin NRF2 yolagi
araciligryla koruyucu oldugu bildirilmistir (100). Calismamizda diyabette melatonin
tedavisiyle NRF2 diizeylerinin artmig olmast melatoninin NRF2 yolag: ile diyabette

de koruyucu etkili oldugunu gdstermesi acisindan 6nemlidir.

Diyabet durumlarinda oksidan/antioksidan denge bozulur ve fazla miktarda
ROS iiretimi diyabetik komplikasyonlarin gelismesini hizlandirir (101). Bu durumu
engellemek igin antioksidan sistemin aktive olmasi gerekmektedir. TRX,
norodejeneratif hastaliklarda koruyuculugu gosterilen, apoptozisi engelleyici 6zelligi
olan ve lipid peroksidasyonunu Onleyici roli ile bilinen antioksidan ailesinin bir
tiyesidir (102). GSH’da viicutta endojen olarak bulunan 6nemli bir antioksidandir.
STZ ile diyabet olusturulmus rat kalplerinde TRX ve GSH seviyelerinin azaldigi
bildirilmistir (101). Ayn1 sekilde diyabet olusturulmus rat aortasinda hipergliseminin
TRX seviyelerini azalttigi bilinmektedir (103). Miyokardial iskemi reperfiizyon
modeli olusturulan bir ¢alismada melatoninin TRX sistemini aktive ederek TRX
etkilesimli proteinin ekspresyonunu baskilayarak oksidatif stresi azalttig
gosterilmistir (104). Bizde calismamizda diyabet olusturulan ratlarin kalp kast TRX
seviyelerinde azalma saptadik. Melatonin uygulamasi ile azalan TRX seviyeleri
normal seviyelere yiikseldi. Melatonin kalp kasinda antioksidan etkisini TRX
seviyelerini arttirarak gostermistir. Calismamizda gruplarin iskelet kas TRX
seviyelerinde anlamlilik saptanmadi. Bu bize melatoninin iskelet kasinda farkli
antioksidan yolaklar1 kullanarak oksidatif stresi azalttigini diistindiirmektedir.
Calismamizda ayrica diyabetli gruplarin iskelet kasinda GSH seviyeleri diistiktiir.
Melatonin uygulamas1 diyabetli grubun iskelet kasinda GSH seviyelerini

degistirmemistir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, diyabetin hem kalp kasinda hem de
iskelet kasinda oksidatif stresi arttirdigin1 ve antioksidan molekiillerin seviyelerini
azalttigini gostermistir. Melatonin tedavisinin her iki kas grubunda oksidan dengeyi
diizenledigi ve bu etkisini kalp kasinda 6zellikle TRX yapimini arttirarak, iskelet
kasinda NRF2 ekspresyonunu aktive ederek gosterdigi goriilmektedir. Sonug olarak
melatonin, diyabette ozellikle kalp ve iskelet kasinda ortaya c¢ikan hasarlarin
onlenmesinde tedavi edici bir ajan olabilir. Ancak bu koruyucu etkinin altinda yatan
patofizyolojik mekanizmalarin agiklanmasi i¢in daha ayrintili ¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.

38



7. KAYNAKLAR

Mollazadeh H, Sadeghnia HR, Hoseini A, Farzadnia M, Boroushaki MT.
Effects of pomegranate seed oil on oxidative stress markers, serum
biochemical parameters and pathological findings in kidney and heart of
streptozotocin-induced diabetic rats. Ren Fail 38(8):1256-66, 2016.

Tian X, Liu Y, Ren G, Yin L, Liang X, Geng T. Resveratrol limits diabetes-
associated cognitive decline in rats by preventing oxidative stress and
inflammation and modulating hippocampal structural synaptic plasticity. Brain
Res 1650:1-9, 2016.

Chowdhury S, Ghosh S, Rashid K, Sil PC. Deciphering the role of ferulic acid
against streptozotocin-induced cellular stress in the cardiac tissue of diabetic
rats. Food Chem Toxicol 97:187-98, 2016.

Liu YW, Cheng YQ, Liu XL, Hao YC, Li Y, Zhu X. Mangiferin upregulates
glyoxalase 1 through activation of Nrf2/ARE signaling in central neurons
cultured with high glucose. Mol Neurobiol 54(6):4060-70, 2017.

Sun Q, Shen ZY, Meng QT, Liu HZ, Duan WN, Xia ZY. The role of DJ-
1/Nrf2 pathway in the pathogenesis of diabetic nephropathy in rats. Ren Fail
38(2):294-304, 2016.

Yang H, Mao Y, Tan B, Luo S, Zhu Y. The protective effects of endogenous
hydrogen sulfide modulator, S-propargyl-cysteine, on high glucose-induced
apoptosis in cardiomyocytes: A novel mechanism mediated by the activation of
Nrf2. Eur J Pharmacol 761:135-43, 2015.

Jiang T, Chang Q, Cai J, Fan J, Zhang X, Xu G. Protective effects of melatonin
on retinal mflammation and oxidative stress in experimental diabetic

retinopathy. Oxid Med Cell Longev 2016:1-13, 2016.

Guan Y, Cui ZJ, Sun B, Han LP, Li CJ, Chen LM. Celastrol attenuates
oxidative stress in the skeletal muscle of diabetic rats by regulating the AMPK-
PGC1a-SIRT3 signaling pathway. Int J Mol Med 37(5):1229-38, 2016.

39



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Cappellari GG, Zanetti M, Semolic A, Vinci P, Ruozi G, Falcione A.
Unacylated ghrelin reduces skeletal muscle reactive oxygen species generation
and inflammation and prevents high-fat diet-induced hyperglycemia and
whole-body insulin resistance in rodents. Diabetes 65(4):874-86, 2016.

Boden MJ, Brandon AE, Tid-Ang JD, Preston E, Wilks D, Stuart E.
Overexpression of manganese superoxide dismutase ameliorates high-fat diet-
induced insulin resistance in rat skeletal muscle. Am J Physiol Metab
303(6):798-805, 2012.

Ding Y, Dai X, Jiang Y, Zhang Z, Bao L, Li Y. Grape seed proanthocyanidin
extracts alleviate oxidative stress and ER stress in skeletal muscle of low-dose
streptozotocin and high-carbohydrate/high-fat diet-induced diabetic rats. Mol
Nutr Food Res 57(2):365-9, 2013.

Teodoro BG, Baraldi FG, Sampaio IH, Bomfim LHM, Queiroz AL, Passos
MA. Melatonin prevents mitochondrial dysfunction and insulin resistance in rat
skeletal muscle. J Pineal Res 57(2):155-67, 2014.

Nduhirabandi F, Du Toit EF, Blackhurst D, Marais D, Lochner A. Chronic
melatonin consumption prevents obesity-related metabolic abnormalities and
protects the heart against myocardial ischemia and reperfusion injury in a
prediabetic model of diet-induced obesity. J Pineal Res 50(2):171-82, 2011.

American Diabetes Association. Diagnosis and classification of diabetes
mellitus. Diabetes Care 37(1):81-90, 2014.

Chan M. Global report on diabetes. VVol. 58, World Health Organization, 2014.

Bagriagik N. Diabetes Mellitus: Tanimi, Tarihgesi Ve Sikligi. Diabetes
Mellitus Sempozyumu. 18 - 19 Aralik 1997, Istanbul, s. 9-18.

Barret KE, Barman SM, Boitano S, Brooks HL. Ganong’s Review Of Medical
Physiology. 24th Edition. McGraw-Hill Medical, New York, USA, 2012.

Akkaya H, Celik S. Ratlarda diyabet Oncesi ve sonrast oksidan-antioksidan
durum. FU Sag Bil Vet Derg 24(1):5-10, 2010.

40



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

Luft R. Oskar Minkowski: Discovery of the pancreatic origin of diabetes, 1889.
Diabetologia 32(7): 399-401, 1989.

Whiting DR, Guariguata L, Weil C, Shaw J. IDF Diabetes Atlas: Global
estimates of the prevalence of diabetes for 2011 and 2030. Diabetes Res Clin
Pract 94(3):311-21, 2011.

Satman I, Yilmaz T, Sengiil A, Salman S, Salman F, Uygur S. Population-
based study of diabetes and risk characteristics in Turkey: Results of the
Turkish Diabetes Epidemiology Study (TURDEP). Diabetes Care 25(9):1551-
6, 2002.

Satman I, Omer B, Tutuncu Y, Kalaca S, Gedik S, Dinccag N. Twelve-year
trends in the prevalence and risk factors of diabetes and prediabetes in Turkish
adults. Eur J Epidemiol 28(2):169-80, 2013.

American Diabetes Association. Standards of medical care in diabetes.
Diabetes Care 33(1):11-61, 2010.

Satman I, imamoglu S, Yilmaz C, Akalin S ve Diabetes Mellitus Calisma ve
Egitim Grubu. TEMD Diabetes Mellitus Ve Komplikasyonlarinin Tan1, Tedavi
Ve Izlem Kilavuzu. 7. Baski, Pelin Ofset Matbaacilik, Ankara, 2015.

Hall JE. Guyton and Hall Textbook of Medical Physiology. 12th edition.
Saunders Elsevier, Philadelphia, USA, 2011.

International Diabetes Federation. IDF Diyabet Atlas1 8th, 2017.

Brunton, S. Pathophysiology of type 2 diabetes: The evolution of our
understanding. J Fam Pract 65(4), 2016.

Forbes JM, Cooper ME. Mechanisms of diabetic complications. Physiol Rev
93(1):137-88, 2013.

Kawanami D, Matoba K, Sango K, Utsunomiya K. Incretin-based therapies for
diabetic complications: basic mechanisms and clinical evidence. Int J Mol Sci
17(8):1223, 2016.

41



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Koulis C, Watson AMD, Gray SP, Jandeleit-Dahm KA. Linking RAGE and
Nox in diabetic micro and macrovascular complications. Diabetes and
Metabolism 41(4): 272-281, 2015.

Hoélscher ME, Bode C, Bugger H. Diabetic cardiomyopathy: Does the type of
diabetes matter? Int J Mol Sci 17(12):2136, 2016.

Lee WS, Kim J. Diabetic cardiomyopathy: Where we are and where we are
going. Korean Journal of Internal Medicine 32(3):404, 2017.

Kannel WB, McGee DL. Diabetes and cardiovascular disease: the framingham
study. JAMA J Am Med Assoc 241(19):2035-8, 1979.

Jia G, Whaley-Connell A, Sowers JR. Diabetic cardiomyopathy: a
hyperglycaemia and insulin-resistance-induced heart disease. Diabetologia
61(1): 21-28, 2018.

Bugger H, Abel ED. Molecular mechanisms of diabetic cardiomyopathy.
Diabetologia 57(4): 660-671, 2014.

Chen J, Zhang Z, Cai L. Diabetic cardiomyopathy and its prevention by Nrf2:
Current status. Diabetes Metab J 38(5):337-45, 2014.

Bianchi L, Volpato S. Muscle dysfunction in type 2 diabetes: a major threat to
patient’s mobility and independence. Acta Diabetol 53:879-89, 2016.

M. Hashemi, M. Bayat, A.R. Azizi Saraji ME. The effect of swimming
exercise on experimental diabetic myopathy in rats. World J Zool 4(3):216-22,
2009.

D’Souza DM, Al-Sajee D, Hawke TJ. Diabetic myopathy: impact of diabetes
mellitus on skeletal muscle progenitor cells. Frontiers in Physiology 4:374,
2013.

Di Meo S, lossa S, Venditti P. Skeletal muscle insulin resistance: role of
mitochondria and other ROS sources. J Endocrinol 233(1): R15-42, 2017.

Wu H, Ballantyne CM. Skeletal muscle inflammation and insulin resistance in
obesity. J Clin Invest 127(1): 43-54, 2017.

42



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Tangvarasittichai S. Oxidative stress, insulin resistance, dyslipidemia and type
2 diabetes mellitus. World J Diabetes 6(3): 456, 2015.

Asmat U, Abad K, Ismail K. Diabetes mellitus and oxidative stress—A concise
review, Saudi Pharmaceutical Journal 24(5):547-553, 2016.

Atalay M, Laaksonen DE. Diabetes, oxidative stress and physical exercise.
Journal of Sports Science and Medicine. 1(1):1-14, 2002.

Rochette L, Zeller M, Cottin Y, Vergely C. Diabetes, oxidative stress and
therapeutic strategies. Biochimica et Biophysica Acta 1840(9):2709-2729,
2014.

Giacco F, Brownlee M. Oxidative stress and diabetic complications.
Circulation Research 107(9):1058-1070, 2010.

Henriksen EJ, Diamond-Stanic MK, Marchionne EM. Oxidative stress and the
etiology of insulin resistance and type 2 diabetes. Free Radical Biology and
Medicine 51(5):993-999, 2011.

Jay, Desmond Hitomi, Hirofumi Griendling KK. Oxidative stress and diabetic
cardiovascular complications. Free Radic Biol Med. 40(2):183-92, 2006.

Rains JL, Jain SK. Oxidative stress, insulin signaling, and diabetes. Free
Radical Biology And Medicine 50(5):567-575, 2011.

Kaneko M, Bucciarelli L, Hwang YC, Lee L, Yan SF, Schmidt AM. Aldose
reductase and AGE-RAGE pathways: key players in myocardial ischemic
injury. Ann N'Y Acad Sci 1043:702-9, 2005.

Memisogullar1 R. Diyabette serbest radikallerin rolii ve antioksidanlarin etkisi.

Diizce Tip Fakiiltesi Dergisi 3:30-39, 2005.

Maritim AC, Sanders RA, Watkins JB. Diabetes, oxidative stress, and
antioxidants: A review. J Biochem Mol Toxicol 17(1):24-38, 2003.

Robertson AP. Chronic oxidative stress as a central mechanism for glucose
toxicity in pancreatic islet beta cells in diabetes. Journal of Biological
Chemistry 279(41):42351-54, 2004.

43



54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Das Evcimen N, King GL. The role of protein kinase C activation and the
vascular complications of diabetes. Pharmacological Research 55(6):498-510,
2007.

Giirol G, Aslan A. Lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzimler. Sak Tip
Derg 3(1):5-7, 2013.

Gaschler MM, Stockwell BR. Lipid peroxidation in cell death. Biochemical
and Biophysical Research Communications 482(3):419-425, 2017.

Ozcan O, Erdal H, Cakirca G, Yonden Z. Oxidative stress and its impacts on

intracellular lipids, proteins and DNA. J Clin Exp Investig 6(3):331-6, 2015.

Sindhi V, Gupta V, Sharma K, Bhatnagar S, Kumari R, Dhaka N. Potential
applications of antioxidants — A review. J Pharm Res 7(9):828-35, 2013.

He L, He T, Farrar S, Ji L, Liu T, Ma X. Antioxidants maintain cellular redox
homeostasis by elimination of reactive oxygen species. Cellular Physiology
and Biochemistry 44(2):532-553, 2017.

Aksoy Yasemin. Antioksidan mekanizmada glutatyonun rolii. Turkiye Klin J
Med Sci 22(4):442-8, 2002.

Espinosa-Diez C, Miguel V, Mennerich D, Kietzmann T, Sanchez-Pérez P,
Cadenas S. Antioxidant responses and cellular adjustments to oxidative stress.
Redox Biology 6:183-197, 2015.

Maher P, Lewerenz J, Lozano C, Torres JL. A novel approach to enhancing
cellular glutathione levels. J Neurochem 107(3):690-700, 2008.

Caylak E, Rica C. Hayvan ve bitkilerde oksidatif stres ile antioksidanlar. Tip
Arastirmalar1 Derg 9(1):73-83, 2011.

Li B, Liu S, Miao L, Cai L. Prevention of diabetic complications by activation
of Nrf2: diabetic cardiomyopathy and nephropathy. Exp Diabetes Res 2012:7,
2012.

Tan SM, de Haan JB. Combating oxidative stress in diabetic complications
with Nrf2 activators: How much is too much? Redox Rep 19(3):107-17, 2014.

44



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Cui W, Min X, Xu X, Du B, Luo P. Role of nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 in diabetic nephropathy. Journal of Diabetes Research 2017, 2017.

Louro RO, Diaz-Moreno 1. Redox proteins in supercomplexes and
signalosomes. CRC Press, Boca Raton, USA, 2016.

Lu J, Holmgren A. The thioredoxin antioxidant system. Free Radical Biology
and Medicine 66:75-87, 2014.

Tan DX, Manchester LC, Esteban-Zubero E, Zhou Z, Reiter RJ. Melatonin as a
potent and inducible endogenous antioxidant: Synthesis and metabolism.
Molecules 20(10):18886-906, 2015.

Zephy D, Ahmad J. Type 2 diabetes mellitus: Role of melatonin and oxidative
stress. Diabetes and Metabolic Syndrome: Clinical Research and Reviews
9(2):127-131, 2015.

Sener G. Karanligin hormonu: Melatonin. Marmara Pharmaceutical Journal
14:112-20, 2010.

Reiter RJ, Tan D-X, Qin L, Alatorre-Jimenez M, Sainz RM, Mayo JC.
Melatonin as an antioxidant: under promises but over delivers. J Pineal Res
61(3):253-78, 2016.

Pisoschi AM, Pop A. The role of antioxidants in the chemistry of oxidative
stress: A review. Eur J Med Chem 97:55-74, 2015.

Casini AF, Ferrali M, Pompella A, Maellaro E, Comporti M. Lipid
peroxidation and cellular damage in extrahepatic tissues of bromobenzene-
intoxicated mice. Am J Pathol 123(3):520-31, 1986.

Aykag G, Uysal M, Siiha Yalgin A, Kogak-Toker N, Sivas A, Oz H. The effect
of chronic ethanol ingestion on hepatic lipid peroxide, glutathione, glutathione
peroxidase and glutathione transferase in rats. Toxicology 36(1):71-6, 1986.

Negi G, Kumar A, Sharma SS. Melatonin modulates neuroinflammation and
oxidative stress in experimental diabetic neuropathy: Effects on NF-xB and
Nrf2 cascades. J Pineal Res 50(2):124-31, 2011.

45



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Meng S, Yang F, Wang Y, Qin Y, Xian H, Che H. Silymarin ameliorates
diabetic cardiomyopathy via inhibiting TGF-$1/Smad signaling. Cell Biol Int
43(1):65-72, 2019.

Marwick TH, Ritchie R, Shaw JE, Kaye D. Implications of underlying
mechanisms for the recognition and management of diabetic cardiomyopathy.
Journal of the American College of Cardiology 71(3):339-351, 2018.

Ge Z-D, Lian Q, Mao X, Xia Z. Current Status and Challenges of NRF2 as a
Potential Therapeutic Target for Diabetic Cardiomyopathy. Int Heart J
60(3):512-520, 2019.

Trachanas K, Sideris Sk, Aggeli C, Poulidakis E, Gatzoulis K, Tousoulis D.
Diabetic cardiomyopathy: From pathophysiology to treatment. Hellenic Journal
of Cardiology 55(5):411-421, 2014.

Kandemir Y, Tosun V, Giintekin U. Melatonin protects against streptozotocin-
induced diabetic cardiomyopathy through the mammalian target of rapamycin
(mTOR) signaling pathway. Adv Clin Exp Med 28(9):0-0, 20109.

Jia G, DeMarco VG, Sowers JR. Insulin resistance and hyperinsulinaemia in
diabetic cardiomyopathy. Nature Reviews Endocrinology 12(3):144-153,
2016.

Fuentes-Antras J, Picatoste B, Gomez-Hernandez A, Egido J, Tunon
J, Lorenzo O. Updating experimental models of diabetic cardiomyopathy.
J Diabetes Res 2015:656795, 2015.

Hernandez-Ochoa EO, Llanos P, Lanner JT. The underlying mechanisms of
diabetic myopathy. J Diabetes Res 2017:1-3, 2017.

Soliman GZA. Blood lipid peroxidation superoxide levels in Egyptian type 2
diabetic patients. Singapore Med J 49(2):129-36, 2008.

Armstrong AM, Chestnutt JE, Gormley MJ, Young IS. The effect of dietary
treatment on lipid peroxidation and antioxidant status in newly diagnosed
noninsulin dependent diabetes. Free Radic Biol Med 21(5):719-26, 1996.

46



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Reiter RJ, Paredes SD, Manchester LC, Tan DX. Reducing
oxidative/nitrosative stress: A newly-discovered genre for melatonin. Critical
Reviews in Biochemistry and Molecular Biology 44(4):175-200, 2009.

Bonnefont Rousselot D, Collin F. Melatonin: Action as antioxidant and
potential applications in human disease and aging. Toxicology 278(1):55-67,
2010.

Onk D, Onk OA, Erol HS, Ozkaraca M, Comakli S, Ayazoglu TA. Effect of
melatonin on antioxidant capacity, inflammation and apoptotic cell death in

lung tissue of diabetic rats. Acta Cir Bras 33(4):375-85, 2018.

Bicer M, Baltaci SB, Patlar S, Mogulkoc R, Baltaci AK. Melatonin has a
protective effect against lipid peroxidation in the bone tissue of diabetic rats
subjected to acute swimming exercise. Hormone Molecular Biology and
Clinical Investigation 34(2): 2018.

Mehrzadi S, Motevalian M, Rezaei Kanavi M, Fatemi |, Ghaznavi H, Shahriari
M. Protective effect of melatonin in the diabetic rat retina. Fundam Clin
Pharmacol 32(4):414-21, 2018.

Rodriguez C, Mayo JC, Sainz RM, Antolin I, Herrera F, Martin V. Regulation
of antioxidant enzymes: a significant role for melatonin. J Pineal Res 36(1):1—
9, 2004.

Uruno A, Yagishita Y, Yamamoto M. The Keapl-Nrf2 system and diabetes
mellitus. Archives of Biochemistry and Biophysics 566:76-84, 2015.

Coleman V, Sa-Nguanmoo P, Koenig J, Schulz TJ, Grune T, Klaus S, et al.
Partial involvement of Nrf2 in skeletal muscle mitohormesis as an adaptive

response to mitochondrial uncoupling. Sci Rep 8(1):2446, 2018.

Shi S, Lei S, Tang C, Wang K, Xia Z. Melatonin attenuates acute kidney
ischemia/reperfusion injury in diabetic rats by activation of the
SIRT1/Nrf2/HO-1 signaling pathway. Biosci Rep 39(1):BSR20181614, 20109.

47



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

He X, Kan H, Cai L, Ma Q. Nrf2 is critical in defense against high glucose-
induced oxidative damage in cardiomyocytes. J Mol Cell Cardiol 46(1):47-58,
2009.

Zang Hm, Wu W, Q1 L, Bowen C, Cu1 T, Nagarkatt1 P, et al. Nrf2 exaggerates
cardiomyopathy associated with type 1 diabetes in mice. Diabetes 67(1):475-P,
2018.

Ding K, Wang H, Xu J, Li T, Zhang L, Ding Y, et al. Melatonin stimulates
antioxidant enzymes and reduces oxidative stress in experimental traumatic
brain injury: The Nrf2-ARE signaling pathway as a potential mechanism. Free
Radic Biol Med 73:1-11, 2014.

Zhang Y, Qiao B, Gao F, Wang H, Miao S, Zhao H. Melatonin protects H9c2
cells against ischemia/reperfusion-induced apoptosis and oxidative stress via
activation of the Nrf2 signaling pathway. Mol Med Rep 18(3):3497-505, 2018.

Liu Y, Li LN, Guo S, Zhao XY, Liu YZ, Liang C. Melatonin improves cardiac
function in a mouse model of heart failure with preserved ejection fraction.
Redox Biol 18:211-21, 2018.

Okatan EN, Tuncay E, Turan B. Cardioprotective effect of selenium via
modulation of cardiac ryanodine receptor calcium release channels in diabetic
rat cardiomyocytes through thioredoxin system. J Nutr Biochem 24(12):2110—
2118, 2013.

Li H, Xu C, Li Q, Gao X, Sugano E, Tomita H. Thioredoxin 2 offers protection
against mitochondrial oxidative stress in H9c2 cells and against myocardial
hypertrophy induced by hyperglycemia. Int J Mol Sci 18(9):1958, 2017.

Schulze PC, Yoshioka J, Takahashi T, He Z, King GL, Lee RT. Hyperglycemia
promotes oxidative stress through inhibition of thioredoxin function by
thioredoxin-interacting protein. J Biol Chem. 279(29):30369-74, 2004.

Yu L, Fan C, Li Z, Zhang J, Xue X, Xu Y. Melatonin rescues cardiac
thioredoxin system during ischemia-reperfusion injury in acute hyperglycemic
state by restoring Notchl/Hesl/Akt signaling in a membrane receptor-
dependent manner. J Pineal Res 62(1):e12375, 2017.

48



8. EKLER

Ek-1 Etik Kurul Onay1

49



9. OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Salim OZENOGLU
Mail : salimozenoglu@gmail.com
Dogum Tarihi : 18.01.1988
Egitim Bilgileri
Derece Alan Univeriste Yil
Lisans Fizik Tedavi ve Pamukkale 2011
Rehabilitasyon Universitesi
Yiiksek Lisans Fizyoloji Biilent Ecevit 2019
Universitesi

is Tecriibeleri

2011 -2012 Yeni Yasam Ozel Egitim ve Rehabilitasyon Merkezi
Seydisehir/Konya

2012-2013 Rehberim Ozel Egitim ve Rehabilitasyon Merkezi
Nigde/Merkez

2015-2017 Uzunmehmet Goglis Ve Meslek Hastaliklart Hastanesi
Zonguldak/ Merkez

2017- Zonguldak Atatiirk Devlet Hastanesi

Akademik Yayinlar

Meryem Ergeng, Salim Ozenoglu, inci Turan, Veysel Haktan Ozagmak, Hale Sayan

Ozagmak. “Diabetik Siganlarda Melatonin Uygulamasinin Karaciger, Bobrek, Mide,

Pankreas ve Gz Dokularinda Oksidatif Stres Uzerine Etkisi” Tiirkiye Diyabet ve
Obezite Dergisi 3(3):117-123, 2017.

Sertifikalar

Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1

50




