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1. GIRIS

Diyabet insiilin salinmasinin veya etkisinin ya da hiicrelerde insiilin reseptor
duyarhliginin azalmasi sonucu olusan bir hastaliktir. Insiilin salinamadig1 diyabet
sekli Tip I diyabet olarak ifade edilirken, insiilin azhi@1 ve/veya reseptor
duyarliligiin azlhigi1 sonucu olusan diyabet, Tip II diyabet olarak adlandirilmaktadir
(1,2,3). Insiilin yoklugunun veya insiilin reseptor duyarhliginm azaltilmasmin glikoz
metabolizmasina baslica etkisi, glikozun bircok hiicre tarafindan alimi ve
kullaniminin engellenmesidir. Bu durumda, kan glikoz konsantrasyonu artar,
glikozun kullanimi giderek azalir ve hiicreler enerji kaynagi olarak yaglar1 ve

proteinleri kullanmaya baglar (1,4).

Deneysel hayvan caligmalarinda insandakine benzer diyabet olusturmak i¢in
kullanilan N-nitroso tiirevi D-glukozamin yapisindaki streptozotosin (STZ) (5),
oksidan maddeler meydana getirerek langerhans adaciklarimi selektif olarak tahrip
etmekte ve uygun olmayan nitrik oksit (NO) cevaplar1 vererek diyabeti baslattigi

diistiniilmektedir (6,7).

Diyabet sonucu olusan hiperglisemi, glikozun oksidasyonuna ve proteinlerin
glikolizasyonuna bagli olarak, serbest radikallerin olusmasma neden olur. Serbest
radikaller, son yoriingelerinde bir ya da birden fazla paylasilmamis elektron iceren
reaktif molekiillerdir. Serbest radikaller, mitokondriyal solunum, fagositlerin
aktivasyonu ve bazi enzimlerin [( nikotinamid adenin diniikleotid hidrojen fosfat
(NADPH) oksidaz ve ksantin oksidaz gibi)] ve/veya demir (Fe) ve bakir (Cu) gibi
metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda olusurlar. Olusan bu
serbest radikaller, ©zellikle reaktif oksijen tiirleri (ROT), lokositlerin yabanci
maddeleri yok etmeleri sirasinda, biyolojik olarak aktif olan ©Onemli araci
molekiillerdir ve yangi ile ilgili temel bilesiklerin olusmasinda da rol oynarlar.
Bununla beraber asir1 iiretilmeleri halinde toksiktirler ve hiicrelerdeki lipidleri,
proteinleri ve DNA’y1 oksitleyerek peroksidasyona ve modifikasyonlara neden
olabilirler. Bu prooksidanlarin, 6zellikle ROT’lerin birikmesine ‘“‘oksidatif stres”

denir. Son yillarda oksidatif stresin, basta diyabet olmak tiizere koroner kalp



rahatsizliklari, kanser, katarakt gibi daha bircok hastaligin patogenezine neden

oldugu saptanmistir (8).

Oksidatif stres; tip I diyabette, 0zellikle pankreatik B hiicrelerinin apoptozisine,
tip II diabette ise, insiilin salgilanmasmi uyaran mekanizmanin inhibe edilmesine
neden olarak (9), protein glikolizasyonu, ateroskleroz, retinopati, nefropati, norolojik

disfonksiyonlar gibi diyabetik komplikasyonlar olusturur (10,11,12).

Organizmada oksidatif stres olusturan degisik oksidanlara karsi antioksidan
savunma sistemi vardir. Bu antioksidan savunma sistemi; serbest radikallerin asiri
tiretilmesini engelleyerek, olusan serbest radikallerin etkisini azaltarak veya oksidatif
hasar1 ya azaltarak ya da onararak etkisini gdsterir. Bu sistemler siiperoksid dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi endojen antioksidan
enzimleri, indirgenmis glutatyonu (GSH), seruloplazmin ve transferin gibi metal
baglayici proteinleri, ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) gibi antioksidan Ozellikteki bazi

elementleri ve A, C, E gibi antioksidan vitaminleri icermektedir (8,13).

Prostaglandin endoperoksid sentaz (genel adiyla COX), arasidonik asitin
prostaglandinlere doniisiimii icin gerekli anahtar enzimdir. COX enziminin iki farkl
gen tarafindan ve farkl fizyopatolojik olaylarca uyarilan iki alt grubu bulunmaktadir
(14). COX-1 enzimi genelde homeostazisi diizenleyici Ozelliktedir ve aktivitesi
genelde sabittir (15,16). COX-2 geni inflamasyon basta olmak iizere bircok durumda
uyarilabilir (17).

Bu calisjmanin amaci; deneysel diyabet yontemlerinden STZ ile
olusturdugumuz diyabetik ratlarda diyabete bagh olusan agrinin giderilmesinde ve
hasarin azaltilmasinda diyabetli hastalarda kullanilabilecegini diisiindiigiimiiz
antioksidan o©zelligi olan Aspirin (COX-1 inhibitorii) ve Nimesulid’in (COX-2
inhibitorii) vaskiiler sistem ve bobrek dokusu iizerine diyabetin olumsuz etkilerine

verdigi cevaplar1 biyokimyasal parametreler ve histopatalojik olarak incelemektir.



2. GENEL BIiLGi

2.1. DIABETES MELLITUS

2.1.1. Diabetes Mellitusun Tanimi:

Karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde etkili olan insiilin salinmasi,
Langerhans adaciklarindaki P hiicrelerine glikozun girisi ile baslar. Glikoz f
hiicrelerine girdikten sonra glikoz-6-fosfata doniistiiriilir. Glikoz-6-fosfattan
olusturulan ATP, ATP-kapili potasyum kanallarini uyararak potasyumun hiicre
disma cikmasint saglar. ATP-kapili potasyum kanallarinin kapanmasi ile meydana
gelen depolarizasyon, voltaj kapili kalsiyum (Ca) kanallariin ag¢ilmasima ve hiicre i¢i
Ca girisine neden olur. Bu olay, insiilin vezikiillerini membrana dogru hareket ettirir

ve insiilin hiicre disia salinmis olur (18,19).

Saglikli bireylerin, kas, yag ve karaciger doku hiicrelerindeki glikoz transportu,
doku hiicrelerine spesifik protein yapisindaki glikoz tasiyicilarm rol aldigi
kolaylastirilmis diftizyonla gergeklesir. Bu mekanizmadan Once insiilin, hiicre
yiizeyindeki reseptore baglanarak tirozin kinazi aktive eder. Reseptoriin B alt
tinitesinin tirozin birimleri otofosforilasyona ugrar. Reseptor, tirozin kinaz insiilin
reseptor substrat 1’1 (IRS1) fosforile eder. Fosforile edilmis IRS1, diger protein kinaz
ve fosforilazlarim aktivasyonunu destekler. Aktive olmus reseptor, spesifik glikoz
tastyicilarinin, translokasyonla hiicre i¢i havuzdan hiicre membranma hareket
etmesine neden olur (18,19). Bu tasiyicilarin, glikoz baglayan bolgesi hiicre disina
yonelmistir. Glikoz buraya baglaninca, olusan yapisal degisiklige bagl olarak, glikoz
baglayan bolgenin yonii sitoplazmaya dogru doner ve glikoz tastyicidan ayrilip iceri
girer. Insiilin diizeyi diisiince glikoz tasiyicilari, hiicre membranindan hiicre ici depo
havuzlarina hareket ederler. Kisaca, insiilinin glikoz transportundaki gorevi, glikoz
tastyicilarinin  yon degistirmesini ve konsantrasyonlarmin artmasini saglamaktir

(4,18,19).



Diabetes mellitus (DM), insiilin salgisinin mutlak veya goreceli eksikligi yada
insiilin rezistansi ile olusan, hiperglisemi ile kendini belli eden, karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasi bozukluklari ile karakterize kronik, metabolik bir hastaliktir.
DM’un etyopatogenezi ile ilgili arastirmalar, hastaligin heterojen, hiperglisemi ile

karakterize pek ¢cok durumu icine alan bir sendrom oldugunu ortaya koymustur (19).

Diyabet kelimesi Yunanca ‘“sifon” anlamma gelir ve bu hastalif1 karakterize
eden asir1 idrar olusumunu gosterir. Mellitus kelimesi de yine Yunanca “bal”

anlamina gelen “mel” kelimesinden tiiretilmistir (20).

Amerika da 15 milyon kisiden daha fazla kisiyi etkileyen diyabet, 7. 6liim
sebebidir. Diyabet hastalarinin 6 milyonu 65 yas istii, 15 milyonu 20 yasin {iistii ve
123000 kiside 20 yasin altindadir. Diyabet ciddi komplikasyonlar: olan bir hastalik
oldugu i¢in yiiksek mortaliteye sebep olabilir (21).

2.1.2. Anatomi ve Fizyolojisi:

Viicut yiiksek c¢alisma verimi elde edebilmek icin enerjiye gereksinim
duymaktadir. Bu gereksinimi karbohidratlar, proteinler ve yaglar olmak iizere cesitli
kaynaklardan saglanir. Karbohidratlar gibi belirli kaynaklarin viicut tarafindan
kullanilabilir hale doniistiiriilmesi gerekir. Ornegin; gastrointestinal sistemde (GIS)
karbohidratlar (karmasik sekerler) basit sekerlere (glukoz, galaktoz, fruktoz)
doniistiiriilmesi. Basit sekerler dolasima katilip tiim hiicrelere ulastirilirlar. Doniistim
ve hiicrelere dagitim basarili olsa bile glukozun hiicreye girebilmesi i¢in bazi

Ozellesmis proteinlere ve kolaylastirilmis difiizyona gereksinimi vardir.

Cesitli organ ve kimyasal etkiler viicudun yakit (enerji) diizeyini etkilerler.
Pankreas insiilin ve glukagon hormonlar1 ireterek kan glukoz diizeyinin
dengelenmesine yardimci olur. Insiilin pankreastaki langerhans adaciklarindaki
hiicrelerinden salgilanir. Insiilin glukoz depolanmasina, yag ve protein sentezi ve
depolanma hizmin artmasma neden olur. Insiilin; B hiicrelerinden salgilandiktan

sonra portal dolagimla karacigere gider. Karacigerde bir kismi kullanilir ve azaltilir,



kalan kismi1 da dolasgima birakilir. Glukagon, langerhans adaciklarindaki o
hiicrelerinden iiretilen bir proteindir. Glukagon glikojenin glukoza doniismesini
saglar, yaglarin gliserole doniisiimiinii arttirir, amino asitlerin sekere doniisiimiinii
saglar. Insiilinde oldugu gibi glukagon da pankreastan salgilandiktan sonra

karacigere gider.

Kan seker seviyesini etkileyen baska sebeplerde vardir. Epinefrin gibi
katekolaminler, stres doneminde kan seker diizeyinin dengede olmasina yardimci
olurlar. Epinefrin insiilin salgilanmasin1 baskilar, karaciger ve kaslardaki glikojenin
glikoza doniistimiinii hizlandirir. Ayn1 zamanda alternatif enerji kaynaklarinm (6rn:
yag asitleri) glukoza doniisiimiinii tetikler. Enerji kaynaklar1 onemlidir ¢linkii; glukoz

beynin kullanabilecegi tek enerji kaynagidir.

Biiyiime hormonlar1 kan seker diizeyini etkiler. Yag asitlerinin enerji kaynagi
olarak kullanilmasini tesvik eder ve protein sentezini arttirir. Glukozun hiicre i¢ine
girmesini ve kullanimimi engelleyerek (azaltarak) kan seker diizeyinin diismesini
saglar. Bu olaylar B hiicrelerinden insiilin salgilanmasin1 arttirir. Fiziksel egzersizler
ve stres (Orn: yaniklar, travmalar...) gibi degisik kosullar, biiyiime hormonu

salgilanmasini tetikler.

Adrenal korteksten salgilanan bir glikokortikoid olan kortizon, karacigerdeki
glikoz iiretimini uyarirken dokulardaki glukoz kullanimimi azaltir. Ameliyat,

enfeksiyon veya korku gibi stresli olgularda tepki olarak kortizon diizeyi artar (21).



2.1.3 Diabetes Mellitusun Belirtileri ve Nedenleri

DM Belirtileri: DM Nedenleri:
- Asir1 miktarda susamak (polidipsi) - Ailede DM olan kisiler
- Fazla miktarda idrar yapmak (poliiiri) - Pankreasa zarar veren viriisler

- Cok fazla miktarda yemek yemek (polifaji) - Obezite

- Ani kilo kaybi - Fiziksel ve emosyonel stres

- Yorgunluk - Tleri yaslarda risk artar (Tip 2)
- lyilesmeyen yaralar

- Kuru kasntili cilt

- Sik enfeksiyon gelismesi

- Bulanik gbrme

- Cinsel sorunlar

- Ellerde ve ayaklarda uyusma

2.1.4 Diabetes Mellitusun Etyolojik Simiflandirilmasi:

DM’un farkli formlar1 2003 yilinda *“ Expert Committee on the Diagnosis and

Classification of Diabetes Mellitus™ tarafindan yeniden tanimlanmustir (22).

Tablo 1. Diabetes Mellitusun Etyolojik Siniflandirilmasi (22)

Diabetes Mellitusun Etyolojik Siniflandirilmast

I- Tip 1 diyabet
II- Tip 2 Diyabet
III- Diger spesifik tipler

a) 3-hiicre fonsiyonlarinin genetik defektleri
b) Insiilin faaliyetlerinin genetik defekti

c) Ekzokrin pankreas hastaliklar:

d) Endokrinopatiler

e) [lag ve kimyasallar yoluyla olanlar
f)Enfeksiyonlar

2) Immiin aracilikl1 diyabetin nadir tipleri

h) Diyabetle iliskili diger genetik sendromlar

IV- Gestasyonel Diabetes Mellitus
V- Neonatal diyabet




I- Tip 1 Diabetes Mellitus: Insiiline bagimli diyabet ya da juvenil diyabet

olarak da adlandirilmaktadir ve tiim diyabet olgularmin % 5-10’unu olusturur.
Pankreas [ hiicrelerinin otoimmiin aracilikli yikimiyla olusan insiilin yetmezligi ile
karakterizedir. Bu yiizden hastalarin hayatlarini devam ettirmek veya diyabetik
ketoasidozdan (DKA) korunmak icin insiiline ihtiyac1 vardir. Insiiline veya tamamen
pankreas [ hiicrelerine karsi olan otoantikorlar (Adacik hiicre antikorlar1 (ICA) ve
glutamik asit dekarboksilaza (GAD) kars1 antikorlar), tani swasmda %85-90
hastalarda saptanabilir. Tip 1 Diabetes mellitus genel diyabet populasyonunun %10-
20’sini olusturmaktadir (19,21,22)

II- Tip 2 Diabetes Mellitus: Insiiline bagimli olmayan diyabet ya da adult

onset diyabet olarak adlandirilir ve vakalarm %90-95’ini olusturur. Insiilin direnci ve
rolatif (tamamen eksikligi olmaksizin) insiilin yetmezligi ile karakterizedir.
Tedavisinde insiilin direncinin azalmast ve endojen insiilin sekresyonunun
arttirilmasi amaclanir. En sonunda ekzojen insiilin verilmesi gerekebilir. Ama insiilin
tedavisi yapilmasa da diyabetik ketoasidoza egilim olmayabilir, ¢iinkii endojen
insiilin tiretimi az miktarda da olsa yapilabilmektedir. Patogenez, insiilin reseptorii ve
onun intraselliiler sinyal yolunu igeren progresif insiilin direnci ile B hiicre yetmezligi

arasindaki etkilesimi icerir (21,23)

Tip 2 DM genellikle obez bireylerde meydana gelir, hipertansiyon ve
dislipidemi ile iliskilidir. Bu hastalarin %85°1 obez, kalan %15°’i non-obezdir.
Kuvvetli bir predispozisyon vardir. DM’tan etkilenen bireylerden %350’sinden
fazlasinin tanisinin konmadig1 tahmin edilmektedir. Ciinkii hiperglisemi yavas yavas
meydana gelir ve hipergliseminin klasik semptomlarina yol acacak kadar siddetli
degildir. Tip 2 DM’un genel diyabet populasyonundaki prevalanst %80-90
arasindadir. Hastalik her yasta goriilebilmekle birlikte, daha eriskin yaslarda ortaya
cikar. Tip 2 DM’ta adacik hiicre antikorlar1 serumda tespit edilmez (19,24).

III- Diger spesifik tipler: Degisik hastaliklarla diyabetin birlestigi

durumlardir. Bu hastaliklarin bazilar1 klinik olarak tip 1, bazilar1 da tip 2
karakterinde seyir gosterir (19,25).



a) B-hiicre fonksiyonlariin genetik defektleri
1- HNF-4o (MODY 1)
2-Glukokinaz (MODY 2)
3- HNF-1oo (MODY 3)
4- IPF-1 (MODY 4)
5- HNF-1 3 (MODY 5)
6- Mitokondrial DNA mutasyonlar1
* Kearns-Sayre sendromu
* MELAS Benzer mutasyon
* Wolfram (DIDMOAD) sendromu
7- Insiilin geninde anormallikler
8- Glut-2 de primer, sekonder defektler
9- Glikojen sentaz geninde polimorfizm

10- Digerleri

b) Insiilin faaliyetlerinin genetik defektleri
1-Kahn type A sendromu (Akantozis ngr.,Hirstz,)
2-HAIR-AN sendromu (Hiper androjenizm insiilin res. Akantosis nigrikans,
obezite)
3-Kahn type B sendromu (ins. reseptor. kars1 antikorlar, Insiilin rezistansi ve
hiperglisemi)
4-Leprechaunizm (Asir1 insiilin direncliligi, Intrauterin biiyiime geriligi,
Hipertrikoz, Preprandial hipoglisemi, postprandial hiperglisemi)
5-Rabson-Mendenhall sendromu (Insiilin rezistansy, Tip A ile Leprechaunizm
arasinda degisiklik gosterir)
6-Lipodistrofik sendromlar (Lipoatrofijen, kismi)
*Seip-Berardinelli sendromu
*Koebberling-Dunnigan sendromu

**Mandibuloacral displazi, digerleri



¢) Ekzokrin pankreas fonksiyon bozukluklari
1-Pankreatit
2-Travma-Pankreatektomi
3-Neoplaziler
4-Kistik Fibrozis
S-Hemokromatozis
6-Fibrokalkiiloz Pankreopati (Malniitrisyon ile)
7-Digerleri

d) Endokrinopatiler
1-Akromegali
2-Cushing sendromu
3-Glukagonoma
4-Feokromasitoma
S-Somatostatinoma
6-Aldosteronoma
7-Hipertiroidizm

8-Digerleri

e) Ilac ve kimyasallar yoluyla olanlar
1-Vakor
2-Pentamidin
3-Nikotinik asit
4-Glukokortikoidler
5-Tiroit Hormonlar1
6-Diazoksit
7- 3-Adrenerjik agonistler
8- Thiazidler
9- Klozapin

10-Proteaz inhibitorleri

11-Dilantin, B-interferon, siklosporin,takrolimus..

.VS.
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f) Enfeksiyonlar
1-Konjenital Rubella
2-Sitomegaloviriis
3-Hemolitik-tiremik Sendr.

4-Digerleri

g) Immiin aracihkh diyabetin nadir tipleri
1-Stiff-man sendromu
2-Anti-insiilin reseptor antikorlar

3-Digerleri

h) Diyabet ile iliskili diger genetik sendromlar
1-Down sendromu
2-Klinefelter sendromu
3-Turner sendromu
4-Friedreich ataksisi
S-Huntington korea’s1
6-Lawrance-Moon-Biedle sendromu
7-Myotonik distrofi
8-Porfiriler
9-Prader-Willi sendromu

10-Digerleri

IV- Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM): Ik olarak gebelikte tanis1 konan,

yani; gebelik sirasinda ortaya c¢ikan bir tablodur. Bir¢cok kadinda postpartum
donemde glukoz toleransi normale doner. Bazi kadinlarda ise ileri donemde asikar

diyabet gelisebilir (19).

V- Neonatal divabet: Yenidogan diyabeti olarak adlandirilir(19).

1-Gegici-tekrarlama olmadan
2- Gegici 7-20 yil sonra tekrarlama

3- Baslangictan itibaren devamli
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2.1.5. Diyabetin Neden Oldugu Komplikasyonlar

Mikrovaskiiler bozukluklar
Makrovaskiiler bozukluklar
Kardiyovaskiiler bozukluklar

Karaciger perfiizyon diisiikligii
Enfeksiyona yatkinlik

Noropati

Goz komplikasyonlari

Solunum komplikasyonlar1
Gastrointestinal komplikasyonlar
Glomeriiler bazal membranda degisimler

Hematolojik ve biyokimyasal komplikasyonlar

Gut ve benzeri hastaliklar cabuk gelisir.

Oksidatif stres, hiperglisemi, ve enzimatik olmayan glikolizasyon; glukozun
otooksidasyonu, prostaglandinlerin sentezi, hipoksi, hiperglisemik psddohipoksi,
enfeksiyonlar, AGE-RAGE (ileri glikolizasyon son iiriinleri ve reseptor) etkilesimi

gibi olaylar etkileyerek diyabette serbest radikal kaynaklarini olustururlar (26).

Diyabet plateletleri, endoteli, matriks metaloproteinlerini, kalp atim hizindaki
degisiklikleri etkiler ve bunlar; mikroalbliminiiri, proteiniiri, miyokardiyal fibrosis ve
dislipidemi 1ile sonug¢lanir. Bunlarm; kalp rahatsizliklari, miyokard infaktiisii
(MI)’niin yenilenmesi, PTCA’nin yeniden olusumu, CABG komplikasyonlar1 i¢in
yiikksek risk faktorii olusturur. Diyabet, hipertansiyon, dislipidemi, obezite;
protrombik ve proinflamatuvar durumlarla birleserek Metabolik Sendrom’a neden

olurlar (27).
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2.2, DENEYSEL DiYABET NEDIR?

IIk deneysel diyabet modeli yaklasik 100 yil &nce pankreas: ¢ikarilan bir
kopekte diyabet benzeri tablonun gozlenmesi ile elde edilmistir. Giiniimiizde
deneysel diyabet olusturmak i¢in daha yeni yontemler bulunmustur. Bu yontemler
insanlarda meydana gelen diyabeti tam olarak yansitmamakla birlikte diyabet
hastalig1 ile ilgili biitiin konularda aydinlatic1 olabilecek deneysel modellerdir. Bu
modellerden 0zellikle genetik olarak spontan diyabetli hayvanlarda diyabet
arastirmalariin tatmin edici bir sekilde yapildig bildirilmektedir (28). Giiniimiizde
bilinen baslica deneysel diyabet modelleri 3 temel mekanizma aracilifiyla

olusturulmaktadir. Bu mekanizmalar:

1. Kimyasal toksinler
2. Virisler

3. Trasgenik hayvanlar

2.2.1. Deneysel Diabetes Mellitus Olusturmak Icin Kullamilan Yéntemler

a) Alloksan aracih diyabet: Toksik 6zelligi oksidan bir madde olmasina baghdir.
Viicutta ¢ogu hiicrelerin, kendilerini koruyabilen antioksidan enzimleri varken
pankreas [ hiicrelerini oksidan maddelere karsi koruyan antioksidan enzimler
yoktur. Alloksan intraselliiler rediiktanlar olan askorbat ve tiollerle reaksiyona
girerek, onlarin antioksidan etkilerini engeller ve bdylece oksidan iiretimine
sebep olur. Sonugta B hiicrelerini oksidan etkisi ile tahrip eder ve hayvanlarda

diyabet olusturur (29,30).

b) Cinko Selatorleri: Cinko selatorleri de diyabet modeli olusturmak igin
kullanilirlar, ama yaygin bir yontem degildir. Deney hayvanlarinda daha bagka
patolojik durumlara da yol agabilmektedirler. 8-hidroksikinolin gibi bazi ¢inko
selatorleri sican ve farelerde diyabet modeli olusturmak icin kullanilmiglardir

(28).



c)

d)

e)
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Transgenik fare modeli: Bu hayvanlarda otoimmiin mekanizma ile diyabet

olugmaktadir. Pankreas [ hiicrelerine kars1 antikor gelismektedir (30,31).

DNA viriisii aracihgiyla olusturulan deneysel diyabet modeli: Kilham’s sican
viriisii deneysel diyabet olusturmak i¢in kullanilan DNA viriisiidiir. Otoimmiin
mekanizma ile diyabete neden olmaktadir. Hem sican hem de farelerde

kullanilmaktadir (33).

RNA viriisleri aracihigiyla olusturulan deneysel diyabet modeli: RNA
viriislerinden Coxsackie B4, Mengoviriis ve Retroviriis otoimmiin mekanizma ile

deneysel diyabete neden olur (33).

Streptozotosin (STZ) aracihigiyla olusturulan deneysel diyabet modeli: STZ,
alloksan benzeri mekanizma ile deney hayvanlarinda diyabete neden olur.
Kimyasal bir toksin olan STZ, Streptomyces griseus adli mantarin kiifiinden elde
edilmektedir. Kimyasal yapis1 CsH;sN30O; seklindedir. STZ antioksidan enzim
sisteminin bulunmadig1 pankreas P hiicrelerini oksidan etkisi ile tahrip ederek
insiilin salintmin1 azaltir (34). Glukozamin-nitroziire iceren, STZ, Langerhans
adaciklar1 B hiicrelerinde insiilin tiretiminin yiiksek seviyelerinde meydana gelen
GLUT-2 glukoz tasiyict reseptorleri araciligiyla hiicre igine almir. STZ’in
sitotoksik etkisi, NAD seviyelerinin azaltilmast ve intraselliiler serbest
radikallerin olusturulmasi araciligiyladir. (Bu konuda bir diger diisiince DNA
zincir kirilmalaridir) (35). Pankreas B hiicrelerinin NAD seviyeleri diisiiktiir ve
STZ saldirisiyla kolayca hasarlanabilirler (23). GLUT-2 glukoz tasiyici
reseptOrlerinin kan beyin bariyerinde olmamasi nedeniyle, sistemik uygulamay1
takiben beyinde STZ’nin direkt etkileri olusmaz. Ayrica bunlarin disinda,
STZ’nin uygun olmayan NO cevaplar1 meydana getirerek diyabete sebep oldugu
fikride  ortaya atilan  goriisler  arasindadwr.  STZ-diyabetik  ratlar
hipoinsiilinemiktirler ancak sag kalim i¢in insiilin tedavisine ihtiya¢ duymazlar.
Kan glukoz seviyeleri 20-25 mmol/L. (normali 5 mmol/L)’dir. DM’lu insanlarda
oldugu gibi, STZ-diyabetik ratlarda da gozler, bobrekler, kan damarlar1 ve sinir

sisteminde hasarlar gelisir. STZ-diyabetik rat modelinin avantaji, her yasta
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verilebilmesi nedeni ile DM ile yaslanmanin etkilesim c¢aligmalarima uygun
olusudur. Boylece STZ-diyabetik rat modeli, kronik hiperglisemi etkilerinin
calismasinda da kullanilishdir. Bu modelin endokrinolojik 6zellikleri ne sadece
tip 1’1 ne de tip 2’yi yansitmaktadir ancak tip 1’e daha yakin bir diyabet benzeri
tablo gelisir (23,28).

Tekrarlayan kiiciik dozlarda veya 30-100 mg/kg tek doz olarak kullanildiginda
diyabet olusturabilir. Intravendz, subdermal, intramiiskiiler ve intraperitoneal olarak
uygulanabilir. Tekrarlayan kiiciik dozlarda verildiginde diyabet yavas olarak gelisir
ve toksik mekanizmalardan daha ¢ok otoimmiin bir mekanizma ile meydana gelir.
Tek doz enjeksiyondan sonra kandaki insiilin seviyesi normalin %10-30 diizeyine
kadar diiser ve 20-30 mmol/L (200-300 mg/dL) diizeylerinde bir hiperglisemiye yol
acar. Bu kan sekeri diizeyinde hayvanda poliiiri, polidipsi, kilo kaybi olur, fakat bu
dozda ciddi ketozis gelismez ve hayvan yasamuni insiilin ihtiyac1 olmaksizin
haftalarca siirdiirebilir (36). Daha yiiksek dozlarda daha derin bir insiilin yetersizligi

olusur ve eger insiilin verilmezse bu spontan ketoasidoz ve dliimlere yol acar (28).

STZ yontemi siganlarda, farelerde ve kopeklerde calisilmistir. STZ ile
olusturulan deneysel diyabet modeli en sik kullanilan yontemdir. Ikinci siklikta
alloksan kullanilir. Alloksan yaklasik olarak 1/3 oraninda ucuz olmasina ragmen,

daha fazla hayvanin 6liimiine neden olabilmektedir (28).
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Tablo 2. Deneysel Tip 1 Diabetes Mellitus olusturmak i¢in kullanilan yontemler (28)

Ajan veya metod Hayvan B-hiicre
Tiirleri haraplanma
mekanizmalar
KIMYASAL
TOKSINLER Rat Sitotoksik
- Alloksan
- Streptozotosin Rat, fare, Sitotoksik
a) Yiiksek doz kopek Otoimmiin
b) Tekrarlayan diisiik doz Fare Sitotoksik
- Cinko selatorleri Rat
VIRUSLER
A) RNA Viriisleri
- Encephalomyocarditis Fare Sitotoksik
- Coxsackie B4 Fare (baz1 Sitotoksik
- Mengoviriis tiirleri) Sitotoksik
- Retroviriis Fare Otoimmiin
B) DNA Viriisleri Fare
- Kilham’s rat viriisii Otoimmiin
Rat
TRANSGENIK
HAYVANLAR
3-hiicre ekspresyonu Fare Otoimmiin
- I-A antijeni Fare Otoimmiin
- Interferon vy
2.2.2. Streptozotosin  Kullanarak Ratlarda Deneysel Diyabet

Olusturulmasi

Deneysel diyabet modellerinde genelde agirhiklar1 200-350g. arasinda
degisen, yapilacak deneye gore belli yas grubunda, istenilen verilere baglh olarak
belli cinsiyetlerde, Spraque Dawley veya Wistar tipi ratlarla caligilmaktadir.
Calismaya gore kullanilacak hayvan adedi degismekte ve yaklasik 20-60 adet rat
kullanilmaktadir. Bazi ¢aligmalarda secilen minimum rat adedi ile ortam sartlari,
kullanilacak kimyasallara verilen tepkiler, stres olusturacak kosullarmn belirlenmesi

amactyla 6n deneme yapilarak; calisma kosullar1 belirlenmektedir.
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Deneyin birinci giinii kontrol grubu hari¢ diger gruptaki ratlar1 diyabetik hale
getirmek i¢in 35-65 mg/kg STZ (hayvanin agirligina gore verilecek doz hesaplanarak
belirlenir); %0.9 luk sodyum kloriir (NaCl) c¢ozeltisi veya 0,01-0,02M pH 4.5 sitrat
tamponu i¢inde ¢oziiliip, taze olarak ¢ozeltisi hazirlanarak tek doz intraperitonal (i.p.)
olarak uygulanir. Baz1 caligmalarda ise kiiciik miktarlarda tekrarlayan dozlar seklinde
uygulanir. Kontrol grubuna ise STZ’siz ¢ozelti uygulanir. Yaklagik 72 saat sonra
kuyruk veninden alinan kan ile kan-glukoz tayini yapilir (glukometre yada glukoz
oksidaz yontemi kullanilarak). Kan glukoz diizeyi 15mmol/L veya 200-
300mg/dI’den yiiksek c¢ikinca ratlar diyabetik olarak degerlendirilir.

Ratlar stres ortami1 olusturmamak amaciyla 12 saat aydinlik/12 saat karanlikta
ve belli oda sicakliginda tutulur. Calismanm amacina gore 2-12 hafta icinde ¢alisma
sonlandirilir. Eter anestezi veya i.p. sodyum pentobarbital ile anestezi sonucu; kan,

doku ve organlar alinarak ¢alisma devam ettirilir (37,38,39,40,41,42).

2.3. SERBEST RADIKALLER ve OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller, son yoriingelerinde paylasilmamis elektron iceren molekiil
ya da atomlardir (43). Elektronlarmn bu dizilimi karasiz oldugundan radikaller hizli
bir sekilde diger molekiillerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararli bir
konfigiirasyon olusturmaya calisirlar. Bu reaksiyonlar sonucunda olusan en etkili
serbest radikaller ROT lerdir (8,43,44,45). Serbest radikaller en sik olarak elektron
transfer zincirinde olusan elektronlarin transferi ile veya oksidazlar ile tek elektron
transferi ile olusur. Serbest radikallerin bir baska olugsma seklide molekiildeki
baglarin homolitik olarak parcalanmasi sonucu elektronlardan her birinin farkli
atomlar iizerinde kalmasi ile olur. Ayrica iyonize radyasyonda serbest radikal

olusumuna sebep olabilir (46,47).

Organizmalardaki en aktif ROT ireticileri fagositoz hiicrelerdir. Cesitli
metabolik yangilarla uyarildiklarinda, oksijeni indirgeyerek hidroksil radikali (OH"),
hidrojen peroksit (H,O;) ve siiperoksit (O;) gibi ROT’lar1 olustururlar. Diger ROT

kaynaklari; yine oksijenin katildig1 mitokondriyal elekton tasima zinciri, doymamis
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yag asitlerinin ve katesolaminlerin oksidasyonu ile NADPH bagimlh oksidazlardir

(8,44,45).

Oksidanlarin 6zellikle ROT’lerin asir1 birikmesiyle olusan oksidatif stres
(48); membran lipidlerindeki doymamus yaglardaki baglar1 koparip membran
viskozitesini ve gecirgenligini arttirir, ayrica membran segiciligini de degistirir (49).
ROT’lerin olusumunun baslangicinda yer alan O,, proteinleri boliimlere ayirarak
enzim aktivasyonlarinda bozulmaya ve iyon transferinde aksakliklara neden olurken,
ayrica Fe iyonu ile reaksiyona girip proteolizis olusturur (50). DNA’da ise; sakkarit
halkalarinda kopmalar sonucu mutasyonlar, bazlardaki modifikasyonlara bagh
translasyon hatalari, zincir kirilmalar ile proteosentezde inhibisyonlara neden olur

boylece hiicre 6liimiine gider (50,51,52,53,54).

Serbest radikaller; viicutta ayrica yangi, bagisiklik sistemine ait hastaliklar,
yaslanma, norolojik hastaliklar, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemik hasar,
karsinojenezis, mutajenezis, infeksiyoz hastaliklar, karaciger hastaliklari, akciger
hastaliklar;, goz hastaliklar1 ve {iirolojik hastaliklar gibi hastaliklara da neden
olabilirler (55,56).

Lipid Peroksidasyonu; Ik &nce yag asidi hidrojen ve kendi iizerinde birer
elektron kalacak sekilde parcalanir ve lipid radikalini olusturur. Lipid radikalide
oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikalini olusturur. Lipid peroksil radikali
de diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer. Ayrica lipid peroksiller
ortamdaki hidrojen atomlar1 ile de reaksiyona girerek lipid hidroperoksidleri de
olustururlar. Lipid peroksidler daha sonra malondialdehid (MDA) ve 4-hidroksi
nonenal gibi yikim iiriinlerine doniisiirler. Bu yikim iiriinleri de DNA ve proteinlerle
reaksiyona girebilir ve mutajeniktirler. U¢ veya daha fazla cift baga sahip yag
asitlerinin  peroksidasyonu  sonucu MDA  olugsmaktadw. MDA  lipid
peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar, ancak spesifik degildir. Ayni
zamanda membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina neden
olabilir (57,58,59). MDA, ROT’nin hiicre zariyla etkilesiminden kaynaklanan

membran lipit peroksidasyonunun bir belirteci olup, membranda hasarlanmaya yol
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acarak, hiicredeki yasam dengesinin bozulmasina yol acabilir. Hiicre zarinda
hasarlanma, islev bozuklugu ve hiicreler arasi neksus haberlesmesinin kaybi,
kalsiyum ve diger iyon tasima sistemlerinin de kaybimna yol acar (60). Pek cok
caligma diyabetik komplikasyonlar ve lipid peroksidasyonu arasindaki iligkiyi ortaya
koymustur (61,62,63). Bu yiizden lipid peroksidasyonunun kontrolii cok ¢nemlidir.
Bu amacla da hem endojen hem de eksojen antioksidanlar kullanilmaktadir

(58,59,63,64)

2.3.1. Antioksidanlar

Antioksidanlar, genel olarak serbest radikal olusumunu engelleyen maddeler
olarak tanimlanmislardir (65). Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve hiicre dis1

olarak ikiye ayrilir.

Hiicre i¢ci savunma siteminin enzimatik antioksidanlari; SOD, CAT ve
GPx’tir. Enzimatik olmayan hiicre i¢i antioksidanlar; GSH, membrana baglanabilen
a-tokoferol ve [ karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve bilirubindir

(43,66,67,68).

Hiicre dis1 savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbest radikal yok

edicileri ve Zn gibi iz elementlerden olusur (69).

Antioksidan enzimlerden en Onemlisi olan Siiperoksid dismutaz (SOD),
hepatositlerin, eritrositlerin ve beyin hiicrelerinin mitokodri matriksinde bulunur.
Kararli bir yapiya sahiptir. O, ‘1 H,O,’ ye doniistiiren reaksiyonu katalizler (69,70).
Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de kesfedilmistir. Ug tiir SOD vardur.
Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve
ticiinciisii de Cu iceren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini metabolize eden
vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dir (46,47,71,72). Metalloprotein olan SOD bir

stiperoksid molekiiliinii H>O,’ye indirger.

02-' + 02-' + 2H+ — 02 + H202
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Bu dismutasyon reaksiyonu siiperoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin
esit oranda bulundugu pH 4,8’de kendiliginden de cereyan eder. Ancak fizyolojik
sartlarda yani pH'nin 7,35 -7,45 arasinda iken bu reaksiyon cok daha yavas
olusacaktir. SOD enzimi varliginda pH en az 7,4 oldugu kosullarda bu reaksiyon 4
kat daha hizli olacaktir (46). Diyabette SOD diizeylerinin arttig1, degismedigi veya
azaldig1 seklinde birbiriyle ¢elisen calismalar vardir (73,74,75,76).

Katalaz (CAT); Sumer ve Dounce tarafindan 1937’de kristalize halde
saflastirildi. Her biri bir prostetik grup olan ve yapisinda Fe*® bulunduran 4 hem
grubundan olugsmus bir hemoproteindir. Peroksizomlarla beraber oksijen veya suya
parcalar. GPx’in H»Os’e karsi K,’'i CAT’a gore daha diisiiktiir. Yani diisiik
konsantrasyonlarda GPx, yliksek konsantrasyonlarda ise CAT aktivite kazanir. CAT
aktivitesi eritrosit, karaciger ve bobrekte yogundur (46,47,71,77). CAT enzimi
hepatositlerin mitokondrisinde ve eritrositlerin sitoplazmasinda bulunurken, diger
hiicrelerin peroksizomlarinda yer alir (78). Tip 2 diyabetli hastalar lizerinde yapilan
bir calismada diyabetli hastalarin artmis serum CAT aktivitesine sahip olduklarmi
vurgulanmaktadir  (73). Ancak bu artisin organizmanin kendisini lipid
peroksidasyonundan korumak i¢in kompensatuvar bir mekanizma olabilecegi

vurgulanirken, bagka calismalarda da azalmis oldugu vurgulanmaktadir (74, 76).

Glutatyon peroksidaz (GPx); her birinde selenosistein igeren 4 alt birimden
olusur. Rediikte glutatyonu yiikseltgerken H,O,’i de suya cevirir ve boylece

membran lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese kars1 korur (79).

H,0O, + 2GSH — GSSG + 2H,0

E vitamini yetersiz olursa membrani peroksidasyona kars1 korur. Eritrositlerde
en kuvvetli antioksidandir. GPx yetersizligi selenyum eksikligi sonucu olabilir.
Ciinkii selenyum bu enzimin bir integral parcasidir (47,80,81). Yapilan ¢caligmalarda
diyabetli hastalarda serum GPx aktivitesinin azalmis oldugu rapor edilmektedir

(73,76).
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Glutatyon rediiktaz ;Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2
subiinitten olusmus bir dimerdir. Her bir subiinit; NADPH baglayan alan, FAD
baglayan alan ve ara yiiz alan olmak iizere 3 tane yapisal alan icerir. Okside
glutatyon bir subiinitin FAD alan1 ve diger subiinitin ara yiiz alanindan olusan bir
baglanma bolgesi vardir. Glutatyonun indirgenme reaksiyonu swrasinda siklikla
elektronlar NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha sonra subiinitlerdeki iki sistein
arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek suretiyle okside glutatyona
aktarilmis olur (46). Yapilan caligsmalarda diyabette GPx aktivitesinin azalmis oldugu
belirtilmektedir (76).

Glutatyon S-Transferaz (GST); Toksik metabolitlerle glutatyonun
konjugasyonunu  katalizleyen @~ GST  enzimi de  toksik  metabolitlerin
detoksifikasyonuna yol acan baska bir antioksidan enzimdir (82). Yapilan
calismalarda diyabette antioksidan enzimlerin arttig1 veya azaldigi seklinde raporlar

vardir. Ancak diyabette kesin olarak antioksidan sistemlerde bozukluk vardir (73,76).

2.3.2. Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarmin reaktif oksijen tiirleri ile olan
iliskisini gosteren ¢aliymalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve
iskemi-reperfiizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal tiretimini arttirdigi
(83) ve antioksidan savunma sistemini  degistirdigi  vurgulanmaktadir

(84.85,86,87,88).

SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonlarinin ve
antioksidan kapasitesinin pankreas adacik hiicrelerinde, karaciger, bobrek, iskelet
kas1 ve adipoz doku gibi diger dokularla kiyaslandiginda en diisiik diizeyde oldugu
bilinmektedir (89,90). Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da bilinen 3
hiicrelerinde goézlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandig:

diistiniilmektedir (91).
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Hidrojen peroksidin, yiiksek reaktiviteye sahip bir ROT iiriinii olan OH"
radikaline doniigmesi sonrasi insiilin reseptor sinyal sistemi iizerinde etkili oldugu ve
insiilin tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal transdiiksiyon yollarinda
anahtar bir rol oynayabilecegi goriisii arastirmacilarin savlar1 arasinda bulunmaktadir
(92). Glikasyon aracili serbest radikal iiretiminin insiilinin gen transkripsiyonunu
azalttigin1 ve beta hiicre apoptozuna yol actigin1 gosteren ¢alismalarin bulgular1 bu

caligmalar1 destekler niteliktedir (92,93).

Serbest radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu
destekleyen calismalarin (94) yani sira endotel ve diiz kas hiicreleri yiiksek
konsantrasyonda glukoz iceren ortamda inkiibe edildiginde de serbest radikal
olusumunun basladig1 gozlenmistir (95,96). Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda
yakm iligki oldugu goriisii in vivo caligmalar ile de desteklenmistir (97). Deneysel
hayvan calismalarinda insandakine benzer diyabet olusturmak icin kullanilan N-
nitroso tirevi D-glukozamin yapisindaki STZ (5), oksidan maddeler meydana
getirerek langerhans adaciklarini selektif olarak tahrip etmekte ve uygun olmayan

NO cevaplar1 vererek diyabeti baslattig1 diistiniilmektedir (6,7).

Diyabetik olgularin plazma lipoproteinlerinde, eritrosit membran lipitlerinde
ve cesitli dokularinda lipid peroksidasyonunun arttigi, yapilan calismalar sonucu
goriilmiistiir. Bu artisin daha fazla enzimatik (arasidonik asit yolu) ya da nonezimatik
lipid peroksidasyonundan mi kaynaklandig1 bilinmemektedir. Lipid peroksidasyonu,
hem yaygm vaskiiler inflamasyon sonucu aktiflesen lipooksijenaz yolu ile
prostaglandinlerden hem de serbest radikaller ve gecis metallerinin etkisi ile
endotelyal ve fagositik hiicrelerin membranlarinda bulunan lipidlerden, nonenzimatik
yolla olugsmaktadir. Daha sonra her iki yola ait iiriinlerin, karsilikli olarak birbirlerini
aktive ederek, lipid peroksidasyonunu arttirdiklart  bildirilmistir.  Yapilan
epidemiyolojik caligmalar, plazma lipid peroksidlerindeki artisin, diyabetten ¢ok
vaskiiler hastaligin kendisi ve hipertrigliseridemi ile iligkili oldugunu gostermektedir

(98,99,100).
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2.4.NSAI ILACLAR

2.4.1. NSAI Ilaclarin Tarihcesi

Nonsteroid Antiinflamatuvar laclar (NSAII)’ 1n kesfedilmesi M.O. 3500’e
kadar uzanwr. Misir papiriislerinde, karmm ve eklem agrilari icin mersin agaci
kabuklarmimn kullanildigr goriilmektedir (101). M.S. 30’larda ise inflamasyonun
Olciitleri tanimlanmis ve sogiit agaci yapraklar1 bunlar1 yok etmede kullanilmistir
(102). NSAII terimi ise ilk defa 1949°da fenilbutazon icin kullanilmustir (101).
NSAIi’larin gesitli hastaliklarda kullanilmasi ¢alismalar1 hizlandirmis ancak 1971°e
kadar bu ilaglarm etki mekanizmasi ile ilgili kesin bir aciklama yapilmamigtir.
1971’de Sir John Vane arasidonik asit mekanizmasini ve bu mekanizmada
atiinflamatuvarlarin  yerini gostermistir (103). 1976 yilinda ise prostaglandin
endoperoksit sentetaz (PGHS) veya siklooksijenaz (COX) adi ile adlandirilan enzim
bulunmugtur (103,104). COX-1 cDNA’s1 1988’de baslangi¢ olarak koyun, fare ve
insan kaynaklarindan izole edilmistir (105). Antiinflamatuvarlarin tiimii ayn1 etkiye
sahip degildir. 1990’da Needleman COX enzimlerinin birden fazla oldugunu
bildirerek COX’un izoenzimlerinden bahsedilmistir, 1991°de ise Xie ve arkadaslari
tarafindan COX-2 tanimlanip klonland1 (102,104,106,107). Son yillarda ise COX-3
izoenziminden bahsedilmektedir. COX enziminin birden fazla izoenziminin olmasi
etki farkliligi ve yan etki sikhigmin degisikligini aciklamaya yardimci olmaktadir
(108).

2.4.2. NSAI Ilaclarin Etki Mekanizmalan

NSAI ilaglarmn ¢ogu etkilerini prostaglandin sentezini azaltarak gosterirler
(103,106,109,110). Prostaglandinler, yapilarinda bir halka tasiyan 20 karbonlu
doymamis yag asiti tiirevleridir. Bu bilesikler bazen eikozanoitler olarak da
adlandirilirlar;  "eikoza" 20 karbon atomlu anlamina gelmektedir (111).
Prostaglandinler ve ilgili bilesikler hemen hemen her doku tarafindan az miktarlarda
sentezlenir. Genellikle sentezlendikleri dokuda lokal olarak etkilidirler ve etki
bolgelerinde hizla etkin olmayan metabolitlere cevrilirler. Bu nedenle kan

dolasiminda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmazlar. TXA, (tromboksan Aj),
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lokotrienler ve hidroperoksieikozatetraenoik asit ve hidroksieikozatetraenoik asit
(HPETE-HETE) prostaglandinlere benzeyen lipitlerdir ve benzer 6ncii maddelerden,
ortak yollardan gecerek sentezlenirler (111).

Prostaglandinler ¢cogu etkilerini hiicre yiizeyindeki reseptorlerine baglanarak
saglarlar. Endojen olarak dokuda iiretilen prostaglandinler ve metabolitleri belirli bir
hiicre tipinin verdigi yanitlarin ince ayarm yapan lokal sinyaller olarak davranirlar.
Fonksiyonlar1 dokudan dokuya cok bilyiik farkhliklar gosterebilir. Ornegin;
TXA’nin  trombositlerden  salgilanmasi  yeni trombositlerin  toplanmasini
saglamaktadir. Ancak diger dokularda TxA;’nin yiiksek konsantrasyonlar1 daha
farkli bir sinyal tasir; 6rnegin belirli bazi diiz kas hiicrelerinde TxA; kasilmaya neden
olur. Prostaglandinler alerjik ve inflamatuvar reaksiyonlarda salgilanan kimyasal
mediyatorlerin bir grubunu olusturmaktadir (111,112). Prostaglandinler 20 karbonlu
bir yag asiti olan arasidonik asitten sentezlenirler (111). Arasidonik asit hiicre
zarlarinda fosfolipitlerin yapisinda bulunmaktadir (108,113,114). Serbest arasidonik
asit doku fosfolipitlerinden fosfolipaz A, ve diger acil hidrolazlarin etkisiyle aciga
cikar. Bu olay hormonlarin ve diger uyarilarin kontrolii altindadir (111).
Eikozanoitlerin arasidonik asitten sentezlenmesinde rol oynayan iki 6nemli yol vardir

(104,111).

2.4.2.1. Lipoksijenaz yolu

Cesitli lipoksijenazlar arasidonik asitten S-HPETE, 12-HPETE ve 15-HPETE
sentezlenmesini saglarlar. Bunlar arasidonik asitin dayanikli bir yapiya sahip
olmayan peroksitlenmis tiirevleridirler ve sentezlendikleri dokuya bagh olarak
hidroksillenmis tiirevleri olan HETE'lere, Ilokotrienlere veya lipoksinlere

doniigtiiriiliirler (106,111).
2.4.2.2. Siklooksijenaz yolu
Prostaglandin endoperoksid sentaz (genel adiyla COX), arasidonik asitin

prostaglandinlere doniisiimii i¢in gerekli anahtar enzimdir (14). Prostaglandinler,

tromboksanlar ve prostasiklinler gibi halka yapis1 tasiyan tiim eikozanoitler



24

siklooksijenaz yoluyla sentezlenirler. COX enziminin iki farkli gen tarafindan ve
farkli  fizyopatolojik  olaylarca uyarilan iki alt grubu  bulunmaktadir
(106,109,111,115).

25 kb biyikligindeki COX-1 geni insan kromozomunda 9q32-q33.3
bolgesinde yerlesmis (105), 11 ekson icerir (116) ve 2.8 kb’lik bir mRNA (117) ve
~68 kDa’luk bir protein iiretir. Arastirmacilarin bir kismi sitokinler ve diger
inflamatuvar mediyatorlerine cevap olarak iiretilen prostaglandinlerin COX aktivitesi
icindeki muhtemel artisin1 diger bir COX ekspresyonundaki artiga ragmen olumlu
degerlendirmislerdir (118). Bir anti-COX antikoru ile COX’un immiin ¢oktiirmesi,
antikor triiniiniin yam sira sadece COX-2 isoformunu ¢oktiiriir, buda iki farkli COX
isoformunun oldugunun isaretidir. COX-1 ve COX-2 proteinlerinin farkli genlerden
elde edildigi bununda kuslar ve memelilerde de farkli oldugu saptanmistir (119). 10
eksondan olusan 8 kb biiyiikliigiindeki COX-2, insan kromozomunda 1q25.2-q25.3
bolgesine yerlesmistir (105). mRNA’s1 4.1-4.5 kb (120) biiyiikliigiinde olup  ~68
kDa’luk bir proteini vardir. COX enzimleri gercekte ayni katalitik reaksiyonu
uygular ve benzer tersiyer yapilara sahiptirler (121), ¢ogu idare fonksiyonlar1 COX-
1 tarafindan diizenlenirken proinflamatuvar roliine COX-2"nin aracilik ettigi goriiliir.
Her bir isoformun belli fonksiyonu kendi doku ekspresyon numuneleriyle birbirini
tutar. Neredeyse biitiin normal dokular belirlenemeyen diisiik seviyedeki COX-2 ile
birlikte COX-1’1 eksprese ederken COX-2 esasen beyin, pankreatik ada hiicreleri,
yumurtalik, uterus ve bobrekte eksprese edilir (122). COX-1 ve COX-2 arasindaki
diger farklar arasidonik asit substrat havuzunun kullanimi yanmda mRNA

stabilitesindeki farklari igerir.(123,124,125).

COX-1 enzimi genelde homeostazisi diizenleyici Ozelliktedir (15,16) ve
aktivitesi genelde sabittir (107). COX-1 enzimi arasidonik asitin TxA'ye
doniismesini saglar. Trombositlerdeki TxA, yapimindaki azalma sonucu trombosit
toplanmas1 ve vazokonstriktif etki, dolayis1 ile tromboza olan egilim azalir
(106,109,126,127). Mide mukozasinda yaygin olarak bulunur (15). Hiicre koruyucu
prostaglandinlerin ~ olusumundan  sorumludur. Baskilanmasi sonucu mide

mukozasinda koruyucu etki saglayan prostaglandinlerin sentezi azalir ve iilser
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olusumu kolaylasir (106,109,126,127,128).  Vaskiiler entotelde  6zellikle
aterosklerotik bolgelerdeki prostasiklin (PGI,) iiretiminde rol oynadigi deneysel
caligmalarda gosterilmistir (110,112,113,127). Bobrek ve vaskiiler yapida toplayici
kanallarda ve Henle kulpunda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu bolgelerde
prostaglandin E sentezini uyararak bobrek kan akimini arttirarak su ve tuz

tutulumunu azaltir (106,126,127,128).

COX-2 geni inflamasyon basta olmak iizere bircok durumda uyarilabilir (17).
Sitokinler =~ ve  biiyime  faktorleri bu  enzimin islerligini  arttirirlar
(107,108,126,128,129). Inflamatuvar siireclerde COX-2 aktivitesinde belirgin artis
olmaktadir (130).

2.4.3. NSAI ilaclarin Genel Ozellikleri

NSAII” lerin ¢ogu organik asit yapisindadir. pH azaldikca ilaglarm lipitte
¢Oziinen non-iyonize miktarlart artip, ilacin hiicre zarinm lipit yapisiyla birlesimi
fazlalasacagindan, NSAII’ Ier secici olarak mide, bobrek medullasi ile iskemik ve

inflamasyonlu bolgeler gibi asiditesi fazla olan dokularda daha fazla birikirler (126).

NSAIl" ler aspirin de dahil olmak iizere tedavide inflamasyon
(antiinflamatuvar) ve agriy1 azaltirlar (analjezi), atesi diisiirmek (antipiretik) iizere 3
temel tedavide kullanilir (131,132). NSAII' lerin giicleri bu ii¢ etki acisindan bir-

birlerinden farklidir.

2.4.4. NSAIl ilaclarin Yan Etkileri

Klasik NSAIl’ ler (ibuprofen, naproksen, diklofenak, indometazin, piroksikam,
tenoksikam vb.) plazma eliminasyon yarilanma siirelerine, doz ve kullanim
stirelerine bagli olarak degisik diizeylerde etkinlik ve yan etkiye sahiptirler (133).
Ilag yan etkilerinin % 25'den fazlasindan NSAII’ ler sorumludur (134). GIS, bobrege
ait yan etkiler, platelet agregasyon baskilanmasi ve bronkospazm PG sentez
azalmasina bagli iken, dermatit, santral sinir sistemi etkileri, hepatotoksisite ve akut

intersitisyel nefrit idiyosenkratik reaksiyonlar olarak kabul edilir (126).
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uyar

inflamatuar
uyari

NSAii’lerin
inhibisyonu

NSAil'lerin
inhibisyonu

COX-1
yapisal

Makrofajlar/diger hicreler

TXA, PGl,
itler Endotel
trombositle Mide

mukozasi
v.b.

|

COxX-2
indiklenebilir

PGE,

bbbrek Proteazlar
v.b.

|

PG'ler

Diger
inflamatuar
medyatérler

Fizyolojik
islevler

inflamasyon
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ANTI-INFLAMATUAR ETKILERI

Sekil 1. NSAI laclarin etkileri ve yan etkileri (135)

2.4.5. Nimesulid

Nimesulid (4-nitro-2-fenoksi-metansulfonanilid)

zayif asidik yapida (pKa=

6.50) p-nitrofenilmetan-sulfonamid’den tiireyen COX-2 selektif bir NSAI ila¢ olup

karboksilik grup icermez. (136,137). Oral, rektal ve topikal olarak uygulandig:

zaman, gliclii antiinflamatuvar ve analjezik aktivitesi ile COX-2 selektif inhibitorlere

uygunluk gosterir. Analjezik ve antipiretik Ozellikleri de c¢esitli inflamasyon

proseslerinin tedavisinde siklikla kullanilir. Literatiir bilgileri Nimesulid i¢in 5.9 ile

6.56 arasinda cesitli pKa degerlerine isaret etmektedir. Bu bilesik organik polar

coziiclide rahatca ¢oziinebilirken, sudaki ¢oziinebilirligi suda ¢oziinme pH’ma bagh

olarak 0.01 mg mL™"' olarak bildirilmistir (137).
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NHSO,CH,

NO,

Sekil 2. Nimesulidin kimyasal yapis1 (137)

[lacin emilimi tama yakin olup %99 oraninda plazma proteinlerine baglanir.
Karacigerde metabolize olan Nimesulid'in baslica metaboliti  4-hidroksi-
nimesulid'dir. Metabolitleri %80 idrar, %20 digki ile atilir. Proteinlere baglanma
orant ~%97,5’tir. Plasma yar1 omrii 3.15 saattir (139). Nimesulid ¢ok 1yi tolere
edilip, siklikla kullamlan diger NSAI ilaglara gore daha az yan etkiye sebep
olur.(137).

Nimesulid akciger dokusunda TxB, immiin olusumunu anlamli olarak
antagonize eder. Nimesulidin ne gastrointestinal lesyonlar: indiikledigi ne de renal
fonksiyonlar1 etkiledigi hayvan modellerinde goriilmiistiir. Nimesulid’in normal
olarak NSAI ilaclar tarafindan etkilenen mide, bobrekler ve akcigerler gibi
organlardaki arasidonik asit metabolizmasi iizerine az bir etkisiyle birlikte giiclii bir
antiinflamatuvar ila¢ oldugu farmakolojik bilgilerle desteklenmektedir. Nimesulid’in
inflamasyonlu ve normal dokuda prostaglandin olusumunu inhibe etmesine ragmen,

inflamasyon alanlarinda daha giiclii etkili oldugu goriilmiistiir (136).
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Physicochemical properties of nimesulide
NHSO.CH,

o

HO

z
a2 anaxy-ra T an asUisaan lid e
+ Mon-acidic NSAID, pKa 6.4
+ = 100% unicnized at acidic pH in gastric environmant
»  Low water solubility: 5.5mg/L (25°C)
« MWt 308.3 Da
» Log P (CctanalWater, pH 7.4) = 1.8 |with pKa resultsin high Gl permeability,
but low gastric irritancy
+ Hydrogan bond donors: 1
+ Hydrogan bond accaptors: 6

Sekil 3. Nimesulidin fizikokimyasal 6zellikleri (138)

2.4.6  Aspirin

Aspirin zayif bir organik asittir (pKa=3,5) ve siklooksijenaz1 geriye donii-
siimsiiz olarak islevsiz hale getirdigi icin diger NSAII' lerden farkhidir (111).
Aspirinin ortaya ¢cikmasi, kimyager FelixHoffmann'mm 1897°de saf asetilsalisilik asit
(ASA) iiretmesiyle miimkiin olmustur. ASA, agr1 kesici ve ates diisiiriicli olarak
kullanilan Aspirinin etken maddesidir. Kaynagi ise diinyanin her yerinde yetisen

sogiit agacidir(139).

Sekil 4. Aspirinin kimyasal yapisi (2-(asetiloksi)benzoik asit) (139)

Cesitli uyarilar (kollajen, ADP, trombin, trombosit aktive edici faktor)

trombositlerde sentezlenen ve depolanan TxA; nin salinimina yol agarak trombosit
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agregasyonuna ve vazokonstriksiyona neden olurlar. Aspirin, antitrombotik etkisini,
TxA,; olusumunu Onleyerek gosterir. Arasidonik asitten prostaglandin G2’ye
doniisiimii saglayan siklooksijenaz-1 (COX-1) enzimini inhibe eder ve bu yolun son

iirlinlerinden biri olan TxA, olusumu bloke olur (140).

Siklooksijenaz enziminin, COX-1 ve COX-2 olarak bilinen iki izoformu vardir.
COX-1 tiim hiicrelerde yapisal eleman olarak bulunurken, COX-2 inflamatuvar
yanita bagli olarak ortaya ¢ikar. ASA, yapisal izoform olan COX-1’e, COX-2’ye
oranla 150-200 kat daha fazla baglanir. Bu durum antitrombotik etki (COX-1
enzimiyle) ve anti-inflamatuvar etki (COX-2 enzimiyle) elde etmek i¢in aspirinin

neden farkli dozlarda kullanildigini agiklar (141).

COX-1 ve COX-2 molekiiliinde, substrat arasidonik asidin i¢ine girerek
baglandig1 kanal ceperindeki bir amino asid rezidiisiinii asetilleyerek bu enzimleri
geri-doniigsiiz (irreversibl) inhibe eder; diger NSAIl’lar ise geri-doniislii inhibisyon

yapar (146).

ASA, prostaglandin iiretimini  engellemenin  yan1  swa  vitamin-K
antagonizmasl, trombin iiretimini azaltmasi ve pihtilasma faktorlerini asetillemesiyle
kardiyovakiiler hastaliklar1 6nlemektedir (142). Ayrica, diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) kolesteroliin oksidasyonunu onleyerek antioksidan etki gosterir, aterosklerotik
plakta inflamasyonu azaltir ve endotel biitiinliigiine katkida bulunur (143). Diyabette
giinde 100 mg ve 6-12 ay siireyle diizenli aspirin kullanan diyabetli hastalarda %21
oraninda diren¢ saptanmustir (144). Diyabette, trombosit agonistlerine duyarlilik
artig1, aspirine duyarsiz tromboksan sentezi, ADP aracili trombosit sentezinde artis

nedeniyle aspirin direnci gelistigi bildirilmektedir (144,145).

Mide suyunun asit ortaminda daha ziyade noniyonize durumda oldugundan
mideden absorbe olabilir. Bundan dolayi ila¢ alindiktan 20 dakika gibi kisa bir siire
sonra kandaki diizeyi, minimum etkin diizeyin iistiine ¢ikar ve analjezik etki baslar.
Absorbsiyon ince barsakta devam eder. Aspirin karaciger ve kanda, salisilata hidroliz

edilir. Ag1z yolundan 0.6 g. dozunda alinan aspirinin kanda maksimum 4 mg/dl’lik
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bir konsantrasyon saglayabildigi saptanmistir. Aspirinin letal dozunu teskil eden 20
g’lik bir doz agizdan alindiginda ise plazma diizeyi 50 mg/dl olur. Bu ilag
ekstraselliiler sivi kompartmaninda olduk¢a homojen bir sekilde dagilir; kas eklemler
veya kalpte normal durumda birikme gostermez. Aspirinden viicutta olusan veya
sodyum salisilat seklinde disardan verilen salisilatin eliminasyonu doz-bagimli
kinetik gosterir. Agizdan 300 mg. dozunda verildiginde eliminasyon yarilanma 6mrii
3 saat kadar oldugu halde 10 g. dozunda alindiginda bu siire 19 saate ¢ikar. Aspirin
ag1z yolundan genellikle tablet seklinde verilir. Agr1 kesmek i¢in genellikle 0.5-0.9 g.
dozunda kullanilir. Analjezik olarak kullaniligta giinliik maksimal dozu 4g. sinirmi

gecmemelidir (131).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan laboratuari,
Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuar1 ve Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali Aragtirma Laboratuarinda gerceklestirilmistir.

3.1. MATERYAL

3.1.1.Deney Hayvanlar:

Bu ¢alismada agirliklar: 250-350 gram arasinda degisen Spraque Dawley cinsi
toplam 40 adet erkek sican kullanildi. Deneyde kullamilan sigcanlar, Siileyman
Demirel Universitesi Hayvan Laboratuarindan temin edildi. Sicanlar standart 151k
(12 saat giin 15181 / 12 saat karanlik), 1s1 (25° C)’da yeteri kadar (ad libitium) su ve

yem (Yem Kurumu Standart Sican Yemi) ile toplam 4-6 hafta siireyle beslendiler.

3.1.2.Kullanilan ilaclar:
Streptozotosin (STZ)
Aspirin (Asp)
Nimesulid (Nim)

3.1.3. Biyokimyasal Cahsma icin Kullamlan Malzemeler:

Ekipmanlar

1- Sogutmal1 santrifiij : Eppendorf MR5415 (Almanya)

2- Santrifiij : Jouan B4 (Fransa)

3- Derin dondurucu : Ugur (Tiirkiye)

4- Hassas terazi : Scaltec SPB 33 (Isvicre)

5- Vorteks : Niive NM 100 (Tiirkiye)

6- Otomatik pipetler : Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7- Spektrofotometre : Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8- pH metre : Hanna Instruments (Portekiz)
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9- Manyetik karistirici : Niive (Tiirkiye)

10- Biyokimya analizorii : Roche/Hitachi Modular P800 (Almanya)
11- UV Transilluminator 2000 : Biorad

Kimyasal Maddeler

SOD Tayini i¢in Kullanilanlar:

* Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)

* Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)
* CAPS, Sigma (Almanya)

* Jodonitrotetrazolyum violet, Sigma (Almanya)

* Ksantin, Merck (Almanya)

* Ksantin oksidaz, Sigma (Almanya)

* Titripleks III, Merck (Almanya)

GSH-Px Tayini i¢cin Kullamlanlar:

* Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)

* Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)
* Glutatyon rediiktaz, Fluka (Isvicre)

* B-NADPH, Sigma (Almanya)

* Glutatyon-rediikte, Sigma (Almanya)

* Kiimen hidroperoksit, Sigma (Almanya)

* Titripleks III, Merck (Almanya)

Katalaz Tayini i¢cin Kullamlanlar:

* Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)

* Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)
* Hidrojen peroksid, Merck (Almanya)

Lipit Peroksidasyonu Icin Kullamlanlar:
* Trikloroasetik asit (TCA), Merck (Almanya)
* Tiyobarbitiirik asit (TBA), Merck (Almanya)
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3.1.4. Kullamilan Cozeltiler:

SOD Tayini icin Kullanilanlar:

* CAPS tamponu (pH: 10.2), 40 mM: 8.85 gr CAPS tartilip 400 ml distile suda
¢oziiliip pH’1 10.2°ye ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml’ye tamamlandi. 0.94 mM
EDTA (0.36 gr) tartihip CAPS tamponuna katild1.

* Ksantin ¢ozeltisi (0.05 mM): 7.6 mg ksantin tartild1 ve hacmi 40 mM CAPS
tamponu (0.94 mM EDTA iceren; pH: 10.2) ile 1000 ml’ye tamamlandi. Cozelti,
0.025 mM 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum  kloriir (INT)
icermektedir ve +2 / +8 °C’da muhafaza edildiginde 10 giin siireyle kararhidir.

* Ksantin oksidaz ¢6zeltisi (80 U/L): 56 ul ksantin oksidaz standardindan alinir,

10 ml distile su ile seyreltilir. Cozelti, giinliik hazirlanir.

GSH-Px Tayini i¢cin Kullamlanlar:

* Kiimen hidroperoksit ¢ozeltisi (0.18 mM): Kiimen hidroperoksitten 1.62 pl
almir, 50 ml distile su ile seyreltilir. Cozelti, giinliik hazirlanir.

* Glutatyon cozeltisi (4 mM): 0.0614 gr glutatyon tartilir ve hacmi 50 mM
fosfat tamponu (pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA iceren) ile 50 ml’ye tamamlanir.

* Glutatyon rediiktaz (> 0,5 U/L): 10 ul glutatyon rediiktaz alinir, 10 ml distile
su ile seyreltilir. Bundan 50 pl ¢ekilip, 50 mM fosfat tamponu (4.3 mM EDTA iceren
ve pH: 7.2 olan) ile 50 ml’ye seyreltilir. Cozelti, giinliik hazirlanir.

* B-NADPH ¢ozeltisi (0.34 mM): 0.0116 gr B-NADPH tartilip hacmi 50 mM
fosfat tamponu (pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA iceren) ile 50 ml’ye tamamlanir.

Lipit Peroksidasyonu Tayini Icin Kullamlanlar:

* TCA ¢ozeltisi (% 10): 10 gr TCA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve son
hacim 100 ml’ye tamamlanir.

* TBA ¢ozeltisi (% 0.67): 0.67 gr TBA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve

son hacim 100 ml’ye tamamlanur.
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Katalaz Tayini I¢cin Kullamilanlar:

* 50 mM fosfat tamponu: 2.7218 gr KH,PO4 ve 5.3397 gr Na,HPO,.2H,0
tartilarak 500 ml distile suya tamamlanir.

* 30 mM hidrojen peroksit i¢in: 0.34 ml % 30’luk hidrojen peroksid, 100 ml

fosfat tamponu ile diliie edildi.

3.2. METOD

3.2.1. Deney Plam

Calismamizda her bir grup 10’ar adet rat olmak iizere 4 gruptan olusup,

gruplar; Kontrol, Diyabet (DM), DM+ Asp ve DM + Nim seklinde olusturuldu.

Tablo 3: Deney plan

Deney Hayvan Uygulanan Doz Siire
Gruplan Sayisi Tlac
I (Kontrol) 10 Kontrol - 6 hafta
IT (DM) 10 STZ 50 mg/kg STZ 6 hafta
III (DM+Asp) 10 STZ + Asp 50 mg/kg STZ 6 hafta
10 mg/kg Asp
IV (DM+Nim) 10 STZ + Nim 50 mg/kg STZ 4 hafta
18 mg/kg Nim

Grup I: (Kontrol grubu): Bu gruba hicbir madde verilmedi. Deney sonuna

kadar bu gruptan 2 rat 6ldii.

Grup II: (Diyabet grubu): Deneysel diyabet modeli 0.01 M sitrat tamponu
(pH 4.5) icinde taze olarak hazirlanmis STZ ¢ozeltisinden 50mg/kg olacak sekilde
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tek doz i.p. olarak insiilin enjektorii kullanarak uygulanmistir. 24 saat sonra kuyruk
veninden alinan kanla glukoz tayini yapildi. Kan glukoz degeri 300mg/ml ve iizeri

olanlar diyabetik kabul edildi. Deney sonuna kadar bu gruptan 6 rat 6ldii.

Grup III: (Diyabet + Aspirin grubu): Diyabet protokolii grup II'ye yapildig1
gibi uygulandi. Bu gruptaki ratlara hergiin 10 mg/kg Aspirin giinde tek doz olarak

gavajla 6 hafta siireyle uygulandi. Deney sonuna kadar bu gruptan 3 rat 6ldii.

Grup IV: (Diyabet + Nimesulid grubu): Diyabet protokolii grup II'ye
yapildig1 gibi uygulandi. Bu gruptaki ratlara hergiin 18 mg/kg Nimesulid giinde tek
doz olarak gavajla 4 hafta siireyle uygulandi. Deney sonuna kadar bu gruptan 6 rat

oldii.

Ratlar enjeksiyon uygulanmasini takiben 4. 6. haftada farkli gruplar halinde
intramuskiiler (im.) olarak uygulanan % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.)-%
2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi altinda dekapite edilerek deney

sonlandirildi.

Tablo 4. Degisik giinlerde dekapite edilen sican adetleri.

4. Hafta 6. Hafta
Kontrol - 8 Adet
DM - 4 Adet
DM + Asp - 7 Adet
DM + Nim 4 Adet -

Sicanlar uygun giinlerde dekapite edilerek Oldiiriildiikten sonra biyokimyasal
parametrelerinin incelenmesi i¢in kanlari, histopatalojik incelemeler i¢inde bobrek ve
damar dokusu almdi. Alinan dokular %10’luk nétral formalin soliisyonuna alinirken,
kanlarda serum ve plazma elde etmek lizere santrifiijlendi. Elde edilen serum ve

plazma numuneleri analizin yapilacag tarihe kadar -20°C’de saklandi.
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3.2.2. Biyokimyasal Cahismalar

3.2.2.1. Kanlarn biyokimyasal 6l¢ciimlere hazirlanmasi

Intramiiskiiler olarak uygulanan % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.)-
% 2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi altinda dekapite edilerek,
abdominal aortadan alina kan ornekleri heparinlenmis tiiplere aktarildi. Bu ornekler
2000devir/dk. da 10dk. santrifiij edilerek plazmalar1 elde edildi ve elde edilen

numuneler analizin yapilacag: tarihe kadar -20°C’de saklanda.

3.2.2.2. SOD Aktivitesinin Olciimii:

Deneyin prensibi Sun ve arkadaslarinin metoduna dayanmaktadir (146).

Deneyin Prensibi: SOD cesitli yollarla ortaya c¢ikan siiperoksit (O3)
radikalinin H,O;’ye dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Ksantin-ksantin oksidaz
(XOD) sistemi tarafindan iiretilen O, radikallerinin (reaksiyon 1), 2-(4-iyodofenil)-
3-4-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolyum klorit (INT) ile meydana getirdigi kirmizi
renkli formazon boyasmin (reaksiyon 2), 505 nm dalga boyunda verdigi optik
dansitenin spektrofotometrik olarak okunmasi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyona

dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak, reaksiyonun % inhibisyonu

belirlendi.
XOD
Ksantin »  Urik asit + Oy (1)
INT + Oy »  Formazon boyasi 2)
SOD
0, + Oy +2H" » O + HO (3)

Deneyin Yapihsi: 25 pl numuneden alindi ve % inhibisyonun % 30-60
arasinda olmasi i¢in drnekler diliie edilmedi. 0.025 ml numuneye, 0.850 ml 0.05 mM
ksantin ¢ozeltisi (0.025 mM INT iceren) ve 40 mM’larlik CAPS (0.94 mM’lik
EDTA igeren) ilave edildi. 0.125 ml ksantin oksidaz (80 U/L) ilave edildikten hemen
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sonra 505 nm’de 37 ‘C’de 30 saniyelik gecikme fazinin ardindan, havaya karsi
baslangic absorbansi (A;) ve 3 dakika sonra da son absorbans (A;) okundu. Ayni
islemler kore kars1 denemeyle de tekrarlandu.
AA(numune)/dk
% inhibisyon = 100 - x 100
AA(kor)/dk

Standart (5.2 U/mL) calisilarak hazirlanan % inhibisyon-konsantrasyon
grafiginden yaralanilarak konsantrasyonlar saptandi. Enzim aktivitesi U/ml olarak

bulundu.

3.2.2.3. GSH-Px Aktivitesinin Olciimii:

Deneyin prensibi Paglia ve Valentine’nin metoduna dayanmaktadir (147).

Deneyin Prensibi: Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksid ile glutatyonun
oksidasyonunu katalizler. Okside glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz
tarafindan indirgenir. Bu arada NADPH, NADP" ye oksitlenir.

GPx
2 GSH + ROOH » ROH + GSSG + H,O

Glutatyon Rediiktaz
GSSG + NADPH + H* » NADP'+ 2GSH

NADPH’nin azalmasina bagh olarak 340 nm‘de meydana gelen absorbans

degisimi Olciilerek enzim aktivitesi hesaplandi.

Deneyin yapihisi: Bir deney tiiplinde 1 ml; glutatyon (4 mM), glutatyon
rediiktaz (> 0.5 U/L) ve B-NADPH (0.34 mM) c¢ozeltilerini iceren reaktif ile 20 pl
numune karistirilip, dl¢iimden hemen once 40 pl kiimen hidroperoksit (0.18 mM)
ilave edildi. Enzim aktivitesini 6lgmek icin 340 nm’deki absorbans degisimi

hesaplandi1 ve enzim aktivitesi U/L cinsinden ifade edildi.
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3.2.2.4. CAT Aktivitesinin Olciimii:

Aebi metoduna dayali olarak yapildi (148).

Deneyin Prensibi: Hidrojen peroksidin (H,O;) 240nm’de maksimum
absorbans verir. Deney ortamina ilave edilen H,O,, CAT tarafindan su ve oksijene
parcalanmakta, bu ise kendini UV spekturumda absorbans azalmasi seklinde
gostermektedir. Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru

orantilidir.

Katalaz
2H202 > 2H20 + 02

Deneyin Yapilisi: Hazirlanan numune, fosfat tamponuyla 10 kat diliie (0.2 ml
numune + 1.8 ml fosfat tamponu) edildi. 2 ml’lik bu diliie numune iizerine taze
hazirlanan ve 30 mM H,O; iceren fosfat tampon cozeltisinden 1 ml eklendi. 240
nm'de ilk 30 saniye icinde 15’er saniyelik absorbans azalmasi bulunarak, k degeri

asagidaki sekilde hesaplandi:

k=23/At x (log Ai/Ay) x (a)

A;: 240 nm deki baglangi¢ absorbansi (t;=0)
As: 240 nm deki 15. sn’deki absorbansi (t,=15)
a: diliisyon faktorii

3.2.2.5. Lipid Peroksidasyonunun Tayini:

Lipit peroksidayon iiriinlerinden olan MDA, Draper ve Hadley’in cift
kaynatmali tiyobarbitiirik asit reaktivitesi metodu kullanarak olciildii (149).

Deneyin prensibi: Yag asidi peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, TBA
ile reaksiyona girerek, 532 nm‘de maksimum absorbans veren renkli bir kompleks

olusturur.
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Deneyin yapilisi: 0.5 ml numune, iizerine 2.5 ml % 10’luk TCA eklenerek
karistirildi. 15 dakika kaynatilip sogutuldu. 5000 devir/dk‘da 10 dakika santrifiij
edildi. 2 ml siipernatan alinip, tizerine 1ml % 0.67°lik TBA eklendi. Tiipler
karigtirildiktan sonra 15 dakika kaynatildi ve hemen sogutuldu. 532 nm’de
absorbanslari, numune yerine distile su konularak hazirlanan kore karsi okundu.

Sonuglar, MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinsiyon katsayisindan
(1.56 x 10° cm'M™) yararlanilarak, umol/L olarak ifade edildi.

Sonuclar asagidaki sekilde hesaplandi:
A= axbxc

c= A/axb

A mol cmx1x10° umolxL

1.56 x 10° L ¢cm mol

¢ (wmol/ml) = A x 57.69

A = absorbans
a = ekstinksiyon katsayisi
b =151k yolu

¢ = konsantrasyon

3.2.3. Doku Takip Cahsmalar

%10’luk notral formalin soliisyonunda, immersiyon fiksasyon yOntemi

uygulanan doku Ornekleri tespitten sonra bir gece akan suda yikama islemine tabi

tutulduktan sonra asagida gosterilen islemlerden gegirildi.
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A) Dehidratasyon

Alkol derecesi Siire

%70 1 gece
%80 1 saat
%90 1 saat
%100 1 saat
%100 1 saat

B) Seffaflandirma

Ksilol 15 saat
Ksilol 15 saat
C) Emdirme

Ksilol+parafin (60°C etiivde) 15 dakika
Yumusak parafin (60°C etiivde) 1 saat
Sert parafin (60°C etiivde) 4 saat

D) Gomme

Sert parafin

Hazirlanan parafin bloklardan, Leica tipi kizakli mikrotom kullanilarak 4
mikron kalinliginda kesitler alindi. Histolojik degerlendirme icin preparatlar
Hematoksilen-Eozin ve Verhoeff ile boyandi. Boyanan 6rnekler Olympus BX50 tipi

binokiiler mikroskopta incelendi ve fotograflar elde edilerek degerlendirildi.
3.2.3.1. Degerlendirme:
Kontrol ve deney gruplarma ait aort be bobrek doku kesitlerinde incelenen yapisal

degisiklikler Abdel-Wahhab ve arkadaslarmin (150) yapmis olduklar1 skorlamaya

gore degerlendirildi.



41

Deneysel parametrelerin histolojik (yapisal) degerlendirmesi skorlandi.
(- ) skor (negatif skor): hicbir yapisal degisikligin olmamasi,

(+) skor (1 pozitif skor): hafif derecede,

( ++ ) skor (2 pozitif skor): orta derecede,

( +++ ) skor (3 pozitif skor): ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir (150)

3.2.4. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 11.0 for Windows™ paket programu ve Epi Info
Statcalc programlar1 kullanilarak yapildi. Iki grup arasindaki olgiim degerlerinin
karsilagtirilmasimda(biyokimyasal degerler) “Mann — Whitney U testi”; sayim
degerlerinin karsilastirilmasinda (histolojik bulgular) “Pearson ki-kare testi”
kullanildi. Dort gozlii tablolarda beklenen deger 5’in altinda oldugu durumlarda
“Fisher’in ki-kare testi” kullanildi. Anlamlilik degeri %95 giiven araliginda p<0.05
olarak alindi.
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4.1. Biyokimyasal Bulgular

Deney ve kontrol grubu sicanlara ait kan MDA, GPx, CAT ve SOD diizeylerinin

aritmetik ortalamalar1 +/- standart sapma seklinde tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Gruplarin kan MDA, GPx, CAT, SOD degerlerinin aritmetik ortalamasi

Gruplar MDA GPx CAT SOD
Kontrol 3,83+0,67 242,63+13,28 | 0,0009+0,001 54,30+13,26
DM 6,51+1,48 245,5+17,97 0,0001+0,00008 | 43,73+6,50
DM + Asp 3,58+0,87 211,43+18,76 | 0,00017+£0,00013 | 44,22+6,76
DM + Nim 3,56+1,30 260,75+40,87 | 0,00038+0,00025 | 37,94+9,25
Grafik 1. Gruplara gére MDA ol¢iim degerlerinin dagilimi
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Grafik 2. Gruplara goére GPx 6l¢iim degerlerinin dagilimi
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Grafik 3. Gruplara gore CAT 6l¢iim degerlerinin dagilimi
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Grafik 4. Gruplara gore SOD o6l¢iim degerlerinin dagilim
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Tablo 6. Kontrol grubu ile DM grubunun MDA, GPx, CAT, SOD diizeyleri acisindan
karsilagtirilmasi

GRUPLAR MW-U P

Kontrol 0,0001 0,007
MDA DM

Kontrol 15,000 0,86
GPx DM

Kontrol 0,0001 0,007
CAT DM

Kontrol 5.5 0,074
SOD DM

Mann-Whitney U Testi; DM grubunda MDA diizeyi kontrol grubuna gore anlamli
olarak daha yiiksektir. Kontrol grubunda CAT diizeyi DM grubuna gore anlaml
olarak daha yiiksektir. DM grubu ile kontrol grubu arasinda GPx ve SOD diizeyleri

acisindan anlamli fark saptanamamastir.
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Tablo 7. DM grubu ile DM + Asp grubunun MDA, GPx, CAT, SOD diizeyleri agisindan
karsilagtirilmasi

GRUPLAR MW-U P

DM 1,0 0,014
MDA DM + Asp

DM 1,0 0,014
GPx DM + Asp

DM 13,0 0,85
CAT DM + Asp

DM 13,5 0,92
SOD DM + Asp

Mannhitney U Testi; DM grubunda MDA ve GPx diizeyi DM + Asp grubuna gore
anlamli olarak daha yiiksektir. DM grubu ile DM + Asp grubu arasinda CAT ve SOD

diizeyleri acisindan anlamli fark saptanamamustir.

Tablo 8. DM grubu ile DM + Nim grubunun MDA, GPx, CAT, SOD diizeyleri a¢isindan
karsilagtirilmasi

GRUPLAR MW-U P

DM 1,0 0,04
MDA DM + Nim

DM 5,0 0,38
GPx DM + Nim

DM 2,0 0,08
CAT DM + Nim

DM 5,0 0,38
SOD DM + Nim

Mann-Whitney U Testi; DM grubunda MDA diizeyi DM + Nim grubuna goére
anlamli olarak daha yiiksektir. DM grubu ile DM + Nim grubu arasinda GPx, CAT

ve SOD diizeyleri agisindan anlamli fark saptanamamustir.
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Tablo 9. DM + Asp grubu ile DM + Nim grubunun MDA diizeyleri acisindan karsilastiriimasi

GRUPLAR MW-U P
DM + Asp
10,0 0.45
MDA DM + Nim

Mann-Whitney U Testi; DM + Asp grubu ile DM + Nim grubu arasinda MDA

diizeyleri acisindan anlamli fark saptanamamustir.

Tablo 10. Gruplar aras1 sag kalim oram

Olme-kalma
GRUPLAR .. Toplam X2 P
Olen yasayan
Kontrol 2 8 10
5,21 0,157
DM 6 4 10
DM + Asp 3 7 10
DM + Nim 6 4 10

Ki Kkare testi; gruplar arasinda sag kalim agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

saptanamamigtir.

4.2. Histolojik Bulgular

Kontrol ve deney gruplarmna ait aort ve bobrek doku kesitlerinde incelenen
yapisal degisiklikler [ gozlenen yapisal degisiklikler Abdel-Wahhab ve
arkadaslarinin (150) yapmus olduklar1 skorlamaya goére degerlendirildi ], gruplar

arasinda gozlenen degisikliklerin skorlanmasi Tablo 11°de, p” degerleri ise

Tablo12 ’ de verilmistir.
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Tablo 11. Deney gruplarinda gozlenen yapisal degisikliklerin skorlanmasi

Deney
gruplar:

Grup I (Kontrol)

(n=8)

Grup II (DM)
(n=4)

Grup III (DM+Asp)

(n=7)

Grup IV

(DM+Nim) (n=4)

Parametreler/s
kor

+ ++ +++ O

+ ++ +++ O

-+

Proksimal ve
distal
tiibiillerde
dilatasyon

0 ++

++

Proksimal ve
distal tiibiil
epitel
hiicrelerinde
hidropik
dejenerasyon

++

Parankimde
inflamatuar
hiicre
infiltrasyonlar1

++

Pe
itiibiiler
kapillerlerde
konjesyon

++

Baz
glomeriillerde
sklerozis

Parankimde
bag dokusu
artisi

Parankimde
arterlerin
damer
duvarinda
kalinlagsma
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Tablo 12. Gruplar arasinda gozlenen yapisal degisikliklerin Ki — kare testine gore p

Degerleri
Proksimal ve
Prok slmal dlstal‘ tiibiil Paranklmde Peritiibiiler Bazi Parankimde Paragklmde
ve distal epitel inflamatuar . N < arterlerin damar
L . . N kapillerlerde glomeriillerde bag dokusu
tiibiillerde hiicrelerinde hiicre Koniesvon sklerozis artist duvarinda
dilatasyon hidropik infiltrasyonlart Jesy ) ) $ kalinlagma
dejenerasyon
Grup I-II
<0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 >0,05
Grup II-11I
>0,05 >0,05 >0,05 >0,05 <0,05 <0,05 >0,05
Grup II-IV
>0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Grup III-
v >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 <0,05 <0,05
Grup I-1IT
<0,05 >0,05 <0,05 <0,05 >0,05 - -
Grup I-IV
<0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
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4.2.1. Bobrek Dokusu

Kontrol Grubu:

Bobrek dokusu normal histolojik goriiniimde izlendi.

Diyabet Grubu:

Parankimde inflamatuar hiicre infiltrasyonlari, proksimal ve distal tiibiil epitel
hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, parankimde bag dokusu artisi, proksimal ve
distal tiibiillerde dilatasyon, peritiibiiler kapillerlerde konjesyon ve bazi

glomeriillerde sklerozis gozlendi.

Diyabet + Aspirin Grubu:
Proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon , proksimal ve
distal tiibiillerde dilatasyon, parankimde inflamatuar hiicre infiltrasyonlari,

parankimde bag dokusu artig1 ve peritiibiiler kapillerlerde konjesyon gdzlenmedi.

Diyabet + Nimesulid Grubu:

Proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, proksimal ve
distal tiibiillerde dilatasyon, parankimde inflamatuar hiicre infiltrasyonlari,
peritiibiiler kapillerlerde konjesyon, bazi glomeriillerde sklerozis, parankimde bag

dokusu artis1 ve parankimde arterlerin damar duvarlarinda kalinlasma gézlendi.



50

Resim 1: Kontrol grubuna ait sigan bobrek dokusu; normal histolojik goriiniimde izlenmekte (H-E)
(X120).

Resim 2: Kontrol grubuna ait sigan bobrek dokusu; normal histolojik goriiniimde izlenmekte (H-E)
(X120).
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Resim 3: DM grubuna ait sican bobrek dokusu. Parankimde inflamatuar hiicre infiltrasyonlari,
proksimal ve distal tiibiillerde dilatasyon ve proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik
dejenerasyon izlenmekte (H-E) (X120).

Resim 4: DM grubuna ait sican bobrek dokusu. Parankimde inflamatuar hiicre infiltrasyonlari,
proksimal ve distal tiibiillerde dilatasyon ve proksimal, distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik
dejenerasyon ve peritiibiiler kapillerlerde konjesyon izlenmekte (H-E) (X120).
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Resim 5: DM grubuna ait sican bobrek dokusu. Proksimal ve distal tiibiillerde dilatasyon ve
proksimal, distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon ve peritiibiiler kapillerlerde
konjesyon izlenmekte (H-E) (X120).

z * NS T PN
 TECIDS < By, '_“ LS ¢‘ ‘\' = .
Resim 6: DM + Asp grubuna ait sican bobrek dokusu. Hafif derecede proksimal ve distal tiibiillerde

dilatasyon ve hafif derecede proksimal, distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon
goriilmekte (H-E) (X120).
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Resim 7: DM + Asp grubuna ait sican bobrek dokusu. Hafif derecede proksimal ve distal tiibiillerde
dilatasyon goriilmekte (H-E) (X120).

Resim 8: DM + Asp grubuna ait sican bobrek dokusu. Hafif derecede proksimal ve distal tiibiillerde
dilatasyon ve hafif derecede proksimal, distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon
goriilmekte (H-E) (X240).
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Resim 9: DM + Nim grubuna ait sigan bobrek dokusu. Parankimde inflamatuar hiicre infiltrasyonlari,
Proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, proksimal ve distal tiibiillerde
dilatasyon gozlenmekte (H-E) (X120).

& y:,}
‘; P .

Resim 10: DM + Nim grubuna ait sican bobrek dokusu. Peritiibiiler kapillerlerde konjesyon, bazi
glomeriillerde sklerozis ve Proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon
izlenmekte (H-E) (X120).
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Resim 11: DM + Nim grubuna ait sican bobrek dokusu. Parankimde inflamatuar hiicre
infiltrasyonlari, parankimde bag dokusu artis1 ve parankimde arterlerin damar duvarlarinda kalinlagsma
goriilmekte (H-E) (X120).

4.2.2. Aort Dokusu

Kontrol Grubu:

Tunika mediya kalinlig1 normal goriiniimde izlendi.

Diyabet Grubu:

Tunika mediya kalimhginda azalma goriildii.

Diyabet + Aspirin Grubu:

Tunika mediya kalinlig1 normal goriiniimde izlendi.

Diyabet + Nimesulid Grubu:

Tunika mediya kalinhiginda azalma goriildii.
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Resim 13: Kontrol grubuna ait si¢an aort kesiti (Verhoeff) (X120).
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Resim 14: DM grubuna ait sican aort kesiti (H-E) (X120).

Resim 15: DM grubuna ait sican aort kesiti (Verhoeff) (X120).
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Resim 16: DM + Asp grubuna ait sican aort kesiti (H-E) (X120).
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Resim 18: DM + Nim grubuna ait si¢an aort kesiti (H-E) (X240).

Resim 19: DM + +Nim grubuna ait sican aort kesiti (Verhoeff) (X120).
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S. TARTISMA VE SONUC

Deneysel hayvan calismalarinda insandakine benzer diyabet olusturmak i¢in
kullanilan N-nitroso tiirevi D-glukozamin yapisindaki STZ (5), oksidan maddeler
meydana getirerek langerhans adaciklarm selektif olarak tahrip etmekte ve uygun
olmayan NO cevaplar1 vererek diyabeti baslattigi diisiiniilmektedir (6,7). DM’lu
insanlarda oldugu gibi, STZ-diyabetik ratlarda da gozler, bobrekler, kan damarlar1 ve

sinir sisteminde hasarlar geligir (23,28).

Calismada deneysel diyabet modeli olusturabilmek icin 35-65 mg/kg tek doz
1.p. olarak kullanildiginda diyabet olusturabilecegini temel aldik. Pilot ¢alismada 35
mg/kg i.p tek doz STZ diabet olusturmak i¢in yeterli gelmeyince 50 mg/kg i.p tek
doz STZ kullandik ve kan glukoz diizeyi 200-300mg/dl’den yiiksek ¢ikinca ratlar:
diyabetik olarak degerlendirdik (37,38,39,40,41,42).

Vardi N. ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada; deneysel diyabetin sican
endokrin pankreasinda olusturdugu morfolojik degisiklikleri gostermislerdir (151).

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarmin reaktif oksijen tiirleri ile olan
iliskisini gosteren ¢aliymalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve
iskemi-reperfiizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal tiretimini arttirdigi
(83) ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi yapilan caliymalarda

vurgulanmaktadir (84.85,86,87,88).

SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonlarinin ve
antioksidan kapasitesinin pankreas adacik hiicrelerinde, karaciger, bobrek, iskelet
kas1 ve adipoz doku gibi diger dokularla kiyaslandiginda en diisiik diizeyde oldugu
bilinmektedir (89,90). Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da bilinen
beta hiicrelerinde gozlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden

kaynaklandig: diistiniilmektedir (91).
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Serbest radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu
destekleyen calismalarin (94) yani sira endotel ve diiz kas hiicreleri yiiksek
konsantrasyonda glukoz iceren ortamda inkiibe edildiginde de serbest radikal
olusumunun basladig1 gozlenmistir (95,96). Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda

yakin iliski oldugu goriisii in vivo caligmalar ile de desteklenmistir (97).

Aspirin’in antitrombotik, anti-inflamatuvar ve antipiretik etki elde etmek i¢in
farkli dozlarda kullanildigi (141) yapilan calismalar sonucu goriilmiis ve literatiire
gecmistir (131). Calismada Aspirin’in dozu yapilan deneysel diyabet ¢alismasinda
verilen 10 mg/kg tek doz uygulamasi esas alarak belirlendi (152) Nimesulid’in
diyabette hangi dozda kullanildigma dair yaym bulunamadi ancak Nimesulid’in
antioksidan 0zelliginden yararlanilan bir yayimn doz belirlemede temel alind1 (153) ve

dozu giinde 18 mg/kg tek doz olarak belirlendi.

Bu calismada deneysel diyabet yontemlerinden STZ ile olusturdugumuz
diyabetik ratlarda diyabete bagli olusan hasarin azaltilmasinda diyabetli hastalarda
kullanilabilecegini diisiindiiglimiiz antioksidan 6zelligi olan aspirin ve nimesulid’in
vaskiiler sistem ve bobrek dokusu iizerine diyabetin olumsuz etkilerine verdigi
cevaplar arastirildi. Bu amagla reaktif oksijen radikallerinin (ROS) gostergesi olan
biyokimyasal parametrelerden MDA, GPx, CAT ve SOD diizeylerine bakilirken, aort
ve bobrek dokusu histopatolojik olarak da degerlendirildi.

Diyabet ve Kontrol gruplar1 karsilastirildiginda; Diyabet grubunda MDA
diizeyi Kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek (p<0,05) bulunurken, GPx
ve SOD diizeyleri agisindan anlaml fark saptanamamustir (p>0,05). Aspirin verilen
Diyabetli grupta ise MDA ve GPx diizeyi anlamli olarak diigsmiistiir (p<0,05).
Nimesulid ise sadece MDA’y1 anlamli olarak azaltmustir (p<0,05). Diyabetli grupta
CAT diizeyi anlamli olarak diigmiis ve Aspirin ve Nimesulid ise bu diisiisii anlaml1

olarak onlemis ve kontrol diizeyine ¢ikarmustir.

Calismanin histolojik bulgular1 degerlendirildiginde; Kontrol grubunda bobrek

dokusu normal histolojik goriiniimdeydi. Biyokimyasal bulgularimiza paralel olarak,
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diyabetik ratlarda bobrek dokularmin histolojik incelemelerinde oksidatif hasarin
gostergesi olabilecek bulgular saptanmistir. Bunlar parankimde inflamatuar hiicre
infiltrasyonlar1, proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon,
parankimde bag dokusu artisi, proksimal ve distal tiibiillerde dilatasyon, peritiibiiler
kapillerlerde konjesyon ve bazi glomeriillerde sklerozis seklinde izlendi. Diyabet
grubu ile Kontrol grubu karsilastirildiginda bu bulgular anlamli olarak (p<0,05)
farkhidir. Aspirin verilmis Diyabetli grupta bu histopatolojik degisiklikler hafif
derecede gozlendi. Ancak Nimesulid verilen Diyabetli grupta ise yukaridaki
histopatolojik degisikliklerin Diyabetli gruptakine benzer oldugu goézlendi. Yani
Nimesulid, Aspirin kadar diyabetin sebep oldugu histopatolojik bozuklular1
diizeltemedi. Diyabetli grupla karsilastirildiginda  yukaridaki biyokimyasal
parametrelerdeki iki ilacin olumlu etkilerini diyabetin organlardaki yapmis oldugu
histopatolojik degisikliklerine koruyucu olarak sadece Aspirinin yansittigini

gormekteyiz.

Yapilan caliymalarda diyabette antioksidan enzimlerin arttif1 veya azaldigi
seklinde raporlar vardir. Ancak diyabette kesin olarak antioksidan sistemlerde

bozukluk vardir (65,68)

Diyabette SOD diizeylerinin arttig1, degismedigi veya azaldigi seklinde
birbiriyle celisen ¢aligmalar vardir (73-76). Tip 2 diyabetli hastalar iizerinde yapilan
bir ¢alismada diyabetli hastalarin artmis serum CAT aktivitesine sahip olduklari
vurgulanmaktadir  (73). Ancak bu artisin  organizmanin kendisini lipid
peroksidasyonundan korumak i¢in kompensatuvar bir mekanizma olabilecegi
vurgulanmaktadir. Ancak baska calismalarda da azalmis oldugu vurgulanmaktadir

(74,76).

GPx, membran lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese karsi korur (79).
Yapilan caliymalarda diyabetli hastalarda serum GPx aktivitesinin azalmis oldugu

rapor edilmektedir (73,76).
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Patumraj S. Ve ark. yaptiklar1 caligmada; transmisyon elektron
mikroskobuyla ¢ekilen sol ventrikiil intramural (duvar i¢i) koroner arteriyollerinden
alman goriintiilerle garlic ve aspirinin diyabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlar

izerindeki etkilerinin karsilastirilmasini yapmislardir (152).

Makino H. Ve ark; STZ ile muamele edilen diyabetik rat bobregine bagli
dokularda biiyiime faktorii ve prostonoidlerin rolii; aspirinin etkilerini anlatan bir

caligma yapmuslar ve Aspirin’in olumlu etkilerini bulmuslardir (154).

Makino H ve arkadaslarinin yaptigi bir baska calismada; Prostaglandin E
reseptorii EP1’e selektif bir antagonist tarafindan ratlarda diyabetik nefropatinin
Onlenmesini arastirmiglar ve Aspirin kismi bir diizelme sagladigini ama glomeriiler
hipertrofinin ve proteiniirinin Oniine gecemedigini bulmuslardir. Selektif bir EP1
antagonisti olan 4-5-triflorometilfenoksimetil sinamik asit; glomeriiler hipertrofiyi,
matriks gen aktivasyonunu ve mesajin iletimini diyabetik ratlarda proteiniiri
supresyonunu tamamlayarak yapmaktadir. Buna gore PGE2-EP1 sisteminin
aktivasyonunun diyabetik renal hasarin ilerlemesinde anahtar rolii oynadigini

gostermektedir (155).

Yukaridaki calismalar bizim c¢alismamizdaki diyabetli siganlardaki
biyokimyasal bulgular1 desteklemektedir. Diyabete bagli bu hasarlarda goriildiigii
tizere ROS sorumlu tutulmaktadir. Bu nedenle dogal olarak antioksidanlarin
kullanim1 ¢ok mantikli gorilnmektedir. Calismamizda COX-1 inhibdtiirii Aspirin ve

COX-2 inhibitorii Nimesulid’i kullandik.

COX-1 enzimi arasidonik asitin TxA,'ye doniismesini saglar. COX-1 enzimi
inhibe edildiginde (6rn. Aspirin) trombositlerdeki TxA, yapimindaki azalma sonucu
trombosit toplanmasi ve vazokonstriktif etki, dolayisi ile tromboza olan egilim azalir

(106,109,126,127).

COX-2 geni inflamasyon basta olmak iizere bircok durumda uyarilabilir (17).

Sitokinler =~ ve  biiyime  faktorleri bu  enzimin  islerligini  arttirirlar
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(107,108,126,128,129). Inflamatuvar stireclerde COX-2 aktivitesinde belirgin artig
olmaktadir (130). COX-2 damar ceperinde antiaterojenik ve antitrombotik etkili bir
prostagalandin tiirii olan PGI, olusumuna neden olur. Dolayisiyla COX-2 enzimini
inhibe ettigimizde (6rn. Nimesulid gibi) PGI, olusumu O6nlenmis olur. Son
zamanlarda PGI, in sitoprotektif etkisi i¢in iki degisik terim kullanilmaya
baslanmistir. In vitro olarak ortaya c¢ikarttigi koruyucu etki "cellular protection”
olarak isimlendirilmekte ve in vitro olarak trombositlerin dejenerasyonunu énleme,
kardiyak miyozitleri hipoksik hasara karsi koruma, gliyal hiicreleri ve noronlari
anoksiye karsi koruma, hepatositleri ¢esitli kimyasal hasarlara karsi koruma bu
gruptan sayilmaktadir. In vivo olarak ise iskemik cilt iilserlerinin iyilesmesini
hizlandirma, beyin ve kalpte postiskemik reperfiizyon hasarini Onleme, bazi
maddelerin {iilserojen etkisini 6nleme, renal transplantlarin perfiizyonunun artirma
gibi ozellikleri cesitli calismalarda gosterilmis ve bu koruyucu etki "histoprotection”
olarak isimlendirilmistir (156). Bu nedenle Nimesulid’in COX-2 enzimini inhibe
edip PGI, olusumu engelleyerek diyabete bagh histopatolojik bozukluklart
diizeltmedigi goriildii. Buna karsin Aspirin, uygulanan dozda sadece COX-1 inhibe
ettiginden PGI, sentezlenmesi devam etmektedir. Bu olumlu etkisini ¢caliygmamizda

gormekteyiz.

Son zamanlarda Aspirin’in antioxidant 0zelligi oldugu ve endotel hiicrelerini
hidrojen peroksit ve oOzellikle demir-kaynakli oksijen radikallerini engelleyerek

korudugu calismalarda goriilmektedir (157).

Dogu Kanada’daki Montreal Universitesindeki Arastirmacilar; uzun siireli
aspirin tedavisinin gdze carpan sekilde vaskiiler siiperoksid anyon iiretimini azalttigi

ve aortun dilatasyonunda antioksidan 6zellikler oldugu sonucuna varmuslardir (158).

Nimesulid dokudaki prostaglandin sentezini ve in vivo histamin salinimini
kompetitif olarak inhibe eder, in vitro olarak aktive edilmis notrofiller tarafindan
siperoksit anyon {retimini arttirir ve fagositik proses siiresince myleoperoksidaz
yoluyla olusturulan ekstraselliiler hipokloriis asidin direkt temizlenme olayini etkiler

(159). Nimesulid ve Nimesulid’in ana metabolitlerinin antioksidan aktiviteleriyle
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ilgili yapilan bir ¢caligmada Nimesulid ve metabolitlerinin cesitli serbest radikallere

karg1 direkt antioksidant aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur. (159)

Arastirmalar neticesinde, Nimesulid’in olaganiistii giivenilir, agrili ve
enflamasyonlu proseslerin tedavisinde son derece etkili bir miistahzar oldugu ve yash
kisiler veya asetilsalisitik asit ve diger NSAII’lara kars1 hassas olan ve enflamasyonu
onleyici tedaviye ihtiyac duyan hastalar ve geleneksel NSAII’larin sebep olabilecegi
yan etkilere maruz kalma riski bulunan hastalarda kullanilabilir bir alternatif tedavi
olanag1 teskil ettigi kamtlanmistir (160). Ancak COX-2 inhibitdrii olusunun
dezavantaji olan PGI, olusumunu azaltmasi diyabete bagli hasarda kullaniminin
yararli olmadigmi ve Nimesulid verilen gruptaki erken Oliimlerin de buna baglh

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak; Aspirinin diyabetli ratlarda damar ve bobrek dokusunda olusan
hasarda Nimesulid’e gore daha etkili oldugu goriildii. Bunun nedeni yukarida da
yazildig1 iizere Asprin’in PGI, sentezine dokunmamasi ve TXA, sentezini ¢ok diisiik

dozlarda dahi bloke etmesine ayrica antioksidan 6zelliginin olmasina bagli olabilir.
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Diyabetik ratlarda Aspirin ve Nimesulidin diabete bagh doku hasan iizerine
olan etkileri

Aspirin ve Nimesulid nonsteroid antiinflamatuvar Ozellikleriyle beraber
antioksidan ve antiagregan ozelliklere sahiptirler. Bu deneysel calismada antioksidan
ozelligi olan Aspirin ve Nimesulid’in streptozotosinle olusturulan diyabetik ratlarda,
vaskiiler sistem ve bobrek dokusu iizerine hasarini azaltmasini arastirdik.

Calismamizda her bir grupta 10’ar adet rat olmak tizere 4 grup vardi. Gruplar;
Kontrol, DM (STZ 50 mg/kg, i.p tek doz), DM + Asp (10mg/kg/giin, gavaj,6 hafta)
ve DM + Nim (18 mg/kg/giin, gavaj, Ohafta) seklindedir. Reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) gostergesi olan biyokimyasal parametrelerden MDA, GPx,
CAT ve SOD diizeylerine bakilirken, aort ve bobrek dokusu histopatolojik olarak da
degerlendirildi.

DM ve Kontrol gruplar1 karsilastirildiginda; DM grubunda MDA diizeyi
Kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek (p<0,05) bulunurken, GPx ve SOD
diizeyleri acisindan istatistiksel acidan anlamli fark saptanamamistir (p>0,05).
Aspirin verilen DM’li grupta ise MDA ve GPx diizeyi anlamli olarak diigmiistiir
(p<0,05). Nimesulid ise sadece MDA’y1 anlaml olarak azaltmistir (p<0,05). DM’li
grupta CAT diizeyi anlamli olarak diismiis ve Aspirin ve Nimesulid ise bu diisiisii
anlamli olarak 6nlemis ve Kontrol diizeyine ¢ikarmistir. Biyokimyasal bulgularimiza
paralel olarak, diyabetik ratlarda bobrek dokularmin histolojik incelemelerinde
oksidatif hasarin gostergesi olabilecek bulgular izlendi. DM grubu ile Kontrol grubu
kargilastirildiginda bu bulgular anlamh olarak (p<0,05) farkli iken Aspirin verilmis
DM’li grupta bu histopatolojik degisiklikler hafif derecede gozlendi. Ancak
Nimesulid verilen DM’li grupta ise yukaridaki histopatolojik degisikliklerin DM’li
gruptakine benzer oldugu gozlendi. Yani Nimesulid Aspirin kadar diyabetin sebep
oldugu histopatolojik bozukluklar1 diizeltemedi.

Sonug olarak Aspirin’in diyabetli ratlarda damar ve bobrek dokusunda olusan

hasarda Nimesulid’e gore daha etkili oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Aspirin, Nimesulid, Oksidatif doku hasari,
Antioksidant
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Effects of Aspirin and Nimesulide on tissue damage depending on diabet in
diabetic rats

With nonsterodail anti-inflammatory properties, Aspirin and Nimesulide also
have antioxidant and antiagregation properties. In this experimental study, the
reduction of damage on vasculer system and kidney tissue of rats that were induced
diabetic with STZ, was investigated by using Aspirin and Nimesulide which have
antioxidant properties.

In this study, there were four groups and each of them consisted of ten
animals. These four groups classified as; Control, DM (STZ 50 mg/kg, i.p single
dose), DM + Asp (10mg/kg/day, po,6 weeks) ve DM + Nim (18 mg/kg/day, po, 4
weeks). While the level of MDA, GPx, CAT and SOD, biochemical parameters of
ROS, were gazing at, the kidney tissue and aort were also evaluated as
hystopatological situation. When DM and Control groups were compared, it was
established that the level of MDA in DM group was significantly higher than Control
group (p<0,05). On the other hand, according to the levels of GPx and SOD and from
the point of statically, significant difference wasn’t established. However, in DM
group treated with Aspirin, levels of MDA and GPx decreased significantly (p<0,05).
Nimesulide was only decreased MDA level significantly (p<0,05). In DM group, the
level of CAT decreased significantly but Aspirin and Nimesulide prevented decrease
significantly and increased it to Control levels.

Together with biochemical findings, according to the hystological
investigation on kidney tissue of diabetic rats, it was observed that there could be
signs of oxidative damage. When DM and Control groups compared, while these
findings were significantly different (p<0,05), in DM group treated with Aspirin, this
hystopatological damages observed lightly. However, in DM group treated with
Nimesulide the same hystopatological damages with DM group were observed. It
means that Nimesulide didin’t cure the hystopatological damages that were caused
by diabetic as Aspirin.

As a result, it has been determined that Aspirin was more effective than
Nimesulide about improving the damages on vascular and kidney tissue of diabetic
rats.

Key words: Diabet, Aspirin, Nimesulide, Oxidative Tissue Damage, Antioxidant.
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