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BAZI DOGAL FENOLIK BiLESiKLERIN DENEYSEL DiYABET ve
DIYABETIK DUZ KAS KOMPLIiKASYONLARI UZERINE ETKIiLERI

OZET

Tez kapsaminda streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulmus 6 haftalik
sicanlardan izole edilen aorta, Vas deferens, mide fundusu ve ileumlarinda gelisen
diyabetik komplikasyonlar ve bu komplikasyonlarin gelisimi {izerine 3 hafta
siiresince antioksidan aktiviteye sahip olan ve etki giicii hidroksil sayisina gore
artan sirastyla, p-OH benzoik asit, protokatesik asit ve gallik asit uygulanmasinin
etkileri izole organ deneyleri ile incelenmistir. 6 haftalik STZ-diyabetik sicanlarda
hiperglisemi gelismis, tiikketilen su ve idrar atilim hacimleri, tiikketilen yem ve diski
atilim miktarlar1 artmis, viicut agirliklar1 azalmistir. Protokatesik asit tiiketilen
yem ve diski atthmindaki diabete bagli artis1 anlamli olarak Onlemistir. izole
aortanin fenilefrine karsi, Vas deferensin fenilefrin ve asetilkoline karsi, ileumun
asetilkoline karsi aliman kasilma cevaplarinda artis, fundusun serotonine karsi
verdigi cevaplarda ise diisiis gdzlenmistir. /n vivo p-OH benzoik asit, protokatesik
asit ve gallik asit uygulanmasinin diiz kaslarda olusan bu degisiklikleri 6nledigi,
degistirmedigi veya ilerlettigi, kimi zaman ise diyabet ile bozulmayan diiz kas
aktivitesinde saglikli hayvanlara gore degisikliklere neden olduklar1 belirlenmistir.
Bu veriler dogrultusunda p-OH benzoik asit, protokatesik asit ve gallik asitin
gostermis olduklart olumlu veya olumsuz etkileri antioksidan gili¢lerinden ve
diyabetik komplikasyonlardan bagimsiz bir sekilde gosterdikleri, olusturulan
deney kosullarinda prooksidan aktivite gostermis olabilecegi diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: diabetes mellitus, diiz kas komplikasyonlari, serbest
radikaller, p-OH benzoik asit, protokatesik asit, gallik asit



EFFECTS of CERTAIN NATURAL PHENOLIC COMPOUNDS on
EXPERIMENTAL DIABETES and DIABETIC COMPLICATIONS of
SMOOTH MUSCLES

ABSTRACT

In this thesis, diabetic complications developed in isolated aorta, Vas deferens,
gastric fundus and ileum from rats with streptozotocin (STZ)-induced diabetes for
6 weeks and effects of 3 weeks treatment with p-OH benzoic acid, protocatechic
acid and gallic acid, which have antioxidant activities with increasing potency
order related to their hydroxyl number, were investigated on the development of
these complications by using isolated organ experiments. In STZ-diabetic rats for
6 weeks, hyperglycemia was developed, water and food consumptions along with
urine and feces outputs were increased and body weights decreased. Protocatechic
acid prevented significant increases in food consumption and feces output due to
diabetes. In diabetic animals, responses of isolated organs, aorta to phenylephrine,
Vas deferens to phenylephrine and acetylcholine, ileum to acetylcholine were
found to be increased, while responses of gastric fundus to serotonin were
observed to be decreased. It was found that the in vivo administration of p-OH
benzoic acid, protocatechic acid and gallic acid inhibited, unchanged or promoted
the changes occurred in smooth muscles, and sometimes, they caused alterations
in unchanged smooth muscle activity due to diabetes relative to control animals.
On the basis of these findings, it was concluded that by p-OH benzoic acid,
protocatechic acid and gallic acid exhibit the improving or impairing effects in a
manner independent of their antioxidant power and from diabetic complications
and they may exhibit prooxidant activities in the experimental conditions applied.

Key Words: diabetes mellitus, smooth muscle complications, free radicals, p-OH
benzoic acid, protocatechic acid, gallic acid
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GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM) veya diyabet, Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin tanimina
gore, bircok nedene bagl olarak ¢ikabilen, insiilin salim1 ve/veya aktivitesinde
olusan  aksamalardan  kaynaklanan  karbonhidrat, yag§ ve  protein
metabolizmasindaki diizensizlik ve kronik yiiksek kan glukoz diizeyi
(hiperglisemi) ile karakterize metabolik bir hastaliktir (World Health
Organisation, 1999).

Son yillarda yapilan calismalar, artmis serbest radikallerin (SR) ve lipid
peroksidasyonun, 50’den fazla hastaligin patojenezinde rol oynadigini
gostermektedir (Namiki, 1990). DM, oksidatif stres ile iliskisi gosterilen
hastaliklardan bir tanesidir (De-Groot ve Noll, 1986; Altan ve ark., 2006). SR’ler
dis orbitallerinde tasidiklar1 eslesmemis elektrondan dolay1 kararsiz yapidadirlar
ve oldukga reaktiftirler. Elektron bakimindan dengeli olmayan bu SR’ler yeniden
kararlt duruma gegmek igin, yag asitleri, proteinler ve DNA (deoksiriboniikleik
asit) gibi onemli biyolojik molekiillerden hidrojen atomu kaptiklar1 zaman,
hidrojen kaybeden molekiilin kendisinin SR haline geldigi ve bu molekiil de
komsu molekiillerden hidrojen atomlarini kaptig1 i¢in zincirleme bir reaksiyona
yol agmaktadirlar (Bagchi ve Puri, 1998).

Yapilan ¢aligmalarda deneysel diyabette ve diyabetik hastalarda SR’lerin ve lipid
peroksidasyonun 6nemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde
ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (Pitkanen ve ark., 1992). Uzamis
oksidatif stresin diyabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisi ile de iligkili
olabilecegi vurgulanmaktadir (Van Dam ve ark., 1995; Shih ve ark., 2002; Bukan
ve ark., 2003; Valko ve ark, 2007). DM uzun vadede ateroskleroz, miyokardial
infarktiis, noropati, nefropati gibi komplikasyonlarin gelismesine neden
olmaktadir. Bu komplikasyonlar kronik olarak seyreden yiiksek glukoz diizeyine
ve sonradan gelisen oksidatif strese baglanmaktadirlar (Sabu ve Kuttan, 2002).

Viicuttaki c¢esitli yolaklardan SR olusumunun hipergliseminin direkt sonucu
oldugunu destekleyen ¢aligmalarin (Giugliano ve ark., 1996; Valko ve ark, 2007)
yani sira endotel ve diiz kas hiicrelerinin yiiksek konsantrasyonda glukoz igeren
ortamda inkube edildiginde de SR olusumunun basladigin1 gosteren caligmalar da
mevcuttur (Rosen ve ark., 1998; Du ve ark., 1999).

Deneysel diyabet diiz kaslarda dokudan dokuya degisen makroskopik ve
mikroskopik yapisal degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisiklikler diyabette
gbzlenen klinik komplikasyonlarla yakindan iligkili olarak gozlenmesine ragmen
diyabetik diiz kaslarda yapilan arastirmalar sabit sonuclar vermemektedir. Bazi
degisiklikler belli agonistlere karsi reseptorlerdeki ve/veya postreseptor
olaylardaki hassasiyetle iligkili olabilmektedir. Otonomik noropati diiz kaslardaki
en 6nemli yapisal degisikliklerden bir tanesidir. Otonomik sinirler diiz kaslar ile i¢
ice olduklarindan onlardaki degisiklik diiz kaslarda degisikliklere neden
olmaktadirlar. Diyabetin etkileri sonucunda diiz kaslarin kasilma ve gevseme
kapasiteleri biiyiik degisiklikler gostermektedir.

Cesitli calismalarda, 6zellikle hiperglisemi aracilikli olarak olusan SR’lerin neden
oldugu oksidatif stresin diyabet ve komplikasyonlarinin gelisme ve ilerlemesine



katkida bulundugu gosterilmesinden dolayr DM gelistirilmis si¢anlara antioksidan
madde uygulanmasinin diyabetik komplikasyonlar1 diizeltmek icin etkili bir
strateji olabilecegi diisiiniilmektedir (Giugliano ve ark.,1996; Ceriello, 2003;
Ceriello ve Motz, 2004).

Antioksidanlar c¢esitli mekanizmalarla SR ile etkilesen ve bunlarin zararli
etkilerini dnleyen maddelerdir. Bunu SR’leri biyolojik hedeflerle etkilesmeden
once pargalayarak, zincir reaksiyonlar1 dnleyerek, oksijenin daha reaktif bilesige
dontismesini  Onleyerek veya oksidanlardan &tiirii olusan hasar1 azaltarak
yapmaktadirlar (Venkat-Ratnam ve ark., 2006).

Diyabette oksidatif stres antioksidan diizeyinin azalmasi ile beraber
gozlenmektedir. Azalan antioksidan aktivitenin yerine konmasi ve artan SR
olusumuna kars1 antioksidan takviyesi diyabette olusan oksidatif stresi
azaltabilmekte ve dolayisiyla uzun donem komplikasyonlar1 azaltmasi da
ongoriilebilmektedir (Johansen ve ark., 2005). Diyabet kontrol ve komplikasyon
vakalarinin incelenmesi, siki kan glukoz kontroliiniin klinik komplikasyonlari
anlamli derecede azaltmada etkili olabilecegini fakat optimal kontroliin bile
komplikasyonlar1 dnlemeyecegini ve alternatif tedavi stratejilerinin gerekliligini
gostermistir (Johansen ve ark., 2005).

Antioksidanlarin diyabet ve diyabetik komplikasyonlardan bazilarinin gelisim
riskini azalttig1 gosterilmistir (Baynes, 1991; Giugliano ve ark., 1995; Thompson
ve Godin, 1995; Montonen ve ark., 2004). Diyabete egilimi olan popiilasyonlarda
antioksidan kullanarak preklinik donemde diyabeti kontrol altina almak ve
dalgalanan glukoz diizeyi ile olusan diyabetik komplikasyonlarin olusumunu
azaltmak miimkiin olmustur (McCune ve Johns, 2007). Genellikle kan glukoz
diizeyini normal sinirlarda tutmak i¢in insiilin veya diger oral antidiyabetik ilaglar
kullanilmaktadir (Sriplang ve ark., 2007). Yiiksek antioksidan igeren bitkilerin
DM gibi gelisiminde SR’lerin etkisinin diisiiniildiigii hastaliklarda 6nemli rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. DM ve komplikasyonlar1 iizerine yapilan
calismalarda bazi bitkilerle iyi sonuglar alinmistir (Rahimi ve ark., 2005). Yapilan
calismalar bitkilerin antioksidan 06zellige sahip c¢esitli bilesikler icerdigini
gostermektedir (Anjali and Manoj, 1995; Rahimi ve ark., 2005). Tokoferoller,
flavonoidler, kumarinler, antosiyaninler, fenolik asitler gibi bitkiler aleminde
yaygin olarak bulunan pek¢ok polifenolik bilesik antioksidan aktivite
gostermektedirler (Shahidi ve Naczk, 1995; Larkins ve Wynn, 2004). Fenolik
bilesikler antioksidan aktivite kapasitelerinden ve saglik lizerine gosterdigi yararl
etkilerinden dolay1 son yillarda dikkat ¢eken bir konu haline gelmistir (Wollgast
ve Anklam, 2000). Fenolik asitler antioksidan aktivitelerini, hidrojen atomlarini
vererek hidroksil radikali (OH"), singlet oksijen, peroksil, ONOO" radikallerini
siiptirerek veya gecis metalleriyle selat olusturarak gergeklestirmektedirler
(Lodovici ve ark., 2001; Sroka ve Cisowski, 2003; Javanmardi ve ark., 2003;
Sousa ve ark., 2004). Fenolik asitlerin antioksidan etkileri yapilariyla ilgilidir
(Tapiero ve ark., 2002). Etki aromatik halkada tasidiklar1 hidroksil (-OH)
gruplarinin sayisina, baglanma yerine ve karsilikli pozisyonlarina baglidir (Peyrat-
Maillard ve ark., 2000; Marinova ve Yanishlieva, 2003; Sroka ve Cisowski,
2003). Cesitli fenolik bilesiklerin ve bunlar1 igeren bitkilerin antidiyabetik
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Peungvicha ve ark., 1998a; Hsu ve ark.,



2000; Andrade-Cetto ve Wiedenfeld, 2001; Lee ve ark., 2005; Mukherjee ve
ark.,2006; Aslan ve ark., 2007).

Streptozotosin (STZ) ile yapilan deneysel modellerde meydana gelen diiz kas
komplikasyonlarinin diyabet siiresi ile iligkili olarak degiskenlik gosterebilecegi
bilinmektedir (Oztiirk ve ark., 1996b). Yapilan bu tez calismasinda, 6 haftalik
STZ diyabetik sicanlarda, DM nin diiz kaslarda olusturduklar1 degisiklikler aorta,
Vas deferens, fundus ve ileum preparatlarinda ¢esitli agonistlere verdigi cevaplar
degerlendirilerek incelenmistir.

DM siiresince artan oksidatif stres ve azalan antioksidan kapasitenin DM ve DM
ile gelisen komplikasyonlardaki rolii (Van Dam ve ark.,, 1995) nedeniyle
antioksidan uygulamasinin DM ve beraberinde gelisen bu komplikasyonlarin
ilerlemesini onleyebilecegi fikrinden yola ¢ikilarak, antioksidan etki giicleri -OH
grubu sayisina gore artis gosteren sirasiyla 10 mg/kg p-OH benzoik asit (p-
OHBA), 10 mg/kg protokatesik asit (PA) ve 10 mg/kg gallik asitin (GA) DM ve 6
haftalik STZ-diyabetik si¢anlarin diiz kaslarinda gelismesi beklenen bozukluklar
tizerine olasi etkilerinin incelenmesi amag¢lanmustir.



KAYNAK BILGISI
Diabetes Mellitus
Diabetes mellitus tanimi

DM veya diyabet, cesitli nedenlere bagli olarak gelisen, karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmalarindaki bozulmalar ve kronik hiperglisemi ile karakterize
olan metabolik bir hastaliktir (Bennett ve Nelson, 2003). Kan glukoz diizeyi pek
cok sayida kimyasal madde ve hormonun karmasik sekilde etkilesimi ile
diizenlenmektedir. Pankreasin Langerhans adaciklarindaki [3-hiicrelerinde
sentezlenen insiilin bu diizenlenmede ana rolii oynamaktadir. DM, insiilin
iiretiminin bozulmas1 ve/veya etkilerine karsi direng gelismesi sonucunda
olusmaktadir. Her iki durumda da kan glukoz diizeyi artmakta ve hiperglisemi
gozlenmektedir (Rodrigues ve ark., 1999).

Diabetes mellitus tarihgesi

DM hastaligi ile ilgili ilk kayitlara M.O. 1500’1lerde “sik idrar yapilan bir hastalik”
seklinde Antik Misir Ebers papiriislerinde rastlanmaktadir (King ve Rubin, 2003).
DM yunanca akip gitmek anlamina gelen “diabetes” ve bal kadar tatli anlamina
gelen “mellitus” kelimelerinden tliremistir. Anadolu’da ise diyabet kelimesi ilk
kez M.S. 2.ylizyilda Areteus tarafindan kullanilmis ve idrar miktarinda artis, agiri
susama ve kilo kayb1 gibi belirtiler gosteren bir hastalik olarak tanimlanmistir
(Hatemi, 1996). Ingiliz Dr. Thomas Willis 1674 yilinda bu belirtileri gdsteren
hastalarin idrarlarinin tath oldugunu bilimsel olarak gdstermistir (Kenyan ve
Nagy, 2005). Oskar Minkowski ve Josef von Mering ise 1889 yilinda bir képegin
pankreas bezini ¢ikardiktan sonra kopekte susama, asir1 su tiikketimi, sik idrara
cikma ve kilo kayb1 gibi hastaligin klasik belirtilerini gdzlemlemislerdir. Fradirick
G. Banting ile Charles H. Best kopek pankreasindan elde ettikleri ¢ozeltiyi DM
yapilmis bir kopege verdikleri zaman kan sekerinin diistiiglinii bildirmislerdir.
Daha sonra 1921 yilinda Banting, asistan1 Best, biyokimyac1 James B. Collip ve
fizyolog J.J.R. Maclead tarafindan insiilin izole edilmistir. ilk olarak 1 Ocak
1922°de Collip sigir pankreasindan izole ettigi insiilini daha da saflagtirarak DM
hastas1 olan Leonard Thompson iizerinde denemistir. Alinan bagarili sonuglarin
tizerine gelistirilen insiilin 1923 yilindan itibaren DM tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (Hamdy, 2002).

DSO’niin yaptig1 arastirmalara gore, 2000’lerde en az 171 milyon insan DM
hastaligindan sikayetci iken, 2030 yilinda bu sayinin ikiye katlanacagi tahmin
edilmektedir. Kuzey Amerika’da son 20 yilda DM oraninin énemli sekilde arttigi
gozlenmektedir. DM hastaligina yasam tarzi, kentlesme egilimi ve 6zellikle bati-
diyeti gibi Ozelliklere bagli olarak gelismis iilkelerde daha sik rastlanmaktadir
(Wild ve ark., 2004).

Diabetes mellitus belirtileri

Asir1 susama (polidipsi), sik idrar yapma (poliliri), asir1 yeme (polifaji) ve bulanik
gorme DM’nin klasik baslangi¢ belirtileridir. Yetersiz insiilin saliminin neden
oldugu Tip I DM’de normal veya asir1 yemeye ragmen kilo kayb1 ve buna bagh
olarak yorgunluk hissi gelismektedir (Kuzuya ve ark., 2002). Ozellikle Tip I
DM’li ¢ocuklarda belirtiler hizli ve belirgin gelisebilmektedir. Fakat instiline karsi



direncin gelistigi Tip Il DM’li hastalarda belirtiler daha yavas ve hafif gelismekte
hatta gozlenemeyebilmektedir (Botero ve Wolfsdorf, 2005). Ozellikle Tip I
DM’lilerde nefeste aseton kokusu, hizli ve derin nefes alma (kussmaul nefesi),
poliiiri, mide bulantisi, kusma, karin agrisi, hipergliseminin siddetlenmesi ve
oniine gecilemeyen lipoliz sonucu artan serbest yag asitlerinden asirt miktarda
keton cisimciklerinin olugsmasi nedeni ile ketoasidoz (DKA) denilen ve tedavi
edilmedigi takdirde olim ile sonuglanan akut bir komplikasyon gozlenmektedir
(Sperling, 2002; Keays, 2007).

Diabetes mellitus tanist

DSO’ niin 2006 yili nerilerine gére; DM belirtileri bulunan bir hastada rastgele
plazma glukoz diizeyi >200 mg/dl (>11.1 mM/L), aglik glukoz diizeyi >126 mg/dl
(>7.0 mM/L) veya oral olarak 75 g glukoz verilmesinden 2 saat sonra Ol¢iilen
glukoz diizeyi >200 mg/dl (>11.1 mM/L) olanlar DM kabul edilmektedir (World
Health Organisation, 2006).

Diabetes mellitus siniflandirilmasi

Etiyolojik kaynaklara goére yapilan siniflandirma 1997°de Amerikan Diyabet
Birligi (ADB) tarafindan sunulmus ve 1999°da DSO tarafindan kabul edilmistir
(Inzucchi, 2003).

Tip I diabetes mellitus

Tip I DM terimi yerine ¢ocuklukta basladigi icin “juvenil diyabet” veya “insiiline-
bagimli diyabet” terimleri de kullanilmaktadir (Inzucchi, 2003; American
Diabetes Association, 2006). Bati topluluklarinda goriilen biitiin DM vakalarinin
% 5- 10’unu olusturmaktadir (Daneman, 2006; Reimann ve ark., 2009). Siklikla
otoimmun kaynakli olmasina ragmen idiyopatik olarak da gelisebilmektedir
(Daneman, 2006). Tam olarak aydinlatilamayan genetik ve cevresel faktorlerin
etkilesiminin otoimmun kaynakli tip diyabet olusumuna neden oldugu
diisiiniilmektedir (Reimann ve ark., 2009). Otoimmun kaynakli alt tipinde,
pankreasin Langerhans adaciklarindaki insiilin lireten B-hiicreleri otoagresif T-
hiicreler araciligiyla yikima ugramaktadir (Daneman, 2006). T-hiicrelerinin 3-
hiicre yikiminin ana belirleyicisi olduguna inanilmaktadir (Fourlanos ve Kay,
2003). Dolasimda gozlenen adacik  hiicreleri  antikorlarinin, insiilin
otoantikorlarinin ve glutamik asit dekarboksilaza karsi olan antikorlarin varlig1 da
adacik hiicrelerindaki hasar1 yansitmaktadir (Inzucchi, 2003). Yapilan
histopatolojik incelemelerde adacik hiicrelerinde “insulitis” seklinde adlandirilan
lenfositce zengin inflamasyona rastlanmaktadir. Inflamasyondan elde edilen
filtratlarda CD8'T ve CD4'T hiicreleri ile makrofajlar gozlenmektedir. Insulitis,
hastaligin immunopatojenezi icin direkt kanittir (Fourlanos ve Kay, 2003).
Ozellikle enterovirus ile olusan viral enfeksiyonlar, rubella, rotavirus kaynakli
virutik hastaliklar, bebeklerin inek siitii ile beslenmesi, glines 15181 ve
kemotoksinlere maruziyet B-hiicresi otoimmunitesine katkida bulanan gevresel
faktorlere ornek olarak verilmektedir (Fourlanos ve Kay, 2003; Reimann ve ark.,
2009). Bu alttipin olusumunda genetik yatkinligin da 6énemli rolii vardir. Genetigi,
kromozom 6’nin kisa kolu iizerindeki doku uygunluk kompleksi (MHC) ile yakin
iligkilidir. Belli insan I0kosit antijenlerinin (HLA) sikli§1 artmakta veya
azalmaktadir (Inzucchi, 2003). Idiyopatik kaynakli altipin ise immun kaynakli



etiyolojisi bulunmamaktadir. Beyaz olmayan irkta daha sik gézlenmekle beraber
en belirgin 6zelligi bazen ortaya ¢ikan ketoasidozdur (Botero ve Wolfsdorf,
2005).

Tip 11 diabetes mellitus

Tip II DM, diinyada en sik gozlenen endokrin hastaliktir. Biitin DM’lilerin % 90-
95’ini olusturmaktadir. “Yetiskinlikte baslayan diyabet” veya “insiiline bagimli
olmayan diyabet” seklinde de isimlendirilmektedir (Inzucchi, 2003; Reimann ve
ark., 2009). Otoimmun belirleyiciler bu tipte mevcut degildir (Inzucchi, 2003).
Patojenezinde glukoz ve lipid metabolizmasinda anormallikler, B-hiicrelerinde
bozukluk sonucu insiilin saliniminda yetersizlik, iskelet kasi, adipoz doku ve
karacigerde belirlenen insiilin aktivitesine karsit diren¢ gelisimi s6z konusudur
(American Diabetes Association, 2002a; Inzucchi, 2003; Reimann ve ark., 2009).
Tip II DM, hiperglisemiden otiirii giderek artan pankreatik insiilin saliniminin
(hiperinsiilinemi) ardindan periferal dokulardaki insiilin etkisine Kkarsi
duyarsizlasma ile beraber gelisen insiilin direnci ile baglamaktadir. iskelet kasi,
adipoz doku ve karacigerde insiilin direncinin gelismesi periferal glukoz
tilketiminde diisise ve sonrasinda hepatik glukoz {iretiminde artisa neden
olmaktadir. Hastaligin ilk evrelerinde plazma glukoz konsantrasyonu normal
diizeydedir, ancak hastalik ilerledik¢e pankreas adacik hiicreleri fonksiyonlarinin
bozulmasi sonucu insiilin diizeyi ihtiyacit karsilayamamakta ve hiperglisemi
gelismektedir. Patojenezi tartigmali olsa da genetik ve gevresel faktorlerle giiclii
bir sekilde iliskili oldugu, cesitli genlerde anormalliklere rastlandigi, insiilin
duyarliligit ve sekresyonundaki bozulmanin genetik kontrol altinda oldugu
bilinmektedir (Gerich, 1998). Tip II DM olusumundan sorumlu oldugu diisiiniilen
genetik bolgeler popiilasyonlar arasinda degiskenlik gostermektedir. Degisik etnik
gruplarda yapilan genom goriintiileme caligmalarinda degiskenligin gozlendigi
kromozom iizerindeki en 6nemli bolgenin 1g23-24 oldugu goriilmektedir (Bennett
ve Nelson, 2003). Diyabetli hastalarda insiilin direncine neden olan mutasyonlu
insiilin reseptdr geni belirlenmistir. Insulin duyarlilig1 ve salinimu, psikolijik stres,
yas, cinsiyet, etnik koken, fiziksel aktivite, beslenme, sigara, obezite ve viicut yag
dagilimi gibi cevresel ve genetik kaynakli faktdrlerden etkilenmektedir (Gerich,
1998). Tip II DM’lilerin yaklasik % 55’1 obezdir ve yaglanma ozellikle karin
bolgesindedir (Eberhart, 2004). Kronik obezite insiilin direncinin artmasina neden
olmakta ve Tip II DM gelisimine katkida bulunmaktadir (Camastra ve ark., 1999).
Yiiksek kalorili yemek ve diisiik fiziksel aktivitenin Tip II DM olusumunu
arttirdig1 gosterilmistir. Adipoz dokulardan salinan aktif protein C, interlokin-6,
tiimor nekroz faktor-o ve y-globulin gibi inflamasyon belirleyicilerinin Tip Il DM
gelismi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Bennett ve Nelson, 2003).

Gestasyonel diabetes mellitus

Gebelik esnasinda gelisen ve Tip II DM ile benzerlik gosteren DM ¢esididir.
Hamilelerin yaklasik % 2-5’inde gozlenmektedir. Gestasyonel DM’li kadinlarin
ikinci hamileliklerinde hiperglisemi tekrar edebilmektedir. Hayatlarinin ilerleyen
donemlerinde ise Tip II DM olma riski tagimaktadirlar (Inzucchi, 2003; Singh ve
Rastogi, 2008).



Ikincil diabetes mellitus

DM’nin c¢esitli formlar1 baska hastalik siiregleri veya genetik hastaliklarla
iligkilidir. Tip I veya Tip II olmayan ve diger gruplara giren ¢esitler ikincil diyabet
seklinde adlandirilmaktadir. Genetik mutasyonlar sonucu  [-hiicrelerin
fonksiyonlari, insiilin aktivitesi veya insiilin reseptdrlerinin yapisinin bozulmasi,
kronik pankreatit veya kistik fibr6z gibi hastaliklarin pankreasa zarar vermesi,
insiilin antagonisti hormonlarin saliniminin bozulmasi, B-adrenerjik antagonistler
veya Ca'" kanal kanal blokorleri gibi ilaglarin kullanimi ve cesitli viral
enfeksiyonlar sonucunda ikincil olarak DM gelisebilmektedir (Inzucchi, 2003)

Diabetes mellitus tedavisi

DM tedavisindeki ilk prensip kan glukozdiizeyinin kontrol altinda tutulmasi ve
yasam kalitesinin arttirilmasidir. Tip I DM i¢in ana tedavi insiilin uygulanmasidir.
Oral olarak almamayan insiilin preparatlar1 genellikle siringa veya kullanimi ve
dozaj1 kolaylastirmak icin gelistirilen pompa veya kalem araciligi ile subkutan
olarak enjekte edilmektedir (Robertson ve ark., 2000; Corake¢1, 2003; Weinzimer
ve ark., 2006). Onceleri cesitli hayvan pankreaslarindan alman ve % 99 oraninda
saflastirilan insiilin kullanilirken daha sonra teknolojinin gelisimiyle birlikte
rekombinan DNA teknigi ile mikroorganizmalara sentezletilen ve bu yolla
hazirlanan insiilin analoglar1 kullanilmaya baglanmistir (De-Meyts, 2004).
Gliniimiizde insiilin etkisinin ve etkinin baglama siiresinin farkli oldugu cesitli
preparatlar mevcuttur (Hirsch, 1999). Insulini inhalasyon seklinde vermeye
yonelik preparatlar gelistirilmektedir (Corake1, 2003). Ayrica, son yillarda adacik
hiicre transplantasyonu ve kok hiicre tedavisi yontemleri iizerine de
calisilmaktadir (Kim ve ark., 2002; Madsen, 2005).

Tip I DM’de ise beslenme tedavisi ile egzersiz, ila¢ tedavisi ile insiilin
enjeksiyonu kombine halde uygulanabilmektedir (American Diabetes Association,
2002a). Ozellikle obez Tip I DM hastalarinda ilk olarak kontrollii ve sinirl
glukoz tiikketimi, egzersiz ve kilo verme ile diizeltilmeye calisilmaktadir. Yasam
standartlarinin ~ diizenlenmesinden uzun bir siire sonra glisemik kontrol
saglanamayan hastalarda oral yolla ¢esitli ilaglar  kullanilmaktadir.
Tiyazolidindionlar (rosiglitazon, pioglitazon, ve troglitazon), a-glukozidaz
inhibitorleri (akarboz ve miglitol), meglitinidler (repaglinid, nateglinid),
biguanidinler (metformin) ve siilfoniliireler (glimeprid, glipizid, tolazamid)
tedavide kullanilan ilaglardir (De-Fronzo, 1999; American Diabetes Association,
2002a).

Gestasyonel DM’li hastalarda kan glukoz diizeyi diyetin diizenlenmesi ve egzersiz
ile kontrol altina alinabilmektedir (Ross, 2006). Bazi hastalar ise antidiyabetik
ilaca veya insiiline ihtiya¢ duymaktadirlar. Gliburid ve metformin kullanilabilecek
giivenli ilaglardir (Kremer ve Duff, 2004; Simmons ve ark., 2004).

Diabetes mellitus komplikasyonlart
Akut komplikasyonlar
Diyabetik ketoasidoz

Tip I DM’li hastalarda yaygin olarak goriilmektedir. Tip II DM’lilerde sik
gozlenmese de enfeksiyon, travma, bazi ilaglarin kullanimi veya cerrahi islem gibi



durumlarda rastlanabilmektedir (Banerji ve ark., 1994). Diyabetik ketoasidoz
(DKA) insiilin  eksikligi/yoklugu ve/veya insiilin karsit1i hormonlarin
konsantrasyonunun artmasit (glukagon, katekolaminler, kortizol, biiyiime
hormonu) nedeniyle meydana gelen ciddi ve acil tedavi gerektiren bir
komplikasyondur ~ (Miller, 1999). Iinsiilin eksikligi nedeniyle glukoz
metabolizmasi azalmaktadir. Aminoasitler glukoneogenez yolu ile hiperglisemiye
katkida bulunurken, artan lipoliz nedeniyle ortaya ¢ikan plazma serbest yag
asitleri karacigerde keton cisimlerine metabolize olmaktadirlar. Sonucta metabolik
asidoz yaninda hiperglisemi, osmotik dilirez ve dehidratasyon siireci
baslamaktadir (Fleckman, 1993; Miller, 1999; Smith, 2006). En 6nemli belirtisi
dehidratasyon ve hizli nefes alip verme iken siddetli karin agrisi da
gbzlenebilmektedir. Miidahale edilmedigi takdirde hasta kaybedilmektedir.
Tedavide acil olarak ilk yapilmasi gereken kaybolan sivinin yerine koyulmasidir.
Bununla birlikte sodyum replasmani, insiilin tedavisi, potasyum eksikliginin ve
asit-baz dengesinin diizeltilmesi de gerekmektedir (Miller, 1999; Enis ve
Kreisberg, 2003).

Hiperglisemik hiperosmolar non-ketotik sendrom

DKA ile benzer belirtiler gosteren fakat olusum nedeni ve tedavi agisindan farkli
olan bir komplikasyondur. Bu hastalarda ketoasidoza girmeyi onleyecek miktarda
insiilin dolagimda vardir. Buna karsilik yavas gelisen hiperglisemi hastada agir
dehidratasyona yol agmaktadir. DKA gibi acil tedavi gerektirmektedir. Once sivi
replasmani yapilmakta fakat farkli olarak bikarbonat tedavisi gerekmemektedir.
Daha ¢ok yetigkin Tip Il DM’lerde goriilmektedir (Glaser, 2005).

Hipoglisemi

Fazla dozda veya yanlis zamanda insiilin alindiginda, uzun ve giiglii etki gosteren
stilfoniliirelerle tedavi sirasinda, asir1 veya yanlis yemek tiiketildiginde kan glukoz
diizeyi normal alt limit olan 50 mg/dI’nin altina indigi takdirde hipoglisemi
gelismektedir. Terleme, tasikardi, palpitasyon, huzursuzluk gibi belirtiler
gostermektedir. Daha yavas olarak ve sinirlerin beslenememesi nedeniyle
yorgunluk, iritasyon, konfiizyon, konviilziyon ve koma, tedavi edilmedigi takdirde
de o6lim gozlenebilmektedir (Lefebvre ve Scheen, 2003; Tamborlane ve ark.,
2007; Cryer ve ark., 2007). Beyin hasarmin 6nlenebilmesi a¢isindan acil tedavi
onemlidir. Hastanin bilinci agik ise ilk islem olarak agizdan seker verilmektedir.
Bilinci kapali olan hastalara ise intravendz (i.v.) 25-50 ml % 30-50 glukoz
¢ozeltisi verilmektedir. Insulinle tedavi gdren hastalara hipoglisemi tedavisi i.v.,
subkutan veya intramuskuler (i.m.) glukagon ile de yapilabilmektedir (Lefebvre
ve Scheen, 2003).

Kronik komplikasyonlar

Hiperglisemi nedeni ile uzun dénemde ortaya ¢ikan ve ciddi hastaliklara neden
olan bozukluklardir. Diyabete bagli kronik komplikasyonlarin gelisimi genellikle
iyi bir diyabet kontrolii ile Onlenebilmekte veya geciktirilebilmektedir. Bu
komplikasyonlar, makrovaskiiler ve mikrovaskiiler olarak ikiye ayrilmaktadirlar.
Kroner arter hastaliklari, periferal vaskuler hastalik ve serebrovaskuler hastaliklar
makrovaskuler komplikasyonlar sinifinda incelenirken, retinopati, nefropati ve
ndropati mikrovaskiiler komplikasyonlar sinifina dahildir (King ve ark., 2005;
Fowler, 2008).



Makrovaskiiler komplikasyonlar

Makrovaskiiler komplikasyonlarin olusumunda gozlenen ilk patolojik durum
ateroskleroz gelisimidir (Yuan ve ark., 1999). Diyabete bagl olarak gelisen
hiperglisemi, insiilin direncinin ve prokoagiilanlarin artmasi, antikoagiilan
faktorlerin azalmasi, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) miktarinin azalmasi,
glikozillenmis ve okside olmus diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) miktarinin
artmasi, ¢ok diisik yogunluklu lipoprotein (VLDL) miktarinin artmasi
ateroskleroz ve ardindan gelisebilecek koroner arter hastaligi, miyokard
infarktiisii, periferik arter hastalig1 ve serebrovaskiiler hastaliklar icin risk faktorii
olarak degerlendirilmektedir (Fowler, 2008). Makrovaskiiler komplikasyonlardan
korunmak ve olusumunu geciktirmek i¢in yiiksek doz anjiyotensin doniistiiriicti
enzim inhibitorleri ve antiplatelet tedavisi uygulanmasi, lipid diizeylerinin, kan
basincinin, glukozun optimum diizeylerde tutulmasi, yasam tarzinin yeniden
diizenlenmesi ve sigaranin birakilmasi gerekmektedir (King ve ark., 2005).

Mikrovaskuler komplikasyonlar
Retinopati

Diyabetik retinopati, kapiller damarlarin hasarlanmast sonucu retinanin
beslenmesinin azalmasi ile ortaya ¢ikmaktadir (American Diabetes Association,
2002a). ileriki yaslarda goriilen korliigin onde gelen nedenlerinden biridir
(Gargiulo ve ark., 2004). Retinada 6dem ve kanama gibi bir dizi degisiklikler
olugmaktadir. Diyabetik retinopatinin tedavisinde ilag tedavisi ve cerrahi tedavi
olmak iizere iki yontem iizerinde durulmaktadir. Bilinen en 6nemli 6nlem yeterli
diyabet kontroliiniin saglanmasidir (King ve ark., 2005).

Nefropati

Diyabetik nefropati, bobrek yetmezligi ve kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan
artan risk olusturan bir komplikasyondur (Bhatia ve ark., 2003). Diyabetik
nefropatinin ortaya ¢ikisinda 1rk, cinsiyet ve hastaligin baslama yasi, seyrinde ise
diyabet kontrol diizeyi ve hipertansiyon faktorleri etkili olmaktadir (American
Diabetes Association, 2002a; Hsieh ve ark., 2009). Diyabetik nefropatinin
tedavisi, kan glukozunun kontroliiniin saglanmasi, kan basincinin kontrol altinda
tutulmasi, diyet diizenlemesi, protein aliminin azaltilmasi, hiperlipidemi tedavisi,
son donem bobrek yetmezliginde diyaliz tedavisi veya bobrek nakli ile
gergeklestirilmektedir (American Diabetes Association, 2002b).

Noropati

Noropati, hipergliseminin etkisiyle periferik ve otonom sinir sitemindeki sinirlerin
yapt ve fonksiyonlarinda anormalliklerin gelismesi sonucu ortaya c¢ikan bir
komplikasyondur (Vinik, 2002). Hiperglisemi sonucu poliol yolagmin aktive
olmasi, glikozun otooksidasyonu, proteinlerin non-enzimatik glikasyonu [ileri
glikasyon son {iriinleri (AGE) olusumu] ve periferal sinirlerde oksidatif stres
olusturacak tiim protein kinazlarin uygunsuz aktivasyonu ile iligkili olarak
olusmaktadir. Sonucta miyelin kaybi ve aksonal dejenerasyon meydana
gelmektedir (Chakrabarti, 1999; Boulton ve ark., 2005; Siemionow ve ark., 2007).
Diyabetik noropati hasarlanan sinirlerin uyardigi organlar1 ve sistemleri de
etkilemektedir. Etkilenen sinire gére uyusukluk, karincalanma, his kaybi, diyare,
erektil disfonksiyon, idrar1 kontrol edememe, iktidarsizlik, kas zayiflig1 gibi



degisik semptomlar gézlenmektedir (Siemionow ve ark., 2007; Edwards, 2008).
Tim komplikasyonlarda oldugu gibi noropatide de diyabet kontroliiniin
saglanmasi tedavideki ilk adimdir. Noropatinin metabolik nedenleri hemen hemen
anlasilmis olmasina ragmen, bu patolojik siireci durdurmaya yonelik tedavi yan
etkileri ve etkinin yetersizligi nedeni ile smurlidir. Agrinin giderilmesi igin
trisiklik antidepresanlar, serotonin uptake inhibtorleri ve antiepileptik ilaglar
kullanilmaktadir (Wong ve ark., 2007).

Serbest Radikaller ve Diabetes Mellitus

Genel bir tamimlamaya gore SR’ler, eslesmemis elektron tasiyan iyon veya
molekiillerdir (Larson, 1997). SR’ler, dis orbitallerinde tasidiklar1 eslesmemis
elektrondan dolay1 kararsiz yapidadirlar ve oldukca reaktiflerdir. Elektron
bakimindan dengeli olmayan bu SR’ler, yeniden kararli duruma ge¢mek i¢in, yag
asitleri, proteinler ve DNA gibi 6nemli biyolojik molekiillerden hidrojen atomu
kaptiklar1 zaman, hidrojen kaybeden molekiiliin kendisinin SR haline geldigi ve
bu molekiil de komsu molekiillerden hidrojen atomlari kaptig1 i¢in zincirleme
bir reaksiyona yol agmaktadirlar (Bagchi ve Puri, 1998). SR’ler, insan viicudunda
hem normal metabolik siirecler sirasinda hem de ¢evredeki ¢esitli fiziksel etkenler
ve kimyasal olaylar nedeniyle siirekli olarak iiretilmektedirler (Sherman, 1998).
Son yillarda yapilan ¢alismalar, artmis SR’lerin ve lipid peroksidasyonun, 50’den
fazla hastaligin patojenezinde rol oynadigimi gostermektedir (Namiki, 1990).
Miyokard infarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim,
DM, romatoid artrit, kanser ve yaglanma dahil bir¢cok hastaligin oksidatif stres ile
iligkisi gosterilmistir (De-Groot ve Noll, 1986; Altan, 2006).

Yapilan calismalarda, deneysel olarak diyabet olusturulan siganlarda ve diyabetik
hastalarda SR’lerin ve lipid peroksidasyonun onemli derecede arttig1 ve oksidatif
stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (Pitkanen
ve ark., 1992). Deneysel diyabet olusturmak i¢in kullanilan STZ’nin oksidan
maddeler meydana getirerek Langerhans adaciklarini selektif olarak tahrip etmesi
sonucu diyabet gelistirdigi diistiniilmektedir (Das ve Chainy, 2001). T ve B
lenfositlerin, makrofajlar gibi inflamatuar hiicrelerin de p-hiicrelerine toksik
etkilerini SR’ler araciligtyla yaptig1 diisiiniilmektedir (Eizirik ve ark., 1996).

F,-izoprostanlar, SR’lerin katalizledigi arasidonik asit peroksidasyonunda olusan
prostaglandin benzeri lipid yapili bilesiklerdir ve oksidatif stresin Ol¢limiinde
kullanilmaktadirlar (Milne ve ark., 2008). Tip I ve Tip II DM’lilerin idrar, Tip II
DM'’lilerin plazma 6rneklerinde F>-isoprotonlarin miktarin arttigi gosterilmistir
(Gopaul ve ark., 1995; Davy ve ark., 1999). Diyabet olusturulan sigan deney
modellerinde oksidatif stres gostergesi olarak degerlendirilen 8-hidroksi
deoksiguanozin diizeylerinde de artis gézlenmistir (Ihara ve ark., 1999; Milne ve
ark., 2008). DM’li hastalardaki tiikiiriik ve kandaki antioksidan kapasitesinin
artisina dayali olarak oksidatif stresin varligi gosterilmistir. Zedelenmis glisemik
kontrol ile artmis lipid peroksidasyonu arasindaki korelasyon rapor edilmistir
(Davy ve ark., 1999). Ayrica, ferritin ve homosistein gibi prooksidan diizeylerinin
diyabetlilerde yiiksek oldugu bulunmustur (Penckofer ve ark., 2002).

Uzamis oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin,
diyabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikist ile de iligkili olabilecegi
arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (Van Dam ve ark., 1995; Shih ve ark.,
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2002; Bukan ve ark., 2003; Valko ve ark, 2007). DM uzun vadede ateroskleroz,
miyokardial infarktlis, noropati, nefropati gibi komplikasyonlarin gelismesine
neden olmaktadir. Bu komplikasyonlar kronik olarak seyreden yiiksek glukoz

diizeyine ve sonradan gelisen oksidatif strese baglanmaktadirlar (Sabu ve Kuttan,
2002).

Diyabette serbest radikal olusumuna neden olan kaynaklar

Viicuttaki c¢esitli yolaklardan SR olusumunun hipergliseminin direkt sonucu
oldugunu destekleyen ¢aligmalarin (Giugliano ve ark., 1996; Valko ve ark, 2007)
yani sira endotel ve diiz kas hiicrelerinin yiiksek konsantrasyonda glukoz igeren
ortamda inkube edildiginde de SR olusumunun basladigin1 gosteren caligmalar
mevcuttur (Rosen ve ark., 1998; Du ve ark., 1999). DM hastaliginda oksidatif
stresin artmasinin bir¢ok nedeni bulunmaktadir (Rahimi ve ark., 2005). Diyabette
oksidatif stresin artmasini saglayan mekanizmalar genel olarak non-enzimatik
glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon ve metabolik strestir (Sabu ve Kuttan,
2002).

Artmis glukoz konsantrasyonu iizerinden glikoliz ve oksidatif fosforilasyon;
metilglioksal olusumu ve glikasyon: enediol ve ketoaldehit olusumu
(glukooksidasyon): diagilgliserol olusumu ve protein kinaz C (PKC) aktivasyonu,
glukozamin olusumu ve heksoamin metabolizmasi: sorbitol metabolizmasi gibi
biyokimyasal yolaklarin SR iiretimini arttirdig1 bilinmektedir (Robertson, 2006).

Ozellikle diyabet nedeniyle olusan hiperglisemi, aldoz reduktaz (AR) ile iliskili
poliol yolagmnin akisinin, AGE olusumunun ve heksozamin yolak akisinin
artmasi, AGE reseptOr sayisinin fazla artmasi, PKC aktivasyonu ile agir1 oksidatif
stres [asir1 siiperoksit (O;") iiretimi, glikoksidasyon, glukoz otooksidasyonu ve
protein  glikasyonu] olusumunu saglayarak diyabetik komplikasyonlarin
patojenezinde 6nemli rol oynamaktadir. (Brownlee, 2001; Peyrou ve Sternberg,
2006). Bunlardan AR ile iliskili poliol yolagi ve AGE olusumu, oksidatif stresin
ozellikle g6z ve sinirlerde olusturdugu hasarin ana kaynagi olarak
degerlendirilmektedir (Jung ve ark., 2008).

Son yillarda diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin SR’ler ile olan iliskisi ile
ilgili yapilan caligmalar, diyabetteki patolojik olaylarin bir¢ogunun artmis
mitokondriyal SR {iretimi ile baglantili oldugunu gostermektedir (Brownlee, 2001,
Gren ve ark., 2004). Glukoz otooksidasyona ugradigi zaman hidroksil radikali
(OH") tiretimi artmaktadir (Johansen ve ark., 2005). Ayrica, bir gegis elementinin
varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve O,  anyonuna c¢evrilmektedir. Hiicre
ici glukoz oksidasyonu sirasinda agiga cikan nikotinamid adenin diniikleotid
hidrojen (NADH) solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile adenozin
trifosfat (ATP) {iretimi i¢in gerekli enerjiyi saglamak iizere kullanilmaktadir.
Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda O, radikali agiga g¢ikmaktadir.
Yiiksek glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla O, radikal tiretimi artmaktadir
(Altan ve ark., 2006). O,", mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimine
neden olan AGE olusumu, poliol yolagi, heksoamin yolagi, PKC gibi hasar verici
yolaklar1 aktive etmektedir (Taniyama ve Griendling, 2003).

Hiperglisemi halinde poliol yolag: lizerinden glukozun metabolizmasi artarken O,
olusumunu da artmaktadir (Johansen ve ark., 2005). Yiksek kan glikozu
diizeylerinde, AR ile katalizlenen asir1 glikozun rediiksiyonun ve sorbitol
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dehidrogenaz ile katalizlenen sorbitol oksidasyonunun, nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) havuzunun deplesyonuna ve rediikte
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) birikimine yol agarak NADPH ve NAD"™
nin tiiketiminde artisa yol agtigi rapor edilmistir. Bu dengesizlik, hiicre ve
dokularda SR iiretimini ve oksidatif stresi arttirabilmektedir (Srivastava ve ark.,
2005).

Diyabette protein oksidasyonunun da arttig1 goriillmektedir (Altan ve ark., 2006).
Proteinlerin glikasyonu protein ve seliiler fonksiyonlar1 degistirmektedir
(Johansen ve ark., 2005; Altan ve ark., 2006). Proteinler yiiksek glukoz
konsantrasyonlar ile karsilastiklarinda, glukoz bir enzimin araciligina gereksinim
duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz glikasyon reaksiyonlarina neden
olmaktadir (Gillery ve ark., 1988). Sinir miyelin proteinlerinin glikozilasyonu
noropati  gelisiminde ©6nemli rol oynamaktadir (Oztiirk ve ark., 1996b).
Glikasyona ugramis protein, molekiiler oksijene bir elektron vererek SR
olusumuna neden olmaktadir (Gillery ve ark., 1988). Glukoz ve proteinlerin
amino gruplar arasinda kendiliginden gelisen enzimatik olmayan glikasyon
reaksiyonlart yoluyla 6nce Shiff bazlari, sonrasinda daha kararli olan Amadori
trtinleri olusmaktadir. Amadori iriinlerinin olusumundan sonra ise AGE’ler
meydana gelmektedir (Dinger ve ark., 2002). AGE’ler, endotelin-1 araciliiyla
vazokonstriksiyona neden olarak endotel tabakasinin zedelenmesine yol
acmaktadirlar (Bierhaus ve ark., 1997). Hiperglisemik ortamda AGE diizeyi
yiikselmektedir (Johansen ve ark., 2005).

Reaktif oksijen ve karbonil tiirleri gibi AGE’nin; glikoksidasyon, otooksidasyon
ve oksidatif stres ile olusumu metal gecis iyonlarinin varliginda hizlanmaktadir.
Reaktif dikarbonil tiirlerini yakalayarak, ge¢is metal iyonlari ile selat olusturarak,
SR’leri siipiirerek, AGE reseptorlerini bloke ederek ve AR inhibisyonu yaparak,
AGE olugsumunun ve olusumundan kaynaklanabilecek hasari onlemenin veya
inhibe etmenin miimkiin olabilecegi diisliniilmektedir (Peyrou ve Sternberg,
2006). Antioksidan ajanlar, AR ve AGE olusumunu oOnleyebilmektedirler.
Dolayisiyla bu ajanlarin diyabetik komplikasyonlar1 énlemede etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir (Jung ve ark., 2008).

Diger 6nemli bir faktér AGE’nin, AGE reseptorleri olarak bilinen spesifik seliiler
reseptorlerle etkilesimidir (Altan ve ark., 2006). Yapilan ¢alismalar, AGE’lerin
reseptorleri araciligr ile SR iiretimini uyarmasinin yani sira, artmus SR’lerin de
hiicre i¢i AGE olusumunu arttirdigin1 goéstermektedir. Hiicre ici AGE olusumu ile
lipid peroksidasyonu arasinda siki bir iliski oldugu, lipid peroksidasyonunun
onlenmesi ile AGE olusumunun da Onlendigi bildirilmistir (Giardino ve ark.,
1998). AGE ve SR’lerin, PKC’yi aktive ettigi gosterilmistir. Aktive olan
PKC’nin, vaskiiler kan akimini, damar gecirgenligini, hiicre dis1 matriks
bilesenlerini ve hiicre biiylimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin
patojenezinde rol aldigi 6ne siiriilmektedir (Koya ve King, 1998).

Nitrik oksit sentaz (NOS), NAPDH oksidaz ve ksantin oksidaz yolaklar1 ise SR
olusumuna neden olan diger kaynaklardir. Biitiin NOS formlarinin kofaktorleri
vardir. Eger nitrik oksit (NO) sentezi i¢in substrat olan L-arjinin veya
kofaktorlerden biri eksik ise NO yerine O, iiretilmektedir (Guzik ve ark., 2000).
Yapilan bir calismada diyabetli hastalarin damar 6rnegindeki O, diizeyine, Oy
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kaynagi olan NOS, NAPDH oksidaz, ksantin oksidaz ve miyokondriyal elektron
transportu inhibitorleri kullanilarak bakilmistir. Bu ¢alismanin  sonucunda
NAPDH oksidaz’in O, iiretiminde daha etkin rol oynadig1 goriilmiistiir (Guzik ve
ark., 2002).

NO vaskiiler diiz kas hiicrelerinde guanilat siklaz1 etkileyerek endotele bagimli
gevsemeyi diizenlemektedir. Ayrica antiproliferatif 6zellige sahip olmakla birlikte
vaskiiler kasa platelet ve 10kosit adezyonunu Onlemektedir. Fakat kolayca O,
anyonu ile etkilesip peroksinitrit (ONOO")’ya doniismekte ve zincirleme gelisen
tehlikeli olaylar1 baslatmaktadir. ONOQO" lipid peroksidasyonuna neden oldugu
gibi proteinlerin nitrasyonuna neden olarak biyomolekiillerin fonksiyonunu
degistirmektedir (Turko ve ark., 2001).

Hipergliseminin yani sira hipertrigliserideminin de diyabetin komplikasyonlari
icin bir risk olusturdugu diisiiniilmektedir (Januszewski ve ark., 2003). Diyabetik
olgularda plazma lipoproteinlerinde, eritrosit membran lipitlerinde ve cesitli
dokularda lipid peroksidasyonunun arttigi yapilan calismalar sonucunda
gorlilmiistiir. Lipid peroksidasyonu, hem yaygin vaskiiler inflamasyon sonucu
aktiflesen lipooksijenaz yolu ile prostoglandinlerden, hem de SR’ler ve gecis
metallerinin etkisi ile endotelyal ve fagositik hiicrelerin membranlarinda bulunan
lipidlerden, nonenzimatik yolla olugsmaktadir. Daha sonra her iki yola ait
tiriinlerin, karsilikli olarak birbirlerini aktive ederek, lipid peroksidasyonunu
artirdiklar1 bildirilmistir. Vaskiiler komplikasyonlarin gelismis oldugu DM’lilerde,
hiperglisemiye bagl olarak hem LDL’nin oksidasyonunda hem de nonenzimatik
glikasyonunda artis oldugunu goriilmektedir (Dean ve ark., 1997; Das ve Chainy,
2001). Membran lipidlerinin SR aracilikli peroksidasyonu biyolojik membranlarin
akiskanligini  ve yapisim1  degistirmektedir ve dolayisiyla fonksiyonunu
etkilemektedir (Penckofer ve ark., 2002).

Serbest radikallerin diabetes mellitus komplikasyonlarina etkisi

Diyabetik hastalar oksidatif strese maruz kalmakta ve arastirmalardan elde edilen
veriler SR’lerin anormal iiretiminin diyabetteki vaskiiler disfonksiyonlarin ana
etkenlerinden biri oldugunu gostermektedir (Zbidi ve ark., 2009). Diyabette
ateroskleroza aracilik eden potansiyel mekanizmalardan biri oksidatif strestir
(Rahimi ve ark., 2005). Diyabet durumunda LDL’nin oksidizabilitesinin artig1
yapilan son g¢aligmalar ile gosterilmistir. Oksitlenmis ve glikozillenmis LDL ile
glikooksidasyona ugramis LDL’ye karsi antikorlarin artmis konsantrasyonu
oksidatif stresin arttigi Tip II DM’de rapor edilmistir. Kanitlar okside LDL’nin
proaterojenik roliinii ve in vivo kosullarda varligin1 desteklemektedir (Jialal ve
ark., 2002). Oksidatif stres diisiik yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonuna
neden olarak aterojeneze katkida bulunmaktadir (Rahimi ve ark., 2005). LDL’nin
oksidasyonu sonucu olusan okside LDL, LDL reseptorleri tarafindan
taninmamaktadir. Fakat bu durum diizensiz kolestrol birikimi ile sonuclanarak
makrofajlarin siipiiriicli reseptorleri tarafindan taninarak kopiik hiicre olusumuna
ve aterosklerotik plak olusumuna neden olmaktadir. Endotel hiicrelerinde hidrojen
peroksit (H,O,) apoptoza ve patolojik anjiyojeneze aracilik etmektedir (Jialal ve
ark., 2002).

Son yapilan c¢alismalar SR’lerin, nefropati gelisiminde rol sahibi olabilecegini
isaret etmektedir. Yiiksek glukoz direkt olarak mezenkimal hiicreleri tarafindan
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hidrojen peroksit {iretimini ve glomeruler mesensiyal hiicrelerin lipid
peroksidasyonunu artirmaktadir. PKC, mitojen aktive edici protein kinaz ve
sitokin olusumu gibi hiperglisemi aracilikli ikincil mediyatorlerin aktivasyonu
oksidatif stres nedenli renal zedelenmeden sorumlu tutulmaktadir (Anjaneyulu ve
Chopra, 2004). Hipergliseminin noronal dejenerasyona neden oldugu
mekanizmalardan biri oksidatif stresin artisidir (Saini ve ark., 2007). Ayrica
yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolaginda sorbitol iiretilmesine neden
olmaktadir. Bu yolaktaki AR enzim aktivitesi i¢in NADPH kullanildigindan hiicre
ici NADPH tiiketilmektedir. Okside glutatyonun rediikte forma g¢evrilebilmesi ve
NO sentezi i¢gin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolaginin aktif olmasi
nedeniyle NADPH 1n tiiketilmesi hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi
anlammna gelmektedir (Guzik ve ark., 2002). Rediikte glutatyonun ve
vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin azalmasi diyabetin vaskiiler
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisinda rol oynamaktadir (Das ve Chainy, 2001).
Vazodilator mediyatorlerin  kaybt endonéronal kan akimmin azalmasina
dolayistyla endondronal hipoksi veya iskemiye yol agmaktadir. Bu olayin
sonucunda ndronal hiicre ve Schwann hiicrelerinde hasar meydana gelmektedir
(Cameron ve Cotter, 1995). Glukozun sorbitol yolag: ile fruktoza ve sorbitola
cevrilmesinin diger bir sonucu olarak da hiicrede miyoinozitol diizeylerinde
azalma ve bunun sonucunda Na"K'-ATPaz enzim aktivitesinde diisme oldugu
gozlenmigtir ki bu enzim aktivitesi sinir iletim hizi i¢in 6nem tasimaktadir
(Uehara ve ark., 1997). Sorbitolun kendisi bir doku toksini gibi hareket
etmektedir. Bu nedenle retinopati, noropati, katarakt, nefropati ve kalp hastaligi
patojenezinde rolil oldugu diisiiniilmektedir (Nakano ve ark., 2003).

Diyabetik retinopatide kapillerlerin nasil zedelendigi net degildir fakat apoptoz
disiiniilen olast mekanizmalardan biridir. NF-xB (niikleer faktor-kB) nin
aktivasyonunun endotel hiicrelerde yiiksek glukozun uyardigi apoptozun anahtar
sinyal yolagi oldugu diisiiniilmektedir. Aktive olmus NF-kB niikleer DNA’ya
baglanir ve c¢esitli genlerin ekpresyonunu modiile eder ve bu zincirleme
amplifikasyon olaylar1 hiicre 6liimiine neden olan SR iiretimine neden olur
(Kowluru ve ark., 2003). Diyabetik katarakt poliol birikimi ve lens lifleri ile
epitelyumun glikozillenmesiyle olusur (Chung ve ark., 2005).

DM’in erektil disfonksiyon i¢in kritik olan periferal doku uyarimi ve kasilmasi
lizerine patolojik etkileri vardir. Kavernéz doku iizerindeki oksidatif stresin
diyabetlilerde  erektil  disfonksiyonun olugsmasimna katkida  bulundugu
diisiiniilmektedir (Ryu ve ark., 2005).

Ozellikle AR-poliol yolagi, AGE olusumu ve oksidatif stres baz alinarak
komplikasyonlardan korunma ve tedavi i¢in dncii ajanlar olarak AR inhibitorleri,
AGE inhibitorleri ve antioksidanlar kesfedilmektedir (Jung ve ark., 2008).

Antioksidanlar ve Diabetes Mellitus

Antioksidanlar ¢esitli mekanizmalarla SR ile etkilesen ve bunlarin zararli
etkilerini 6nleyen maddelerdir. Bunu SR’leri biyolojik hedeflerle etkilesmeden
once parcalayarak, zincir reaksiyonlar1 onleyerek, oksijenin daha reaktif bilesige
doniigmesini  Onleyerek veya oksidanlardan &tiirii olusan hasar1 azaltarak
yapmaktadirlar (Venkat-Ratnam ve ark., 2006).
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Son yillarda antioksidanlar ¢esitli hastaliklarda tasidiklar1 potansiyel profilaktik ve
terapotik Ozellikler nedeniyle Onem kazanmiglardir. SR’lerin kanser, DM,
kardiyovaskuler hastaliklar, otoimmun hastaliklar, norodejeneratif rahatsizliklar
ve yaglanma gibi durumlarda rollerinin kesfi tedavide yeni bir model
olusturmustur (Sies, 1997).

Diyabette oksidatif stres antioksidan diizeyinin azalmasi ile beraber
gozlenmektedir (Johansen ve ark., 2005). Bir c¢alismada Tip I diyabetli bir
hastanin plazmasinin total antioksidan kapasitesinin saglikli kisininkinden % 16
daha diisiik oldugu hesaplanmistir (Vessby ve ark., 2002). STZ ile olusturulmus
diyabetli siganlarin bdbreklerinde katalaz, siiperoksit dismutaz enzimlerinin
(SOD) aktivitelerinin azaldigi rapor edilmistir (Kedziora-Kornatowska ve ark.,
2000). Diyabetlilerde en fazla askorbat, glutatyon ve SOD diizeylerinin azaldig1
gozlenmistir. Indirgenmis glutatyonun diisiik konsantrasyonlar1 diyabetik ndtrofil
ve monositlerde gosterilmistir (Jialal ve ark., 2002). Azalan antioksidan
aktivitenin yerine konmast ve artan SR olusumuna karsi antioksidan takviyesi
diyabette olusan oksidatif stresi azaltabilmekte ve dolayisiyla uzun donem
komplikasyonlar1 azaltmasi da 6ngdriilebilmektedir (Johansen ve ark., 2005).

Diyabet kontrol ve komplikasyon vakalarinin incelenmesi, siki kan glukoz
kontroliiniin  klinik komplikasyonlart anlamli derecede azaltmada etkili
olabilecegini fakat optimal kontroliin bile komplikasyonlar1 6nlemeyecegini ve
alternatif tedavi stratejilerinin gerekliligini gostermistir (Johansen ve ark., 2005).
Cesitli calismalarda, 6zellikle hiperglisemi aracilikli olarak olusan SR’lerin neden
oldugu oksidatif stresin diyabet ve komplikasyonlarinin gelisme ve ilerlemesine
katkida bulundugu gosterilmesinden bu yana antioksidanlarla tedavinin diyabetik
komplikasyonlar1 diizeltmek icin etkili bir strateji olabilecegi goriilmektedir
(Giugliano ve ark.,1996; Ceriello, 2003; Ceriello ve Motz, 2004).

Antioksidanlarin diyabet ve diyabetik komplikasyonlardan bazilarinin gelisim
riskini azalttig1 gosterilmistir (Baynes, 1991; Giugliano ve ark., 1995; Thompson
ve Godin, 1995; Montonen ve ark., 2004). Diyabete egilimi olan popiilasyonlarda
antioksidan kullanarak preklinik donemde diyabeti kontrol altina almak ve
dalgalanan glukoz diizeyi ile olusan diyabetik komplikasyonlarin olusumunu
azaltmak miimkiin olmustur (McCune ve Johns, 2007).

Antioksidanlar diyabette kemoprotektif rol oynayabilmektedirler (Sabu ve Kuttan,
2002). Vitamin C ve E ‘nin deneysel diyabette oksidatif stresi diislirdiigii
gosterilmigtir (Madhu ve Devi, 2000). Ayrica, Vitamin C takviyesinin diyabetik
hastalarda glikozillenmis hemoglobini diislirdiigli de gosterilmistir (Davie ve ark.,
1992). Melatonin tedavisi STZ diyabetik si¢anlarin renal dokusundaki lipid
peroksidaysonunu indirgemis ve diyabetik ndropatinin tedavisinde etkili sonuglar
gostermigtir (Maritim ve ark., 1999; Cam ve ark., 2003). Tip II diyabetik
hastalarda ve diyabet olusturulmus hayvanlarda lipoik asit tedavisi néronal kan
akisini, noron i¢ine glukoz alimini, metabolizmasini ve sinir iletimini diizeltmigtir
(Kowluru ve ark., 2003). Fenolik benzeri bir madde olan kafeik asit fenetil esterin
STZ diyabetik si¢anlara uygulanmasinin, kardiyak dokuda malondialdehid
diizeyini azalttig1 bildirilmistir (Okutan ve ark., 2005).

Genellikle kan glukoz diizeyini normal sinirlarda tutmak i¢in insiilin veya oral
hipoglisemik ya da antihiperglisemik ilaglar kullanilmaktadir (Sriplang ve ark.,
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2007). Fakat yiiksek antioksidan igeren bitkilerin DM gibi gelisiminde SR’lerin
etkisinin diisliniildiigii hastaliklarda 6nemli rol oynayabilcegi diisiiniilmektedir.
DM ve komplikasyonlari {izerine yapilan ¢alismalarda bazi bitkilerle iyi sonuglar
almmistir (Rahimi ve ark., 2005). Yapilan calismalar bitkilerin antioksidan
Ozellige sahip bilesikler icerdigini gostermektedir (Anjali and Manoj, 1995;
Rahimi ve ark., 2005). Pekg¢ok tayin yonteminde, tokoferoller, flavonoidler,
kumarinler, antosiyaninler, fenolik asitler gibi bitkiler aleminde yaygin olarak
bulunan pekgok polifenolik bilesik antioksidan aktivite gostermektedirler (Shahidi
ve Naczk, 1995; Larkins ve Wynn, 2004). Cesitli fenolik bilesiklerin ve bunlari
iceren bitkilerin antidiyabetik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Peungvicha
ve ark., 1998a; Hsu ve ark., 2000; Andrade-Cetto ve Wiedenfeld, 2001; Lee ve
ark., 2005; Mukherjee ve ark.,2006; Aslan ve ark., 2007).

Helichrysum plicatum bitkisinin kapitulumunun sulu ve etanollii ekstresinin
STZ’1li siganlarda anlamli olarak antioksidan ve antihiperglisemik aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Aslan ve ark., 2007).

Enicostemma littorale bitkisi ile yapilan analizlerde bu bitkinin sirinjik asit, p-
OHBA, PA, p-kumarik asit and ferulik asit i¢erdigi bulunmustur (Daniel ve
Sabnis, 1978). Bu bitki hindistanda halk arasinda DM tedavisi igin
kullanilmaktadir. Ayrica yapilan deneysel ¢aligmalar ile aglik ve tokluk kan
sekerini, serum glukoz ve lipid diizeyini diisiirdiigii gosterilmis ve diyabetin uzun
donem komplikasyonlarin1 Onleyebilecegi diisiiniilmektedir (Murali ve ark.,
2002).

Olea europaea (Zeytin) Akdeniz iilkelerinin 6nemli bir meyve agacidir ve
meyvelerinden elde edilen yaginin sagliga faydali oldugu tiim diinyaca kabul
edilmektedir. Saglikli etkileri igcermis oldugu fenolik bilesiklerin antioksidan
ozelliginden kaynaklanmaktadir ve farmakolojik etkileri yapilan calismalarla
rapor edilmistir (Tuck ve Hayball, 2002).

Vaccinium angustifolium, diyabet tedavisinde kullanilan tibbi bir bitkidir ve bol
miktarda klorojenik asit ve GA icermektedir (Vuong ve ark., 2007). Icerdigi
fenolik metabolitlerin AGE inhibisyonu yaptig1 bilinmektedir (McIntyre ve ark.,
2009).

Nelumbo nucifera’nin yaprak, ¢igek ve rizomlar1 Cin ve Hindistanda halk arasinda
kullanilan bir bitkidir. Cesitli biyolojik ve farmakolojik c¢aligmalarla da
antioksidan, karaciger koruyucu, antiobezite, antidiyabetik etkinligi gosterilmistir
(Mukherjee ve ark., 1995; Cho ve ark., 2003; Sohn ve ark., 2003; Ono ve ark.,
2006). N. nucifera bitkisinin yaprak ekstresinin antioksidan &zelligi ve AGE
olusumunu inhibe ettigi gozlenmistir (Jung ve ark., 2008). Bu etkinligin igerdigi
polifenolik bilesiklerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda bitkiden tiiretilen fenolik bilesiklerin antioksidan ve antiglikasyon
etkileri gosterilmistir (Nakagawa ve ark., 2002; Matsuda ve ark., 2003).

Fenolik bilesik igerdigi bilinen Caralluma sinaica isimli bitkiden elde edilen
ekstrenin antidiyabetik etkinligi oral glukoz tolerans testi ile STZ ile olusturulmus
diyabet modellerinde ¢alisilmis ve diyabet-kontrol hayvanlarina goére plazma
glukoz diizeyi diisiik bulunmustur. Calisma sonuglar1 bu bitki ekstresinin
diyabetin kontroliinde faydali olabilecegini gdstermistir (Habibuddin ve ark.,
2008).
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Piring kepegi (Rice bran) basta ferulik asit olmak {iizere cesitli fenolik asitler
icermektedir. Bu bitkinin fenolik asit igeren fraksiyonu ile fenolik asitlerin
hipoglisemik etkinligi C57BL/KsJ db/db sicanlarda calisilmistir. Her ikisinin de
kan glukoz konsantrasyonunu diisiirdiigii ve plazma insiilin diizeyini arttirdigi
gozlenmistir. Plazma total kolesterol ve LDL-kolesterol konsantrasyonlarini ise
azaltmistir. Bu bulgulardan hareketle Tip II DM’de kan glukoz diizeyini ve
karacigerde glikojen iiretimini diizenlemek ig¢in faydali olabilecegi bildirilmigtir
(Jung ve ark., 2007).

Orthosiphon stamineus bitkisi DM, hipertansiyon, romatizma gibi ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilan tibbi bir bitkidir. Makrofaj benzeri hiicrelerde
NO iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu bitkinin major bilesenlerinin
flavonoid, kafeik asit tiirevi ve GA gibi fenolik bilesikler oldugu gosterilmistir
(Tezuka ve ark., 2000; Olah ve ark., 2003). Yapilan bir ¢alismada bu bitkinin
ekstresinin plazma glukoz diizeyini normal ve diyabetik sicanlarda diisiirdiigii
rapor edilmistir. Ayrica glukozun uyardigi insiilin sekresyonunu potansiyelize
etmistir. Hipergliseminin kontroliinden igerdigi fenolik bilesiklerin sorumlu
olabilecegi diisiiniilmektedir. Hipertrigliseridemi ve hiperkolestrolemi diyabette
gbzlenen en yaygin lipid anormallikleridir (Khan ve ark., 1995; Mitra ve ark.,
1995). Hipertrigliseridemi de insiilin direnci, glukoz intoleransi ve
hiperinsiilineminin metabolik bir sonucudur (Gingsberg, 1994). STZ ile
olusturulmus diyabette plazma kolestrol ve trigliserid konsantrasyonu artmakta ve
bu artis mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimine katkida
bulunmaktadir (Sachdewa ve Khemani, 2003). Bu bitki ekstresinin diyabette
plazma kolestrol ve trigliserid konsantrasyonu diisiirdiigii de gosterilmistir. Bu
bulgular sonucu O. stamineus ektresinin DM kontroliinde yararli olabilecegi
diistiniilmistiir (Sriplang ve ark., 2007).

Yapilan incelemelerde Eleucine coracana bitkisinden elde edilen Finger millet
drogunun igerdigi ferulik (% 32.8), p-OH benzoik (% 17.9), protokatesik (%
15.3), gallik (% 12.6), p-kumarik (% 4.4), sirinjik (% 4.0), vanilik (% 3.8), trans-
sinnamik (% 3.6) asitlerin ve kersetinin (% 5.6) antioksidan aktivitesi oldugu
bilinmektedir. Finger millet’in diizenli tiiketiminin DM ve gastrointestinal sistem
hastalik riskini azalttigi bilinmekte ve bu etkileri icermis oldugu polifenolik
bilesiklere baglanmaktadir (Chethan ve ark., 2008).

Gymnema montanum’un diyabetli sicanlarda lipid peroksidasyonu sirasinda
kirmizi kan hiicreleri lizerinde koryucu etkilerine bakilmistir. Hazirlanan ekstre
uygulandiginda diyabetli siganlarda kan glukoz diizeyini diyabet olmayanlara gore
daha fazla oranda diisiirdiigii ve plazma insiilin diizeyini arttirdig1 gozlenmistir.
Ekstre ile tedavi edilmis hayvanlardan elde edilen eritrositlerin H,O, ile
indiiklenen peroksidasyona tedavi olmayanlardan daha direngli oldugu
gosterilmistir. Ekstrenin kimyasal karakterizasyonu yapildigi zaman, GA (%
5.29), resveratrol (% 2.2) ve kersetin (% 16.6) igerdigi bulunmustur. Calismanin
sonucuna gore G. montanum’un DM ile iligkili oksidatif stresten korunmada ve
hastaligin kontroliinde faydali olabililecegi diistiniilmektedir (Ramkumar ve ark.,
2008).

Punica granatum (Nar) suyunun, ¢i¢eklerinin ve tomurcuklarinin halk arasinda
hipoglisemik etkisi oldugu diisliniilmektedir. Yapilan arastirmalar nar cicek ve
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suyunun peroksizom proliferatdr aktivasyonlu reseptér-gamma’y1 baglama ve NO
tiretimi lizerinden diyabetik hasarlar1 Onleyebilecegini desteklemektedir. Narin
antidiyabetik etkinligi ile iliskili bilesikler, icermis oldugu oleanolik, ursolik ve
GA’dir. Nar fraksiyonlar1 ve aktif bilesenleri gelecek caligsmalar i¢in diyabet ve
diyabetin patolojik sonuglar1 agisindan giivenli ve etkili medikal tedaviler kadar
degerli goriinmektedir (Katz ve ark., 2007).

Eucommia ulmoides oliv. isimli bitkinin yapraklarinin, STZ diyabetik sicanlara
uygulanmast C peptid ve insiilin diizeylerini arttirarak kan glukozunu
diistirmektedir. E. ulmoides oliv. yapraklariin PA, klorojenik asit gibi fenolik
asitler ve kersetin gibi flavonoidler igerdigi bilinmektedir (Lee ve ark., 2005).

Pandanus odorus kokiiniin bileseni olan p-OHBA’in STZ’li siganlarda
hipoglisemik etkinligi ¢alisilmigtir. p-OHBA’in oral kullanimi1 serum insiilin
diizeyini ve karaciger glikojen tiiketimini etkilememis fakat periferal glukoz
tilketimini arttirarak plazma glukoz diizeyini doza bagimli olarak diigiirmiistiir
(Peungvicha ve ark., 1998a; b).

Origanum vulgare (Kekik) dogal fenolik antioksidanlarca zengin bir kaynaktir.
Uzun zamandir gida korumasinda ve geleneksel olarak diyabet gibi oksidasyon ile
iligkili hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Kekik ekstresinin antidiyabetik
etki mekanizmalarindan onemli bir tanesi, fenolik iceriginden kaynaklanan
antioksidan 6zelliginin yaninda hiperglisemi ile miicadeleye yardime1 olan amilaz
inhibisyonudur. Yapilan analiz ile rosmarinik asit, PA, kersetin ve p-kumarik asit
icerdigi gosterilen ektresinin in vitro ortamda pankreatik amilaz’t icerdigi bu
antioksidan 6zellikli maddeler araciligi ile inhibe ettigi gdsterilmistir. Bulgular, bu
bitkinin antihiperglisemik ajan olarak yeni ve potansiyel bir etkinligi oldugunu
desteklemektedir (McCue ve ark., 2004).

Lamiaceae familyasindan klonlama ile elde edilen yedi bitki tiirli o-amilaz
inhibisyonu, alfa-glukozidaz ve anjiyotensin doniistiiriici enzim inhibisyonu
aktiviteleri agisindan degerlendirilmis ve a-glukozidaz aktivite, secilmis spesifik
fenoliklerle karsilastirilmistir. Secilen fenoliklerden PA giiclii a-glukozidaz
aktivite gostermistir (Kwon ve ark., 2006).

Metilglioksal glikasyon siirecinde iiretilen reaktif dikarbonil bilesiktir ve diyabetik
modellere ait doku ve kan d6rneklerinde diizeyi yliksek bulunmaktadir. Biyolojik
glikasyon ndropati gelisiminde rol oynamaktadir. Artan kanitlar, apopotosisi
takiben noronal hiicre donglisiiniiniin diizenlenmesindeki yetmezligin diyabetik
noropati gelisimininde 6nemli bir mekanizma oldugunu gostermektedir. Neuro-
2A hiicrelerinin fenolik asitlerle tedavisinin yapildig1 bir calismada metillglioksal
ile baglatilan hiicre apoptozunu 6nemli derecede baskilamasi, fenolik asitlerin
diyabetik noropati komplikasyonunu Onlemede sitoprotektif etkinlige sahip
olabilecegini akla getirmektedir (Huang ve ark., 2008).

Fenolik asitler ve antioksidan aktiviteleri

Fenolik bilesikler antioksidan aktivite kapasitelerinden ve saglik {izerine
gosterdigi yararli etkilerinden dolay1 son yillarda dikkat ¢eken bir konu haline
gelmistir (Wollgast ve Anklam, 2000).

Fenolik bilesikler 2 gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar flavonoidler ve fenolik
asitlerdir (Ho, 1991). Bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan fenolik asitler
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bitkilerdeki sekonder metabolitlerdir. Bu tip bilesiklerin gidalarda bulunmasi
besinlerin stabilitesini, rengini, kokusunu, besin degerini ve kalitesini belirgin
olarak etkilemektedir (Robbins, 2003). Bitkiler aleminin pek¢ok {iiyesinin
kimyasal yapisinda bulunan ve antioksidan aktiviteden sorumlu fenolik asitler
yapilarinda bulunan -OH ve metoksil gruplarinin sayist ve konumuna gore
benzoik ve sinnamik asit tiirevleri olmak iizere basitge iki sinifa ayrilmislardir
(Ho, 1991; Fuhrman ve Aviram,2002). p-OHBA, prokatesik asit, vanilik asit, GA,
salisilik asit, sirinjik asit ve ellajik asit hidroksibenzoik; kafeik asit, o-kumarik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit, klorojenik asit ve tr-sinnamik asit
hidroksisinnamik asit tiirevleridir (Lodovici ve ark., 2001; Minussi ve ark., 2003).

Fenolik asitler antioksidan aktivitelerini, hidrojen atomlarini vererek OH’, singlet
oksijen, peroksil, ONOO" radikallerini siipiirerek veya gecis metalleriyle selat
olusturarak gergeklestirmektedirler (Lodovici ve ark., 2001; Sroka ve Cisowski,
2003; Javanmardi ve ark., 2003; Sousa ve ark., 2004).

Fenolik asitlerin lipid peroksidasyonunu onledigi gosterilmistir. Direkt olarak
LDL oksidasyonunu ve agregasyonunu inhibe etmektedirler. Ayrica arteriyel
duvarda birikip arteriyal makrofajlarda NADPH oksidazin aktivasyonunu inhibe
ederek makrofaj lipid peroksidasyonunun da Oniine ge¢gmektedirler (Hughes ve
ark., 1991; Vieira ve ark., 1998).

Fenolik asitlerin antioksidan etkileri yapilariyla ilgilidir (Tapiero ve ark., 2002).
Etki aromatik halkada tagidiklar1 -OH gruplarinin sayisina, baglanma yerine ve
karsilikli pozisyonlarina baghdir (Peyrat-Maillard ve ark., 2000; Marinova ve
Yanishlieva, 2003; Sroka ve Cisowski, 2003).

Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, GA, salisilik asit, p-OHBA, prokatesik
asit ve vanilik asit’ in B-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan ve 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali {izerinden radikal siipiiriicii aktiviteleri
test edilmis, -OH grubunun sayisinin artmasiyla etkinin arttifi gozlenmistir
(Peyrat-Maillard ve ark., 2000; Fukumoto ve Mazza, 2000). Ayrica -OH
gruplarinin birbirine orfo-pozisyonundan bagli olmasi etki agisindan avantaj
olarak goriilmektedir (Sroka ve Cisowski, 2003).

Bu calismada, fenolik asitlerden tek —OH grubu iceren p-OHBA, iki —OH grubu
iceren PA ve lic —OH grubu iceren GA kullanilmis ve bu fenolik asitlerin DM ve
DM ile gelisen diiz kas komplikasyonlar iizerine olast etkileri arastirilmstir.

p-OH benzoik asit
COOH

OH
Sekil 1. p-OH Benzoik Asitin Kimyasal Yapisi

Kimyasal olarak 4-hidroksi benzoik asit seklinde isimlendirilmektedir. Eucalyptus
globulus’da (Gonzalez ve ark., 2004), Satsuma mandalina (Citrus unshiu Marc.)
(Ma ve ark.2008) ve Daucus Corata’da (Sircar ve ark.,2007) bulunmaktadir.
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Protokatesik asit
COOH

OH
OH

Sekil 2. Protokatesik Asitin Kimyasal Yapisi

Kimyasal olarak 3,4-dihidroksi benzoik asit seklinde isimlendirilmektedir. Soya
fasulyesi (Moran ve ark., 1997) ve kekikte (Skerget ve ark., 2005) bulunmaktadir.
Lipid peroksidasyonunu gii¢clii bir sekilde inhibe ettigi fakat DPPH radikali
stiptiriicii etkisinin zay1f oldugu gosterilmistir (Sroka ve Cisowski, 2003).

Gallik asit
COOH

HO OH
OH

Sekil 3. Gallik Asitin Kimyasal Yapisi

Kimyasal olarak 3.,4,5-trihidroksi benzoik asit seklinde isimlendirilmektedir. Cok
giiclii bir antioksidandir. DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayiniyle fenolik asitler
arasinda en giiclii etki GA’da gozlenmistir (Sroka ve Cisowski, 2003). Cilek,
tiziim (Fuhrman ve Aviram, 2002), soya fasulyesi (Moran ve ark., 1997) gibi bitki
ve agaglarda olduk¢a yaygin olarak bulunmaktadir. En 6nemli GA kaynag yesil
caydir (Lodovici ve ark., 2001).

Diiz Kaslar ve Diabetes Mellitus

Diiz kaslar; kan damarlari, gastrointestinal sistem, uterus ve mesane gibi
bosluktaki i¢ organlarin kasilmasindan sorumlu olan kas tipidir (Noyan, 2000).
Kasilmalari, parasempatik ve/veya sempatik sinir ucundan salinan asetilkolin
(ACh) ve/veya noradrenalin gibi ndrotransmitterler ile gerceklesmektedir.
Mekanik ve elektrofizyolojik 6zelliklerine bagl olarak ¢ok birimli ve tek birimli
olmak iizere 2’ye ayrilmaktadirlar (Kayaalp, 1993; Guyton ve Hall, 2000). Cok
birimli diiz kaslar birbirinden bagimsiz kasilabilen hiicrelerden olugsmaktadirlar.
Cok birimli diiz kaslarin kas hiicreleri arasinda diisiik direngli bolgeler olmadigi
icin tek bir diiz kas hiicresi kendi bagina ve ancak sinir yoluyla uyarildigi zaman
kasilmaktadir (Kayaalp, 1993; Noyan, 2000). Iris ve biiyiik arterlerde bulunan diiz
kaslar ¢ok birimli diiz kaslara ornektir. Tek birimli diiz kaslar ise bagirsak ve
uterus gibi i¢ organlarda bulunmuktadir ve tek bir birim gibi birlikte kasilan ¢ok
sayida kas hiicresinden olusmaktadirlar. Tek birimli diiz kaslarin kas hiicreleri
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arasinda ¢ok birimlilerden farkli olarak iki hiicre zarmin birbirine yapistigi
noktalarda baglantilar bulunmaktadir (Ganong, 1995). Bu baglantilar
metabolitlerin ve iyonlarin hiicreler arasi gegisine neden olmakta ve aksiyon
potansiyelinin yayilmasimi saglamaktadir (Guyton ve Hall, 2000). Bu tip diiz
kaslar mekanik uyarana kars1i duyarhidirlar. Membranlar gerildigi zaman
membran depolarize olmakta ve kasilma olugsmaktadir (Noyan, 2000).

Diiz kaslarda kasilmay1 aktin ve miyozin II filamentleri saglamakta ve kasilma
esnasinda bol miktarda glukoza ihtiya¢ duyulmaktadir. Kas kasilmasi lifin sinirsel
veya hormonal uyarimi, lifin gerilmesi veya kimyasal degisikler sonucu hiicre
icindeki Ca"™ miktarinin artis1 ile baslamaktadir. Diiz kaslar bol miktarda
kalmodulin denen diizenleyici bir protein icermektedir. Kalmodulin 4 Ca™" iyonu
ile kompleks olusturmakta ve miyozin fosfat ¢apraz kopriilerini aktive ederek
kasilmanin baglamasina aracilik etmektedir. Kasilma ve gevseme sirasiyla su
sekilde gergeklesmektedir.

1. Kasilmadan sorumlu norotransmitter reseptorlerine baglanir.

2. Cesitli mekanizmalar sonucu hiicre ici Ca” miktarinda artma gerceklesir.
3. Kalmoduline bagimli miyozin hafif zincir kinazin aktivasyonu gergeklesir.
4. Miyozinler fosforilasyona ugrar.

5. Miyozin aktine baglanir ve miyozin ATPaz aktivitesinde artma meydana
gelir.

6. Kasilma gerceklesir.

Kas kasilmasi i¢in gereken enerji ATP’den saglanmakta ve ATP’nin hidrolizi
miyozin baslarinda bulunan ATPaz aktivitesi ile gerceklesmektedir (Ganong,
1995).

Bir¢ok diiz kas dokusunda eksitasyon ve inhibisyon adrenerjik, kolinerjik, non-
adrenerjik ve non-kolinerjik periferik sinirlerin aktivasyonu ile ger¢eklesmektedir
(Guyton ve Hall, 2000). Uyarillan sinirlerden sinaptik aralia bosalan
ndroransmitterler post sinaptik hiicreyi eskite veya inhibe etmektedirler. Otonom
sinir sisteminin diiz kas kasilma ve gevsemesinde son derece 6nemli yeri olan
temel norotransmitterleri ACh ve noradrenalindir. ACh postgangliyonik
parasempatik noronlarin u¢larindan néroefektor kavsaga salinarak kavsak sonrasi
membraninda bulunan muskarinik reseptorleri uyararak etkilerini gostermektedir.
1980 yilindan bu yana yapilan genetik klonlama ve radyoligand baglanma
calismalar1 ile muskarinik reseptorlerin M;, M, M3, My ve Ms olmak lizere 5
farklr altipi bulundugu ortaya konmustur (Oktay, 2000).

M, reseptorler esas olarak noronal dokularda, M, reseptorler kalpte, M;
reseptorler diiz kaslarda ve My’ler beyin ile bazi diiz kash yapilarda
bulunmaktadir (Oktay, 2000).

Noradrenalin ise postgangliyonik sempatik sinir terminallerinden néroefektor
kavsaga salinarak kavsak sonrasti membraninda bulunan o- ve/veya f3-
adrenoseptorler iizerinden etki gostermektedir. a— adrenoseptorler o (oja, OB,
aic) ve o (ana, B, o) altiplerine sahipken, B—adrenerjik reseptorler B, B, ve
B; alttiplerine sahiptirler. a; reseptorler vaskiiler diiz kas, jenitoiiriner diiz kas,
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karaciger ve kalpte, o, reseptorler pankreas adaciklar1 ve trombositlerde, [3;
reseptorler kalp ve jukstaglomeriiler hiicrelerde, 3, reseptorler diiz kas ve iskelet

kaslarinda, 5 reseptorler ise yag dokusunda yogun olarak bulunmaktadir (Oktay,
2000).

Reseptorler, hormon veya bagka hiicre dis1i birinci mesajcilarin sinyallerini
cogunlukla G proteinlerini stimule veya inhibe ederek aktarmaktadirlar (Emregiil
ve Sungur, 1998). Hem muskarinik reseptorler hem de adrenerjik reseptorler G
proteinlerine kenetli reseptorler ailesinde yer almaktadir (Ganong, 1995).

Guanozin trifosfat (GTP) ve guanozin difosfat (GDP) bagladiklar1 icin G
proteinleri olarak adlandirilan bu araci proteinler, plazma membraninin ig¢
ylizeyine bagli olup ii¢ farkli birimden olusmaktadirlar. Bu altbirimler degisik
konumlarda bulunmakta ve a, B ve y olarak adlandirilmaktadirlar (Emregiil ve
Sungur, 1998). Bekleme durumunda o, B ve y alt birimleri bir kompleks
olusturmakta ve islevsel birim olan o alt birimine GDP bagli halde bulunmaktadir.
Hormon ve diger birinci habercilerin reseptorle etkilesmesi, reseptorde
konformasyon degisikligine neden olarak o alt birimine bagli GDP’nin
ayrilmasina neden olmaktadir. Hiicrede yogunlasmis olan GTP, GDP’den bosalan
baglanma bolgelerini doldurarak o alt birimini aktive etmektedir. Aktive olmus,
GTP baglanmis o alt birimi, By kompleksinden ayrilarak plazma zarinin ig
kismimna dogru, adenilat siklaz gibi bir efektor ile karsilagincaya kadar
yayilmaktadir. Birka¢ saniye sonra o alt birimi GTP’yi GDP olusturmak iizere
hidrolizleyerek inaktive olmaktadir. o alt birimi inaktiflesince efektorden
ayrilmakta ve serbest By kompleksi ile tekrar birlesmektedir (Simon ve ark., 1991;
Strader ve ark., 1994).

Hiicre zarinin i¢ tarafina bagli bazi efektorler zar iizerinde sinyal aktarimina
aracilik etmektedirler. Cogunlukla enzim olan efektorler, inaktif olan ¢ikis
maddelerini aktif hale gecirerek ikinci habercilerin olusumuna neden olmakta ve
ikinci haberciler sitoplazmaya difiizlenerek sinyali tasimaktadirlar (Linder ve
Gilman, 1992). G proteini ile kenetlenen reseptorler {izerinde olusan sinyali hiicre
icine transdiikleyen efektor makromolekiillerin bazilar1 sunlardir: 1. Adenilat
siklaz; ATP‘yi yikarak ikinci haberci olarak siklik adenozin monofosfat (sSAMP)
olusturmaktadir. 2. Fosfolipaz C: Fosfatidilinozitol 4,5 bifosfati hidrolize ederek
ikinci haberci olarak inozitol trifosfat (IP;) ve diagilgliserol (DAG)
olusturmaktadir 3. Potasyum kanallari. 4. Noronal Ca™ kanallar1 (Simon ve ark.,
1991; Baykal ve Ozet, 1996).

G proteinleri harekete gecirdikleri ikinci haberci sistemlerine gore cesitli tiplere
ayrilmaktadirlar. SAMP G; ve G proteinleri tarafindan kontrol edilmektedir.
sAMP hiicre i¢inde kendisine 6zgii bir protein kinazi aktive ederek bazi spesifik
proteinlerin  fosforilasyonuna yol a¢maktadir. Boylece bazi zincirleme
reaksiyonlarla sinyal ilerlemeye devam etmekte ve hiicresel yanit ortaya
cikmaktadir. Fosfolipaz C’nin aktivitesi G/ proteinleriyle kontrol edilmektedir.
Fosfolipaz C aktivasyonu fosfatidil inozitollerden IP; ve DAG olusumuna neden
olmaktadir. IP; endoplazmik retikulumdan Ca™"u serbestlestirmektedir. DAG ise
PKC olarak belirtilen izoenzimler ailesinin aktive edilmesi ile ikinci haberci
olarak gorev yapmaktadir. PKC, sAMP‘ye bagimli proteinkinazin bazi yapilarini
iceren birgok hiicre ici proteini fosforilize etmektedir (Baykal ve Ozet, 1996).
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M, M3 ve M;s reseptorlerinin aktivasyonu esas olarak Gy araciligryla fosfolipaz
C’nin uyarilmasina neden olmakta ve IP; ve DAG olusumu araciligiyla hiicre ici
Ca'" derisimini arttirmaktadirlar. M, ve My alttipleri esas olarak G; ile kenetlidir.
Adenilat siklaz1 inhibe ederek hiicre i¢i SAMP diizeylerini azaltmakta ve reseptore
bagimli potasyum kanallarini aktive etmektedirler. a; reseptorlerinin aktivasyonu
Gg/11 proteini aracilifiyla fosfolipaz C dongiisiinii uyarmakta; o, reseptorler Gi, B-

reseptorler ise G ile kenetlenerek sirasiyla adenilat siklazi inhibe ve aktive
etmektedirler (Oktay, 2000).

Baz1 organlarin, adrenerjik ve kolinerjik sinirlerinin bloke edilmesini takiben
verdikleri cevabin ortadan kalkmamas ile adrenerjik ve kolinerjik olmayan sinir
liflerinin bulundugu sonucuna varilmistir. Bu sinir sistemi Non-adrenerjik Non-
kolinerjik (NANK) sinir sistemi olarak isimlendirilmistir. NANK sinir sistemi,
purinerjik, nitrerjik, dopaminerjik ve peptiderjik otonomik sinirler olarak
incelenmektedir (Tugrul, 2005). Gastrointestinal sistemin fonksiyonlarinda rol
oynayan oldukca yaygin ve kompleks bir NANK uyarim bulunmaktadir. ATP,
vazointestinal peptid (VIP), serotonin (5-hidroksi triptamin;5-HT), opioidler, P
maddesi ve somatostatin gastrointestinal kanaldaki olast NANK transmitterlerdir
(Kaputlu, 1996).

Bu transmitterlerden 5-HT’nin kardiyovaskiiler sistem, santral sinir sistemi ve
gastrointestinal sistemde etkin rol oynadigi bilinmektedir. Giiniimiizde 5-HT’ye
ait 7 tip reseptor tanimlanmistir. Bu reseptor tiplerinden sadece SHT; reseptorler
hari¢ diger hepsi G-proteine kenetli reseptor ailesindendir (Millan ve ark., 2008).
5-HT kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistemde diiz kas fonksiyonunu
diizenlemektedir. Enterokromofin hiicreler ve sindirim sisteminin intrinsik
sinirlerinden salinan 5-HT, 5-HT;, 5-HT,, 5-HT; ve 5-HT4 reseptorleri ile
etkileserek gastrointestinal hareketliligi diizenlemektedir. Motor noronlarda ve
sindirim sisteminin internéronlarinda bulunan 5-HT4 reseptoriiniin aktivasyonu
kolinerjik ve NANK iletimi arttirarak  gastrointestinal  hareketliligi
diizenlenmesine katki saglamaktadir. Buna ek olarak diiz kaslardaki 5-HT,4
reseptorlerinin stimiilasyonu insanlarda kolonik sirkuler kas kasilma aktivitesini
azaltmaktadir (McCullough ve ark.,, 2006). 5HT4 reseptorleri mide ve
bagirsaklarda spazm ve peristaltik harekette artis saglamaktadirlar (Millan ve ark.,
2008). 5-HT,p nin gastrointestinal fizyolojideki roliine dayanan preklinik veriler
enterik sinir sistemi ve sindirim sisteminin fonksiyonu ve gelisimi ile olan
iligkisini gdstermektedir. 5-HT,p reseptoriiniin aktivasyonu kolonik longitudinal
diiz kasin sinirsel kasilmasini arttirmaktadir (McCullough ve ark., 2006). SHT4
reseptorleri Gy aracilifiyla adenilat siklazi, SHT,g ise Gg/11 araciligryla fosfolipaz
C’yi aktive etmektedir (Millan ve ark., 2008).

Hormon, ndrotransmitter, otokoid veya parakrin maddeler gibi birinci habercilerin
fonksiyonunu degistiren konjenital veya G proteini ile iliskili bilesenlerin
bozukluklar1 ¢esitli hastaliklara neden olabilmektedir (Raymond, 1994). G
proteinlerindeki bozukluklarin DM ve konjestif kalp yetmezliginde de olustugu
varsayilmaktadir. Bu degisiklikler ile hastaligin patojenezi arasindaki iligki heniiz
tanimlanmanmustir (Baykal ve Ozet, 1996).

Deneysel diyabet diiz kaslarda dokudan dokuya degisen makroskopik ve
mikroskopik yapisal degisikliklere neden olmaktadir. Otonomik noropati diiz
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kaslardaki en 6nemli yapisal degisikliklerden bir tanesidir. Otonomik sinirler diiz
kaslar ile i¢ ice olduklarindan onlardaki degisiklik diiz kaslarda degisikliklere
neden olmaktadirlar. DM, damar fonksiyonlar1 ile yakindan iliskili olan
endotelyum, subendotelyum ve diiz kaslar1 etkileyerek isleyislerini degistirmekte
ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarm gelisimine neden olmaktadir (Oztiirk ve
ark., 1996b). DM genitouriner sistemde mesane disfonksiyonu, erektil impotans,
ejakiilasyonun bozulmasi, fertilitenin azalmasi gibi ¢esitli degisikliklere neden
olmaktadir (Oztiirk ve Aydin, 2006). Gastroenteropati DM’nin uzun dénem
komplikasyonlarindan biridir (Oztiirk ve ark., 1994a). Disfaji, abdominal agr1,
mide bulantis1 ve kusma, malabsorbsiyon, digkiy1 tutamama ve diyare DM ile
birlikte siklikla karsilagilan gastrointestinal bozukluklardir. Gastrointestinal sistem
bozukluklar1 diyabette karsilagilan otonomik sendromlar arasinda ilk siray1 alirken
diyabetik diyare bunlardan en énemlisidir (Oztiirk ve ark., 1994b). DM’li hastalar
kimi zaman diyareden yakinirken kimi zaman konstipasyon problemiyle karsi
karsiya gelmektedirler. Diyabetik diyare ve konstipasyon arasindaki ¢eliski biiyiik
bir klinik problemdir. Ayrica, gastrointestinal geg¢isin degismesi ve postprandiyal
cevabin yoklugu uzun dénem komplikasyonu olarak bildirilmistir. Beslenme ile
iligkili diger komplikasyonlar; midenin atonik dilatasyonu, dispepsi, mide
boslamasinin gecikmesi ve gastrik sekresyonun bozulmasidir (Oztiirkve ark.,
1996a).

24



GERECLER

Deney Hayvanlar

Deneylerde 350-450 g agirhiginda erkek albino Wistar sigcanlar kullanilmistir.
Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisiinde, 24+1°C sicaklikta
diizglin havalandirilan odalarda barindirilmis ve Eskisehir ES Yem’den temin
edilen standart hayvan yemi ve ¢esme suyu ile beslenmislerdir. Deneyler
stiresince su ya da yem kisitlamasi uygulanmamigtir. Tez kapsaminda yapilacak
olan deneyler igin gerekli etik kurul onayr Eskisehir Osmangazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinmistir (EK. 1).

Kullanilan Kimyasal Madde ve flaclar

Streptozotosin

Sitrik asit
Trisodyum sitrat
p-OH benzoik asit
Protokatesik asit
Gallik asit
Fenilefrin.HCI
Asetilkolin.HCI
5-hidroksi triptamin. HCI
NaCl

KClI

MgCl,

KH,PO4

NaHCOs3
Glukoz.H,0O
CaCl,.2H,0
Kullanilan Cihazlar
Metabolik Kafes Seti
Glokotrend”

[zole Organ Banyosu
[zometrik Transdusir
Yazdiric1 Gemini

Hassas Terazi

Cesitli cerrahi malzemeler

Cesitli cam malzemeler

(Sigma, St.Louis, MO, ABD)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Sigma, St.Louis, MO, ABD)
(Sigma, St.Louis, MO, ABD)
(Sigma, St.Louis, MO, ABD)
(Sigma, St.Louis, MO, ABD)
(Sigma, St.Louis, MO, ABD)
(Sigma, St.Louis, MO, ABD)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Sigma, St.Louis, MO, ABD)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Merck, Darmstadt, Almanya)

(Ugo-basile, 41700, Italya)
(Roche, Basel, Isvicre)
(Ugo-basile, 4050, italya)
(Ugo-basile, 7003, italya)
(Ugo-basile, 7070, italya)
(Ohaus E 12140, isvicre)



YONTEMLER
Deneysel Gruplarinin ve Deneysel Diyabetin Olusturulmasi

Calisma kapsaminda, altisar hayvandan olusan 5 grup olusturulmustur. 1.grup
sadece serum fizyolojik uygulanan saglikli kontrol hayvanlarindan (K); 2.grup
STZ ile DM gelistirilmis kontrol hayvanlarindan (DMK); 3.grup 10 mg/kg p-
OHBA uygulanacak DM gelistirilmis hayvanlardan (DM+p-OHBA); 4.grup 10
mg/kg PA uygulanacak DM gelistirilmis hayvanlardan (DM+PA); S.grup 10
mg/kg GA uygulanacak DM  gelistirilmis  hayvanlardan (DM+GA)
olusturulmustur. Test maddelerinin dozlar1 daha 6nceden fenolik asitlerle yapilan
calismalara dayanarak secilmistir (Peungvicha ve ark., 1998a; Andrade-Cetto ve
Wiedenfeld, 2001; Balasubashini ve ark., 2004).

Siganlarda DM olusturmak igin, kuyruk venine i.v. 50 mg/kg tek dozda, pH=4.5,
0.1 M sitrat tamponu igerisinde hazirlanan STZ uygulanmistir (Oh ve ark., 2006).
Enjeksiyon yapildiktan 72 saat sonra alinan kan drneklerinin Glukotrend”® ile kan
sekeri Ol¢limleri yapilmistir. Kan glukoz diizeyi 300 mg/dl iizerinde olan
hayvanlar DM’li olarak kabul edilmistir. Kontrol grubu olarak kullanilacak
saglikli siganlara i.v olarak ayni hacimde sitrat tamponu enjekte edilmistir.
Saglikli ve STZ-diyabetik kontrol hayvanlarina 4.haftadan itibaren her giin aym
saatte serum fizyolojik, STZ enjekte edilen diger 3 gruptaki sicanlara ise 3 hafta
sliresince p-OHBA, PA veya GA intraperitonal (i.p.) uygulanmigtir. Alt1 hafta
stiresince her hafta ayn1 saatte hayvanlarin kan glukoz diizeyleri 6l¢tilmiistiir.

Metabolik Kafes Ol¢iimleri

Saglikli sicanlar sitrat tamponu, STZ-diyabetik kontrol ve p-OHBA, PA ve GA
uygulanacak olan DM’li siganlar STZ enjeksiyonundan 3 hafta sonra metabolik
kafeslere alinarak asagidaki parametreler 6l¢tilmiistiir.

a- Giinliik su tiikketimi
b- Giinliik idrar atilim1
c- Glinliik yem tiiketimi
d- Giinliik disk1 atilimi

Metabolik kafes olgiimleri, her giin ayni saatte, viicut agirligi 6l¢timleri ise sitrat
ve STZ enjeksiyonlarindan sonra 6 hafta siiresince her hafta ayni gilinde
yapilmistir.

izole Organ Banyosu Deneyleri

Deney gruplar1 olusturulduktan 6 hafta sonra siganlar servikal dislokasyon yoluyla
oldiiriilmiis ve zaman kaybedilmeden calisilacak organlar olan aorta, fundus,
ileum ve Vas deferens izole edilerek Kreibs-Henseleit ¢ozeltisi (g/L: NaCl-
6.9544; KCI-0.3504; MgCl,-0.0952; KH,P04-0.1633; NaHCO3-2.1002;
Glukoz.H,0-2.20; CaCl,.2H,0-0.36) i¢ine alinmistir. Organlarin cevrelerindeki
yag ve bag dokulari temizlendikten sonra sicakligi 37 °C olan izole organ
banyosuna asilmistir. Organlarin asilmis oldugu su banyolarindan deney siiresince
% 95 0, ve % 5 CO, igeren gaz akimi gecirilmistir. Calisma esnasinda Vas
deferens fizerine 0.5 g.; ileum, aorta ve fundus iizerine ise 1.0 g. agirhik
uygulanmustir. izole organlarin asili oldugu banyolara kimyasallarm uygulanmasi
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sonucu olusan cevaplar izometrik transdusir araciligi ile yazdiricilar tarafindan
kaydedilmistir. Organlar her 15 dakikada bir kez fizyolojik ¢ozelti ile yikanarak
bir saat siireyle inkiibe edildikten sonra doz calismalarina baglanmistir. Elde
edilen her doz-cevap iliskisinden sonra, organlar fizyolojik soliisyon ile yikanarak
en az 15 dk inkiibe edilmistir.

Izole aorta deneyleri

Deney hayvani oldiiriildiikten sonra zaman kaybetmeksizin gogiis kafesleri acilip
toratik aorta c¢ikarillarak bag dokulardan temizlenmis ve endotel dokuya zarar
verilmeden 4-5 mm uzunlugunda aorta halka preparati hazirlanmistir (Ersoy ve
ark., 2008). 1.0 g agirlik uygulanarak asilan damar preparatlarina 10°, 10, 107,
10°,10°, 10 ve 10° M dozlarda fenilefrin (FE) uygulanmis ve kasilma cevaplar
alinmistir. Daha sonra 10*M FE ile kastirilan organa 10°,107%, 107,10, 10°, 107
* ve 10° M ACh uygulanarak gevseme yanitlari almmustir. Alinan yamitlar
izometrik transdusir araciligi ile yazdirici tarafindan kaydedilmistir. Her doz-
cevap alimindan sonra organ 15 dk aralarla 3 kez dinlendirilmistir.

Izole Vas deferens deneyleri

Siganlardan Vas deferensin tamami alinip 0.5 g agirhik uygulanarak 20 ml’lik
banyoya asilmistir (Kamata ve Kirisawa, 1998). Dinlendirilen organa ACh’in 107,
10®, 107, 10, 10>, 10* ve 10° M dozlari uygulanmis ve elde edilen her doz-
cevap iliskisinden sonra organ 20 dk dinlendirilmistir. ACh cevaplart alinan ve
dinlendirilen organa ayni dozlarda FE uygulanmis ve doz-cevap egrileri
cikarilmistir. Alinan kasilma cevaplari izometrik transdusir araciligi ile yazdirici
tarafindan kaydedilmistir.

Izole mide fundus deneyleri

Mide fundusunun longitudinal seritleri (yaklasik 2 cm) 20 ml’lik banyoya 1.0 g
agirlik uygulanarak asilmistir (Santos ve ark., 2006). ACh ile 5-HT’ye kars1
verdigi kasilma cevaplar1 izometrik transdusir aracilifi ile yazici tarafindan
kaydedilmistir. 1 saat inkiibe edilen fundus preparatina banyo konsantrasyonu
107, 10, 107, 10, 10>, 10 ve 10 M olacak sekilde standart kastiric1 olarak
ACh uygulanmistir. Organ dinlendirildikten sonra ayni dozlarda 5-HT
uygulanarak doz-cevap alinmistir. Elde edilen her doz-cevap iliskisinden sonra
organ 15 dk dinlendirilmistir.

Izole ileum deneyleri

Valva iliocaecalis’e yaklagik 10 cm uzakliktan 2 cm’lik segment alinmis ve 20
ml’lik banyoya 1.0 g agirlik uygulanarak asilmistir (Kugino ve ark., 1998). 1 saat
inkiibe edildikten sonra banyo konsantrasyonu 10'9, 10'8, 107, 10'6, 107, 10* ve
10° M olacak sekilde standart kastiric1 olarak ACh uygulanmustir. Elde edilen her
doz-cevap iligkisinden sonra organ 15 dk dinlendirilmistir. Almnan kasilma
cevaplar1 izometrik transdusir araciligi ile yazdirici tarafindan kaydedilmistir.

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel hesaplamalarda her grup icin altisar hayvandan alman veriler
kullanilmigtir. Biitiin izole organ banyosu deneylerinde, doz-cevap egrilerine ait
maksimum kasilma cevabinin saglikli kontrol grubunun maksimum cevabina gore
%/’si ile izole aortanin FE kasilmasina karsi gevseme cevabinin %’si (Epax) ve
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maksimum etkinin yarisin1 olusturan etkin konsantrasyon (ECsy) degerleri lineer
regresyon uygulanarak hesaplanmistir. ECsy degerleri agonist afinite konstanti
(pD2) (pD, =—log ECso) degerleri olarak verilmistir. Istatiksel degerlendirme
Graphpad Prism ver. 5.0 paket programu ile tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ve ardindan Tukey HSD coklu karsilagtirma testi veya Student-t testi uygulanarak
yapilmistir. Analiz sonuglar1 ortalama+standart hata (S.H.) olarak ifade edilmis ve
istatistiksel anlamlilik diizeyi baslangic1 olarak p<0.05 kabul edilmistir.
Grafiklerin ¢izimleri i¢in, Graphpad Prism ver. 5.0 ve Microsoft Office Excel
programlar1 kullanilmustir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Kan Glukoz Degerlerine Ait Bulgular

STZ, Streptomyces acromogenes’den elde edilen bir antibiyotiktir. Cesitli
mekanizmalar ile pankreatik [ hiicrelerini yikarak instilin salinimin1 azaltmakta ve
insiiline bagimli DM gelisimine neden olmaktadir (Rodrigues ve ark., 1999). Alt1
haftalik deney siiresince tiim gruplara ait si¢anlarin kan glukoz diizeyleri her hafta
ve hayvanlar 6ldiiriilmeden hemen 6nce 6l¢iilmiistiir.

500+ ok

# ok

400+

300+

200+

100+

Kan Glukozu(mg/dl)

0 s

P \xev
Qﬁ

Sekil 4. Saghkl Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK), p-OH Benzoik Asit Uygulanan
(DM+p-OHBA), Protokatesik Asit Uygulanan (DM+PA) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplarimin Kan Glukoz Degerleri, Kontrole Gore Anlamh
Farkhilik ““p<0.001, n=6

Olgiilen kan glukoz diizeyleri degerlendirildiginde DMK, DM+p-OHBA, DM+PA
ve DM+GA grubundaki siganlarin kan glukoz diizeylerinin K grubu si¢anlarin kan
glukoz diizeylerine gore anlamli derecede yiikseldigi goriilmiistiir (Sekil 4). p-
OHBA, PA ve GA tedavisinin DM’li hayvanlarin kan glukoz diizeylerini
diizeltmedigi belirlenmistir.

Metabolik Kafes Olciimlerine Ait Bulgular
Tiiketilen su ve idrar atilimina ait bulgular

Hiperglisemi hiicre dis1 osmotik basincin artmasina neden olarak hiicre
igersindeki suyun hiicre disina gecisine yol agmaktadir. Gelisen dehidratasyon
nedeniyle susuzluk duygusu gelismekte ve asir1 su tiikketimine neden olmaktadir
(Guyton ve Hall, 2000; Kim ve ark., 2004). Ayrica suyun tiibiiler geri emilimi
azaltmakta ve bu nedenle atilan idrar hacmi artmaktadir (Kim ve ark., 2004). Tiim
deney gruplarindaki hayvanlar 6 haftalik deney siiresinin son 3 haftasinda
metabolik kafeslerde tutulmus ve giinliik olarak tiikettikleri su ve idrar atilim
hacimleri kaydedilmistir.
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Sekil 5. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplarimin Giinliik Su Tiiketim Degerleri,

n=6
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Sekil 6. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit Uygulanan
(DM+PA) Hayvan Gruplarimin Giinliik Su Tiiketim Degerleri, n=6
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ekil 7. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
g y yg
(DM+GA) Hayvan Gruplarmin Giinliik Su Tiiketim Degerleri, n=6
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Sekil 8. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplariin Giinliik Idrar Atihm Degerleri,
n=6
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Sekil 9. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit Uygulanan
(DM+PA) Hayvan Gruplarimin Giinliik Idrar Atihm Degerleri, n=6

+K
140 —= DMK
,_g 1201 —*—DM+GA
= 1001
§ 80 1
=
. 60
s
S 40
o
0 gt eo 0ot teer*teoqseovre
0

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Siire (Giin)

Sekil 10. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplarmin Giinliik Idrar Atihm Degerleri, n=6

DM olusturulmus kontrol hayvanlarinin ortalama su tiiketimlerinin ve idrar
atilimlarinin arttigi ve metabolik kafeslere alindiktan sonra deney sonuna kadar
ayni diizeylerde kaldigir goriilmistiir (Sekil 5-10). Ayn1 sekilde DM+p-OHBA
(Sekil 5 ve 8), DM+PA (Sekil 6 ve 9) ve DM+GA (Sekil 7 ve 10) gruplarina ait
hayvanlarin da ortalama tiiketilen su ve idrar hacminin arttig1, 3 hafta siiresince p-
OHBA, PA ve GA uygulanmasinin tiiketilen su ve atilan idrar miktarindaki artisi
saglikli kontrol hayvanlarinin diizeylerine yaklasacak sekilde indiremedigi
gorilmiistiir.

Tiiketilen yem ve digki atilimina ait bulgular

Mekanizmasi tam aciklanamayan polifajinin DM gelisen hayvanlarda gozlendigi
eski zamanlardan bu yana bilinmektedir (Kumeresan ve Turner, 1966). Metabolik
kafeslerde tutulan hayvanlarin giinliikk olarak tiikettikleri yem ve digki atilim
miktarlar1 kaydedilmistir.

32



+ K
—=— DMK
—&— DM-+p-OHBA

Tiiketilen Yem Miktar (g)
N
S

1 3 5 7 9 113 15 17 19 21
Siire (Giin)

Sekil 11. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplarimin Giinliik Yem Tiiketim Degerleri,
n=6
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Sekil 12. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarinin Giinliik Yem Tiiketim Degerleri,
Diyabete Gore Anlamh Farkhlik p<0.05, "p<0.01, ‘p<0.001, n=6
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Tiiketilen Yem Miktar1 (g)
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Sekil 13. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan

Diski Miktari (g)

Sekil

(DM+GA) Hayvan Gruplarinin Giinliik Yem Tiiketim Degerleri, n=6
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14. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit

Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplarimin Giinliik Diski Degerleri, n=6
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Sekil 15. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarmmin Giinliik Diski Degerleri, Diyabete Gore
Anlamh Farklilik *p<0.05, "p<0.01, p<0.001, n=6

—— K
—=—DM
—*—DM+GA

50 7

40

30—W

20

101 * '

1 3 5 7 9 1 13 15 17 19 21
Siire (Giin)

Diski Miktari (g)

Sekil 16. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
g y yg
(DM+GA) Hayvan Gruplarin Giinliik Diski Degerleri, n=6

DM olusturulmus hayvanlarin tiikettikleri ortalama yem miktarlarinin ve digki
atilimlarinin arttigi ve metabolik kafeslerde tutulduklar1 3 hafta siiresince ayni
diizeylerde kaldig1 goriilmiistiir (Sekil 11-16). Ayni sekilde DM+p-OHBA (Sekil
11 ve 14), DM+PA (Sekil 12 ve 15) ve DM+GA (Sekil 13 ve 16) gruplarina ait
hayvanlarin 3 hafta sonunda tiikettikleri ortalama yem ve ortalama digki
miktarlariin kontrol hayvanlarina gore arttig1 goriilmiistiir. 3 hafta siiresince test
maddelerinin uygulanmasi ile DM+p-OHBA (Sekil 11 ve 14) ve DM+GA (Sekil
13 ve 16) gruplarina ait sicanlarin tiikettikleri yem ve digki miktarlarinin
degismedigi belirlenmistir. DM+PA grubuna ait sigcanlarin ise ortalama yem
tilketiminin (Sekil 12) saglikli kontrol grubundaki sicanlarin yeme diizeyine
inemedigi fakat giinlere bakildiginda genel olarak DMK grubuna goére anlamli
Olciide azaldigr goriilmiistir. Bu gruptaki siganlarin ortalama digki atilimlar
(Sekil 15) yeme miktarinin azalmasina veya bagirsak hareketliliginin diizelmesine
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bagl olarak DMK grubuna gore azalmis fakat bu azalma hem giin sayis1 olarak
hem de miktar olarak yeme miktarindaki azalma kadar olmamistir. PA ile tedavi
edilen hayvanlarinin istahindaki ve digski atilimin miktarindaki azalmanin, diger
metabolik parametrelerin etkilenmemesi ve diger uygulanan test maddeleriyle de
degismemesi nedeniyle diyabete bagli bozulan metabolik mekanizmalar {izerinden
olmadig1 diistiniilmiistir.

Viicut agwrliklar: degisimine ait bulgular

Insuline bagimli DM’de insiilin yetersizligi nedeniyle glukozun dokulara gegisi ve
kullaniminda bozukluklarin meydana gelmesi, lipoliz ve proteolizin artmasi
sonucu kilo kayb1 gergceklesmektedir (Price ve ark., 1996). Deney siiresince her
hafta diizenli olarak tiim gruplara ait hayvanlarin viicut agirliklart hesaplanmaistir.
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Sekil 17. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplarmin Viicut Agirhklarinin Haftalara
Gore Degisimi, n=6
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Sekil 18. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarmmin Viicut Agirhklarimin Haftalara Gore
Degisimi, n=6
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Sekil 19. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplariin Viicut Agirhklarinin Haftalara Goére Degisimi,
n=6

DMK grubundaki hayvanlarin ortalama viicut agirliklarinin K grubundaki
hayvanlara gore ilk haftadan itibaren Onemli derecede azaldigi goriilmiistiir.
DM+p-OHBA (Sekil 17) ve DM+GA (Sekil 19) gruplarina ait hayvanlarin viicut
agirliklart DMK grubundaki hayvanlarinda oldugu gibi 6 hafta siiresince
azalmistir. DM+PA (Sekil 18) grubuna ait hayvanlarin viicut agirliklar1 ise tedavi
uygulanmadig1 3 hafta siiresince azalmistir. Fakat PA uygulanmaya baslandigi
giinden itibaren anlamli olarak saglikli hayvanlarin viicut agirliklarina
yaklagtiramamasina ragmen hayvanlarin viicut agiliklarindaki azalmayr DMK
grubuna gore yine anlamsiz da olsa dnledigi belirlenmistir. Bu etki DM ile artan
lipoliz ve proteoliz’in azalmasina baglanmistir.

izole Organ Banyosu Deneylerine Ait Bulgular
Izole aorta cevaplarina ait bulgular

Deney hayvanlar1 6. haftanin sonunda servikal dislokasyon yoluyla 6ldiiriilmiis ve
zaman kaybedilmeden aortalari izole edilerek doz-cevap egrileri ¢ikarilmistir.
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Sekil 20. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplarinin Aortalarindan Alman FE
Cevaplari, n=6

Cizelge 1. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplar Aorta FE Cevaplarinin pD; ve E,,,,

Degerleri
pD,+S.H. E axtS.H.
K 7.48+0.20 100+0.00
DMK 7.3120.09 "121.60+4.36
DM-+p-OHBA *6.89+0.10 109.60+8.09
pD»; agonist afinite konstanti, *Emax; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farkhhk p<0.05, n=6

Saglikli kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve p-OHBA uygulanan
(DM+p-OHBA) hayvan gruplarinin aortalart 6 haftalik deney sonunda izole
edilmis ve FE dozlarina kars1 verdigi kasilma cevaplart (Sekil 20) {izerinden
hesaplanan ortalama pD; ve E.x degerleri incelenmistir. 6 haftalik STZ-diyabetik
sicanlarin pD; degerinde anlamli bir farklilik gézlenmemis (Cizelge 1) yani damar
preparatinin FE ile etkilesen a-adrenerjik reseptorlerin afinitesinde herhangi bir
degisiklik olugsmamistir. DM+p-OHBA grubuna ait aorta cevaplarindan
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hesaplanan pD, degeri ise saglikli kontrol hayvanlarmma gore anlamli farklilik
gostermistir (Cizelge 1). DM ile reseptor afinitesinin degismemesi fakat 3 haftalik
STZ-diyabetik sicanlara 3 hafta siiresince p-OHBA uygulanmasinin reseptor
afinitesini anlamli derece azaltmasi bu etkinin DM ile gelisen komplikasyonlar ile
iligkili olmadigini diigiindiirmistiir.

DMK grubunun Eu.x degeri incelendiginde K grubuna gore anlamli farklilik
goriilmistiir (Cizelge 1). E.x degerindeki bu farklilik 6 haftalik STZ-diyabetik
sican aortasinda o-adrenerjik reseptdr sayisinin ve/veya postreseptor olaylarin
etkinliginin degismis olabilecegi seklinde yorumlanmistir. DM+p-OHBA
grubunun E,,x degerine bakildiginda K veya DMK grubuna gére anlamli farklilik
gozlenmemistir (Cizelge 1). 3 haftalik diyabetli hayvanlara 3 hafta siiresince p-
OHBA uygulanmas1 DM ile gelismis oldugu diisiiniilen reseptdr sayisindaki
ve/veya postreseptor olaylardaki etkinlik artigini kismen dnleyebilmistir.

——K
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Sekil 21. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarinin Aortalarindan Aliman FE Cevaplan,
n=6
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Cizelge 2. Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarimmin Aorta FE Cevaplarmm pD, ve E,,,

Degerleri
pD£S.H. EnaxtS.H.
K 7.48+0.20 100+0.00
DMK 7.3120.09 "121.60+4.36
DM+PA 7.23+0.14 7129.40+7.08
pD,; agonist afinite konstanti, *Emax; n}?ksimum % Kkasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farklihik p<0.05, p<0.01, n=6

Saglikli kontrol (K), STZ-Diyabetik kontrol (DMK) ve PA uygulanan (DM+PA)
hayvan gruplarinin aorta FE kasilmalarindan (Sekil 21) hesaplanan pD, ve Epnax
degerleri incelendiginde, DMK ve DM+PA gruplarina ait pD, degerleri K
grubunun degerine goére anlamli bir farklilik gostermemis, Em.x degerleri
karsilastirildiginda ise anlamh farklilik gézlenmistir (Cizelge 2). pD, degerlerinin
anlaml farklilik gostermemesi, STZ ile diyabet olusturulduktan 6 hafta sonra o.-
adrenerjik reseptor afinitesinde degisiklik olusmadigini ve PA uygulamasinin da
reseptor afinitesi iizerine etkisinin olmadigini géstermistir.

Emax i¢in anlamlilik degerlerine bakildiginda DMK ve DM+PA gruplarinin K
grubuna gore farklilik gosterdigi belirlenmis (Cizelge 2) buna bagh olarak 6
haftalik STZ-diyabetik sigan aortasinda a-adrenerjik reseptdr sayisinin ve/veya
postreseptdr olaylarin etkinliginin arttifi diisliniilmiis ve 3 hafta siiresince PA
uygulanmasinin ise bu durumu ilerlettigi gorilmiistiir.
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Sekil 22: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplarinin Aortalarindan Alinan FE Cevaplari, n=6

Cizelge 3: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplar1 Aorta FE Cevaplarinin pD, ve E,,,, Degerleri

pDS.H. EpaxtS.H.
K 748+0.20 100+0.00
DMK 7.31+0.09 "121.60+4.36
DM+GA 7.18+0.20 #99.25+6.38
pD»:; agonist afinite konstanti, E,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gére Anlamh Farklilik ‘p<0.05, Diyabete Gore Anlamh Farkliik #p<0.01, n=6

Saglikl1 kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve GA uygulanan (DM+GA)
hayvan gruplarinin aortalarindan alinan kasilma yanitlarindan (Sekil 22)
hesaplanan pD, ve En. degerleri incelenmistir. DMK ve DM+GA gruplarinin
pD> degerleri saglikli kontrol hayvanlarinin pD, degerine gore anlamlilik
gostermemistir (Cizelge 3). 6 hafta sonunda DM ile birlikte a-adrenerjik reseptor
afinitesinde degisiklik gelismemis 4. haftadan itibaren GA uygulamasi da reseptor
afinitesinde anlamli bir farklilik olusturmamustir.

DMK grubunun E,« degeri K grubuna gore anlamli farklilik gosterirken DM+GA
grubuna ait E,,x degeri de DMK grubuna gore anlamlilik gostermistir (Cizelge 3).
Bu degerlere gore DM gelistirilmis 6 haftalik STZ-diyabetik sigan aortasinda FE
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kasilmasindan sorumlu a-adrenerjik reseptor sayisi ve/veya postreseptor olaylarin
etkinliginin artmis olabilecegi akla gelmis, GA uygulanmasinin bu artig1 6nledigi
hatta normalize olan degeri ¢cok az da olsa K grubu degerinin altina diistirdigii
gozlenmistir.

Daha once yapilan degisik ¢aligmalarda damar preparatlarinin agonistlere verdigi
kasilma cevaplarinin arttig1, azaldig1 veya degismedigi goriilmektedir. Yapilan in
vitro caligmalar deneysel diyabetik hayvanlardan elde edilen arterlerdeki o-
adrenerjik cevaplardaki bozulmay1 gdstermektedir. STZ-diyabetik siganlarda o-
adrenerjik cevaplarin azaldigim gdsteren cesitli ¢alismalar mevcuttur (Oztiirk ve
ark., 1996b). 1 haftalik STZ-diyabetik sicanlarda noradrenaline verilen hipertansif
cevaplarda diisiis sergilemis 4 haftaliklarda ise cevaplar normale donmiistiir
(Hayashi ve ark., 1983). Baska bir ¢alismada ise cevaplar benzer sekilde 3 ve 6
haftalik STZ’li sicanlarda azalmis, 12 haftalik diyabetik si¢anlarda degismemistir
(Ramos, 1988). Deneysel diyabetik sicanlardan elde FE’e karsi reseptor
afinitesinde degisime yol agmaksizin kasilma cevaplarinda azalma gozlenirken,
STZ-diyabetik sicanlardan izole edilen aortanin noradrenaline, metoksamine veya
FE’e kars1 verdigi kasilma cevaplarinda artisin veya degismediginin gozlendigi
calismalara da rastlanmaktadir (Oztiirk ve ark., 1996b). Ornegin yapilan bir
calismada, STZ ile olusturulmus 10 haftalik si¢an aortasinda noradrenalin ve KCI
ile olusturulan kasilmalarin arttig1 gézlenmistir. Cevaplarda gozlenen bu artigin
baska caligsmalardan hareketle fosfoinozitid metabolizmasindaki artis, adrenerjik
stimiilasyondaki artis, Ca” kanallarmin duyarlibiginda artis ve entotelyal
aktivitedeki yetersizlik nedeniyle gerceklesmis olabilecegi diisiiniilmustiir.
(Ozgelikay ve ark., 1994). Yapilan bir ¢alismada STZ-diyabetik sican aortasinin
a-adrenoseptor agonistlerine karsi artan kasilma cevabinin daha ¢ok ekstraseliiler
Ca"" varligma bagl oldugu rapor edilmistir (Abebe ve ark., 1990).

Diiz kaslarin KCI aracilikli kasilma cevaplar1 bu dokularm Ca™’a duyarliligii
gostermektedir. Ciinkii KCI ile depolarizasyonun artmast Ca’™ kanal kinetigini
degistirmekte ve diiz kaslarda hiicre i¢i depolardan Ca' ’un bosalmasini
saglamaktadir. Ca™" duyarhligindaki bu degisim Ca™ akigindaki degisikliklere,
kalmodulin afinitesindeki degisimlere ve/veya kalmodulin diizeyindeki
degisikliklere baglanmaktadir. STZ ile DM olusturulduktan 8 hafta sonra
sicanlardan alinan aorta diiz kaslar1 iizerinde yapilan bir ¢aligmada kalmodulin
diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir (Oztiirk ve ark., 1994¢c). Kalmodulin, Ca™un
endoplazmik retikuluma hareketini saglayan Ca”™ ATPaz’in endojen
aktivatoriidiir. Bu nedenle azalan kalmodulin diizeyleri damar diiz kasinda serbest
Ca"" diizeylerindeki artista rol oynayabilmektedir (Oztiirk ve ark., 1996b). STZ-
diyabetik sigan aortasindaki elastin glikasyonunun diyabetin erken dénemi de
dahil olmak iizere Ca™ bosalmasina neden oldugu gosterilmistir (Tomizawa ve
ark., 1993). Damarlarda kollajen ve elastin metabolizmasindaki, non-enzimatik
protein  glikozilasyonundaki degisiklikler olusan yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere katkida bulunabilmektedir. Birgok ¢alisma deneysel diyabette Ca™"
ile iligkili olarak vaskiiler cevabin degigkenligini gostermistir. STZ diyabetik
sicanlardan alman aortik diiz kasta intraseliiler Ca™ konsantrasyonunun arttig1
gosterilmigtir. Bu salinimda fosfoinozitid metabolizmasi 6nemli rol oynamaktadir
(Oztiirk ve ark., 1996b). Damar diiz kaslarmin o-adrenerjik cevaplarinda
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diyabetin yol agtig1 artis1 gosteren gozlemlerle ilgili olarak fosfoinozitid
metabolizmasindaki artig gosterilmistir (Abebe ve Macleod, 1991).

Tez kapsaminda STZ ile diyabet olusturulmus siganlarin aortalarinin FE
kasilmalarina verdigi cevaplarin degerlendirilmesi sonucunda ve daha Once
yapilan g¢aligmalardan alinan veriler dogrultusunda DM’nin, 6 haftalik STZ-
diyabetik sicanlarin aorta o-adrenerjik reseptdr afinitelerinin degigmeksizin
reseptor sayisint ve/veya kasilmaya aracilik eden Gg; proteini yapisini veya
harekete gecirdigi fosfolipaz C aktivasyonu ile fosfotidilinozitol turnoverin1 veya
Ca"™ ile ilgili mekanizmalar1 degistirerek adrenerjik uyarmmi arttirdig
diistiniilmektedir.

Cesitli arasgtirmacilar deneysel olarak diyabet olusturulan siganlarda ve diyabetik
hastalarda SR’lerin onemli derecede arttigini ve SR’lerin anormal iiretiminin
diyabetteki vaskiiler disfonksiyonlarin ana etkenlerinden biri oldugunu
bildirmislerdir (Pitkanen ve ark., 1992; Zbidi ve ark., 2009). Antioksidan
maddelerin vaskiiler duvarda SR {iretimini azalltigit ve SR’lerin damar
fonksiyonlarina olan bozucu etkilerinden korudugu bilinmektedir (Napoli ve
Ignarro, 2001).

STZ ile diyabet olusturulmus sicanlara 4.haftadan itibaren antioksidan 6zelligi
bilinen p-OHBA ve GA’nin 3 hafta siiresince uygulanmasi ¢aligmada gdzlenen a-
adrenerjik kasilmadaki artisin ilerlemesini onlerken PA uygulamasi bu artisin
ilerlemesine neden olmugstur. Ayrica, p-OHBA uygulamasi reseptor afinitesinde
diisise neden olmus diger 2 fenolik asit ise afinite {izerinde degisiklik
olusturmamustir.

Fenolik asitlerin antioksidan etkileri aromatik halkada tagidiklar1 -OH gruplarinin
sayisina, baglanma yerine ve karsilikli pozisyonlarina baglidir ve —OH grubu
sayist arttikga antioksidan aktivite artmaktadir. p-OHBA bir, PA iki ve GA ii¢ —
OH grubu tasimaktadir (Peyrat-Maillard ve ark., 2000; Marinova ve Yanishlieva,
2003; Sroka ve Cisowski, 2003).

Deney sonuclarina bakildiginda kullanilan fenolik asitlerin aorta iizerinde
gostermis olduklar1 etkileri antioksidan &zelliklerinden ve/veya diyabetik
komplikasyonlardan bagimsiz sekilde gerceklestirdikleri diistiniilmiistiir.
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Sekil 23: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplarinin Aortalarindan Alman ACh
Cevaplari, n=6

Cizelge 4: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplar1 Aorta ACh Cevaplarinin pD, ve
Eax Degerleri

pD,£S.H. E naxtS.H.
K 6.69+0.14 58.39+6.65
DMK 6.43+0.15 58.02+2.30
DM+p-OHBA 7.01+£0.27 68.85+4.90
pD,; agonist afinite konstanti, E,;,.; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata, n=6

Saglikli kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve p-OHBA uygulanan
(DM+p-OHBA) hayvan gruplarinin FE ile kastirilan aortalarinda ACh ile olusan
gevseme cevaplart alinip (Sekil 23) pD, ve Enux degerleri hesaplanmis ve
degerlendirilmigti. DMK ve DM+p-OHBA gruplarindan hesaplanan her iki
degerinin K grubu degerine gore anlamli bir farlilik gostermedigi belirlenmistir
(Cizelge 4). 6 haftalik STZ ile diyabet gelistirilmis sican aortasinda gevsemeden
sorumlu muskarinik reseptor afinitesi, sayisi ve postreseptor olaylarin etkinliginde
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herhangi degisim gozlenmemistir. p-OHBA uygulanmasi pD, ve Ep.x degerlerini

yiikseltmesine ragmen bu artigin anlamli olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 24: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarinin Aortalarindan Alinan ACh Cevaplar,

n=6

Cizelge 5: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarn Aorta ACh Cevaplarimin pD, ve E,,

Degerleri
pD£S.H. EpnatS.H.
K 6.69+0.14 58.39+6.65
DMK 6.43+0.15 58.02+2.30
DM+PA "6.07+0.12 59.77+2.87
pD,; agonist afinite konstanti, *Emax; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farklihk p<0.05, n=6

Saglikli kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve PA uygulanan (DM+PA)
hayvan gruplarmin ACh’a verdigi gevseme cevaplarindan (Sekil 24) elde edilen
pD, ve Enax degerleri incelenmigtir. DMK grubunun pD, degeri K grubuna gore

anlaml farklilik gostermemistir (Cizelge
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yanitlarindan  sorumlu  muskarinik  reseptorlerin  afinitesinde  degisiklik
olusmamistir. DM+PA grubundan hesaplanan pD, degerleri ise saglikli kontrol
hayvanlarinin degerine gore anlaml farklilik gostermistir (Cizelge 5). PA tedavisi
reseptor afinitesini azaltmigtir. 3 hafta siiresince uygulanan PA’nin neden oldugu
bu etkinin maddenin DM ile gelisen komplikasyonlardan bagimsiz sekilde
olustugu diisiiniilmiistiir.

DMK ve DM+PA grubunun E.x degerleri ise K grubuna gore anlamlilik
gostermemis (Cizelge S) yani STZ ile 6 haftalik diyabet gelisiminin ve 3. haftadan
itibaren diyabetik hayvanlara PA uygulamasinin muskarinik reseptor sayisi ve
postreseptor olaylarin etkinligine herhangi bir etkisi olmamustir.
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eki : Saghkhh Kontro , -Diyabeti ontro ve Galli sit ulanan
Sekil 25: Saghkh K 1 (K), STZ-Diyabetik K 1 (DMK Gallik Asit Uygul
(DM+GA) Hayvan Gruplarinin Aortalarindan Alinan ACh Cevaplari, n=6

Cizelge 6: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplari Aorta ACh Cevaplarinin pD, ve E,;,, Degerleri

pD,+S.H. EmaxtS.H.
Kontrol 6.69+0.14 58.39+6.65
DMK 6.43+0.15 58.02+2.30
DM+GA 6.59+0.18 53.83+6.44
pD»; agonist afinite konstanti, E,,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata, n=6
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Saglikli kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve GA uygulanan (DM+GA)
hayvan gruplarinin gevseme cevaplari alinmis (Sekil 25) ve pD, ve Enax degerleri
hesaplanmistir. DMK ve DM+GA gruplarinin pD; ve Enax degerlerinin saglikli
hayvanlardan alinan pD, ve En,x degerlerine gore anlaml farklilik géstermedigi
belirlenmistir (Cizelge 6). 6 haftalik STZ-diyabetik sigan aortasinda gevsemeden
sorumlu muskarinik reseptor afinitesi, sayisi ve postreseptor olaylarin etkinliginde
bir degisiklik olusmamis, GA uygulamasi da bu degerler iizerine herhangi bir
etkide bulunmamustir.

Onceden yapilan bir in vivo calisma STZ-diyabetik sicanlarda ACh’a verilen
hipotansif cevaptaki azalmay1 ortaya koyarken baska bir ¢alismada ise ACh’a
verilen depresor cevaplarda hicbir degisiklik gozlenmemistir (Bucala ve ark.,
1991; Kiff ve ark., 1991). Diyabetik hayvanlarin ACh’a kars1 verdigi gevseme
cevaplart in vitro deneylerle de arastirlmistir. Diyabetik sicanlarin aorta
preparatlarindan elde edilen sonuglar ACh’a azalan, degismeyen veya artan
gevseme cevaplarinin  olusabilecegini  gdstermektedir. Diyabetik durumun
ciddiyeti endotelyal fonksiyon iizerinde zit etkiler olusturabilmektedir (Oztiirk ve
ark., 1996b). 2 haftalik STZ-diyabetik sigan aortundaki sGMP’nin intraseliiler
diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda diisiis gostermistir (Miller ve ark.,
1994). Damar diiz kaslarinda fosfolipaz A, (PLA,) aktivitesi lizerindeki gozlenen
deneysel diyabetin etkilerinin G proteinleri tizerinden olabilecek bir etki oldugu
onerilmektedir. G proteinleri hiicresel desensitizasyon islemlerinde 6nemli rol
oynamaktadirlar (Oztiirk ve ark., 1996b). Diyabetik sigan arterlerinde NOS
diizeylerinde, gen ekpresyonunda ve enzim aktivitesinde degisik sonuglar elde
edilmistir. Cesitli ¢alismalarda NOS mRNA ve protein diizeylerinde artiglar
gozlenmistir. Baz1 ¢aligmalarda ise degismedigi veya azaldigi bildirilmistir. Bu
celiskili sonuglar nedeniyle endotele bagl gevseme cevaplarindaki bozulma daha
cok NO’nun biyodegerliligine baglanmaktadir (Pieper ve ark., 2002). NO
iiretiminin diyabet ile arttigim1 gosteren ¢alismalar uzun siireli yliksek glukoz
konsantrasyonuna maruziyet sonucu intraseliler Ca™" diizeylerinde artisinin ve
PKC ile inositolfosfatlarin olusumunun bu islemde rol oynadigr onermektedir
(Wascher ve ark., 1994).

Tez kapsamindaki deneysel veriler incelendiginde 6 haftalik STZ-diyabetik sican
aortasinda ACh ile olusturulan gevsemeden sorumlu muskarinik reseptorlerin
afinitesinde, sayisinda ve muskarik reseptorlerin kenetli oldugu G proteinlerinde,
sinyal transdiiksiyon mekanizmalarinda, NOS ve NO diizeyinde, guanilat siklaz
ve sGMP ile iliskili mekanizmalarda herhangi bir degisiklik olusmadigi
distiniilmektedir.

Diyabette olusan AGE’ler NO’yu tiiketerek diyabetik damar disfonksiyonuna
katkida bulunmaktadir (Bucala ve ark., 1991). AR aktivitesindeki artis NADPH 1n
tilketimine ve reaktif SR’lerin olusumuna yol agmakta ve NADPH tiiketimi NO
olusumunda azalamaya yol agmaktadir (Tesfamariam ve Cohen, 1992).
Vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin azalmasi diyabetin vaskiiler
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisinda rol oynamaktadir (Das ve Chainy, 2001).
Antioksidan ajanlar AR ve AGE olusumunu 6nleyebilmektedirler. Dolayisiyla bu
ajanlarin diyabetik komplikasyonlar1 6nlemede etkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(Jung ve ark., 2008). Cesitli antioksidan ajanlarla kronik tedavinin koruyucu
aktivitesi OH" radikalinin endotel disfonksiyon etiyolojisine etkisini gostermistir
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(Pieper ve ark., 1996; Pieper ve Siebeneich, 1998). Yapilan bir ¢alismaya gore
hiperglisemi, sigan aortunda SR {iretimi, poliol yolag1 aktivasyonu ve degisen L-
arjinin metabolizmas1 {iizerinden endotele bagli anormal gevsemeye yol
acabilmektedir (Taylor ve Poston, 1994). SR olusumu hem normal hem de
diyabetik kan  damarlarinda  endotele bagimli  gevsemeyi  ortadan
kaldirabilmektedir. Ayrica artan glikoz maruziyeti ile olusan ACh’a verilen
endotele bagimli gevseme cevabinin  bozulmasindan antioksidanlarla
korunulabilecegi gosterilmistir (Tesfamariam ve Cohen, 1992; Taylor ve Poston,
1994). Diyabet arterlerinden ex vivo SOD perfizyonunun NO’ya bagimli
gevsemeyi diizelttigi gosterilmistir (Pieper ve ark., 2002). Vitamin E takviyesinin
endotel disfonksiyonunu diizelttigi gosterilmistir (Skyrne-Hibes ve ark., 2000).

Test maddelerinden PA, 6 haftalik STZ-diyabetik hayvanlarda degisiklik
gbzlenmez iken, gevseme cevabina neden olan muskarinik reseptor afinitesini
saglikli hayvanlarin reseptor afinitesine gore diistirmiistir. DM ile reseptor
afinitesinde  degisiklik olugmadigr i¢in bu etkinin diyabetik vaskiiler
komplikasyonlarla iliskili olmadig1 diisiiniilmiistiir.

Izole Vas deferens cevaplarina ait bulgular

Alt1 haftalik deney siiresi tamamlandiktan sonra hayvanlar servikal dislokasyon
yoluyla 6ldiiriilmiis ve zaman kaybedilmeden Vas deferensleri izole edilerek doz-
cevap egrileri alinmistir.

+ K
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Sekil 26: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplarimin Vas deferenslerinden Alinan FE
Cevaplari, n=6
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Cizelge 7: Saghklh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplan Vas deferens FE Cevaplarinin pD,
ve E,..x Degerleri

pD,+S.H. E paxtS.H.
K 5.63+0.04 100+0.00
DMK 5.76+0.07 "122.60+5.49
DM+p-OHBA 5.85+0.07 111£7.15
pD,; agonist afinite konstanti, *Emax; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farklihk p<0.05, n=6

Sagliklt kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve p-OHBA uygulanan
(DM+p-OHBA) hayvan gruplarinin Vas deferensleri alindiktan sonra FE ile
olusturulan kasilma cevaplar kaydedilmis (Sekil 26) ve pD, ve En.x degerleri
hesaplanip incelenmisti. DMK ve DM+p-OHBA grubunun verdigi kasilma
cevaplarindan hesaplanan pD, degerleri K grubuna gore anlamli farklilik
gostermemistir (Cizelge 7). 6 haftalik STZ-diyabetik sigan Vas deferensinde FE
kasilmasindan sorumlu a-adrenerjik reseptorlerin  afinitesinde degisiklik
olusmamis, p-OHBA uygulanmasinin da herhangi bir etkisi goriilmemistir.

Emax degerleri incelendiginde DMK grubunun K grubuna gore anlamli farklilik
gosterdigi (Cizelge 7) ve buradan hareketle a-adrenerjik reseptor sayisi ve/veya
postreseptdr olaylarin etkinligini arttirdig1 diiglintilmiistiir. DM+p-OHBA grubuna
ait Enx degeri ise K grubuna gore anlamlilik gostermemis (Cizelge 7), DMK
grubu degerine gore azalmis ve DMK grubuna gére anlamli olmasa da K grubu
degerine yaklagmistir. 3 haftalik STZ-diyabetik sicanlara 3 hafta siiresince p-
OHBA uygulanmast DM ile gelistigi diisiiniilen reseptdr sayist ve/veya
postreseptor olaylarin  etkinligindeki artisin  ilerlemesini kismen Onledigi
gozlenmistir.
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Sekil 27: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarinin Vas deferenslerinden Alinan FE

Cevaplari, n=6

Cizelge 8: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplan Vas deferens FE Cevaplarimin pD, ve
Eax Degerleri

pD,+S.H. E axtS.H.
K 5.63+0.04 100£0.00
DMK 5.76+0.07 "122,60+5.49
DM+PA 5.58+0.08 115.50£5.98
pD,; agonist afinite konstanti, *Emax; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farkhilik p<0.05, n=6

Saglikl1 kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve PA uygulanan (DM+PA)
hayvan gruplarinin Vas deferenslerinin (Sekil 27) pD, ve En.x degerleri
hesaplanmis ve karsilagtirilmistir. pD, degerleri gruplar arasi farklilik gostermez
iken Enax degeri DMK grubunda K grubuna gore anlamli farklilik gostermistir
(Cizelge 8). STZ ile olusturulmus 6 haftalik sigan Vas deferensinin o-adrenerjik
reseptor afinitesi degismemistir. 3 hafta PA uygulanmasi da reseptdr afinitesi
lizerine etki etmemistir. DM+PA grubundan hesaplanan E..x degeri K grubuna
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gore anlamlilik gostermemis ve DMK grubuna gore degeri K grubuna
yaklagmistir (Cizelge 8). 6 haftalik STZ-diyadetik sicanlarin Vas deferensindeki
a-adrenerjik reseptor sayist ve/veya postreseptdr olaylarin etkinligindeki
degisiklik sonucu olustugu diisiiniilen anlamli artisin ilerlemesini PA uygulamasi

kismen Onlemistir.
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Sekil 28: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplarinin Vas deferenslerinden Aliman FE Cevaplari, n=6

Cizelge 9: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplan Vas deferens FE Cevaplarimin pD, ve E,,,. Degerleri

pD,+S.H. E naxtS.H.
Kontrol 5.63+0.04 100+0.00
DMK 5.7620.07 7122.60+5.49
DM+GA 5.52+0.08 115.5045.10
pD,; agonist afinite konstanti, *Pma"; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farkhihik p<0.01, n=6

Saglikli kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) GA uygulanan (DM+GA)
hayvan gruplarinin Vas deferenslerine ait FE kasilmalarinin (Sekil 28) pD, ve
Emax degerleri hesaplanmis ve karsilagtirilmistir. DMK ve DM+GA gruplarinin
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pD; degerleri K grubunun pD, degerine gore farklilik gostermemistir (Cizelge 9).
Iki gruptaki siganlarin Vas deferenslerinin a-adrenerjik reseptdr afinitesi
degismemistir.

DMK grubunun E,,.x degerinin K grubuna gore anlamli farklilik gostermesi ve
DM+GA grubunun ise gostermemesi (Cizelge 9) STZ ile diyabet olusturulmus 6
haftalik sicanlarin Vas deferensindeki a-adrenerjik reseptor sayist ve/veya
postreseptor olaylarin etkinliginde artis meydana geldigini diisiindiirmiis ve
gbzlenen anlamli artigin ilerleyisini 3 hafta sliresince GA uygulamasiin kismen
Onleyebildigi belirlenmistir.
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Sekil 29: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplarimin Vas deferenslerinden Alinan
ACh Cevaplari, n=6
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Cizelge 10: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplar1 Vas deferens ACh Cevaplarinin

pD; ve E ., Degerleri
pD,+S.H. EmaxtS.H.
K 3.84+0,04 100+0.00
DMK 4.03+0,02 "7155.40+6.36
DM+p-OHBA T H4.32+0.09 T 136.80+4.84
pD,; agonist afinite konstanti, E,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farkliik ““"p<0.001, Diyabete Gore Anlamh Farklilik *p<0.05,
#p<0.01, n=6

Sagliklt kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve p-OHBA uygulanan
(DM+p-OHBA) hayvan gruplarmin Vas deferenslerinin ACh’a kars1 verdigi
kasilma cevaplar1 kaydedilmis (Sekil 29) ve pD; ve Enax degerleri hesaplanmustir.
DMK grubunun pD, degeri K grubunun pD, degerine gore anlamli farklilik
gostermemis fakat DM+p-OHBA grubuna ait pD, degeri hem K grubuna gore
hem de DMK grubuna gore anlaml farklilik gostermistir (Cizelge 10). p-OHBA
hem saglikli hem de 6 haftalik STZ-diyabetik siganlarda degismeyen muskarinik
reseptOr afinitesini her iki gruba gore anlamli derecede arttirmistir. Bu arttirici
etkiyi DMK grubunda herhangi bir farklilik gézlenmediginden, DM ile gelisen
komplikasyonlardan bagimsiz sekilde olusturdugu diistintilmiistiir.

DMK grubunun En.x degeri K grubunun E. degerine gore anlamli bir sekilde
yukselmistir (Cizelge 10). DM-+p-OHBA grubunun E,,x degeri ise K grubuna
gore anlamli artig gostermis fakat DMK grubuna gore anlamli bir diislis
gostermistir (Cizelge 10). 6 haftalik STZ-diyabetik siganlarin Vas deferenslerinin
ACh kasilmasina aracilik eden muskarinik reseptdr sayisi ve/veya postreseptor
olaylarin etkinliginde artis oldugu diistiniilmiis, p-OHBA uygulanmasinin bu artisi
normalize duruma getiremese de anlamli Olgiide ilerlemesini Onledigi
gozlenmistir.
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Sekil 30: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarinin Vas deferenslerinden Aliman ACh

Cevaplari, n=6

Cizelge 11: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplan Vas deferens ACh Cevaplarinin pD, ve

E...x Degerleri

pD£S.H. EpnaxtS.H.

K 3.84+0.04 1000.00
DMK 4.03+0.02 77155.40+6.36
DM+PA 3.97+0.05 #112.70+6,09

pD,; agonist afinite konstanti, E,,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farkhhk ““p<0.001, Diyabete Gore Anlamh Farkhhk “#p<0.001,

n=6

Saglikli Kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve PA uygulanan (DM+PA)
hayvan gruplarinin Vas deferenslerinin ACh kasilma cevaplarindan (Sekil 30)
hesaplanan pD; ve Enmax degerleri incelenmistir. DMK ve DM+PA grubunun pD;
degerinin K grubuna gore anlamh farklilik gostermedigi belirlenmistir (Cizelge
11). 6 haftalik STZ-diyabetik sicanlarin muskarinik reseptor afinitesi degismemis
ve PA uygulanmasinin reseptor afinitesi lizerine herhangi bir etkisi olmamustir.
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Emax degerleri incelendiginde DMK grubunun K grubuna gére, DM+PA grubunun
da DMK grubuna gore anlamli farklilik gosterdigi goriilmiistiir (Cizelge 11). 6
haftalik STZ-diyabetik sigan Vas deferensinin muskarinik reseptor sayisi ve/veya
postreseptor olaylarin etkinliklerinin artmis oldugu 3 haftalik PA uygulanmasinin
bu artis1 Onledigi diistiniilmiistiir.
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Sekil 31: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplarinmin Vas deferenslerinden Alinan ACh Cevaplari, n=6

Cizelge 12: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplan Vas deferens ACh Cevaplarinin pD, ve E,.

Degerleri
pD,£S.H. EmaxtS.H.
K 3.84+0.04 100+0.00
DMK 4.03+0.02 "155.40+6.36
DM+GA T H4.48+0,14 #91.93+5.01
pD»; agonist afinite konstanti, E,,,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farkhhk ““p<0.001, Diyabete Gore Anlamh Farklihk *p<0.01,
#p<0.001, n=6
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Saglikli kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve GA uygulanan (DM+GA)
hayvan gruplarinin Vas deferens iizerinde olusturulan ACh ile kasilma cevaplari
(Sekil 31) iizerinden pD; ve Eg.x degerleri hesaplanmis ve karsilastirilmistir.
DMK grubunun pD; degeri anlaml1 sekilde degismemistir fakat DM+GA grubunu
pD, degeri K grubuna ve DMK grubuna gore anlamli bir artig gostermistir
(Cizelge 12). GA uygulamasimin 6 haftalik STZ-diyabetik sicanlarda
degismemesine ragmen muskarinik reseptor afinitesini degistirmesi gosterdigi bu
arttirici etkinin diyabetik komplikasyonlarla iligski olmadigini diisiindiirmiistiir.

Emax degerleri incelendiginde, DMK grubunun E;.x degerinin K grubuna gore,
DM+GA grubunun E.c degerinin ise DMK grubununkine gore anlamli farklilik
gostermesi (Cizelge 12). STZ uygulanan 6 haftalik si¢anlarin Vas deferensinde
ACh kasilmasindan sorumlu muskarinik reseptorlerin sayis1 ve/veya postreseptor
olaylarin etkinliginde artig gergeklestigi seklinde yorumlanmis ve GA’nin 3 hafta
siiresince uygulanmasinin bu artis1 6nlemedigini diisiindiirmiistiir. Hatta anlaml
bir farklilik olusturmasa da GA uygulamasinin E,.x degerini K grubunun E,.
degerinin altina diislirmiis oldugu goézlenmistir. GA’nin DM ile gelisen artis
Onleyici etkisinin, E, degerinin K grubundaki degerin altina diigmesi nedeniyle
diyabetik komplikasyonlardan bagimsiz sekilde gerceklestigi diistiniilmiistiir.

Deneysel diyabet cesitleri Vas deferensin belirli agonistlerle degisen ¢eliskili
cevaplar vermesine neden olmaktadir (Oztiirk ve ark., 1996b). Yapilan ¢alismalar
deneysel diyabette serum androjen diizeylerinin diistiigiinii ve Vas deferens
cevabiminin degistigini gostermektedir. Alloksan ile olusturulmus diyabette Vas
deferensin mikroskopik incelenmesi sonucu anormal ve bozulmus noradrenerjik
sinir profili gosterilirken, STZ ile olusturulan modelde bozukluga rastlanmadig:
bildirilmistir (Oztiirk ve Aydin, 2006). Kisa donem diyabette a-adrenerjik
agonistlere ve sempatik sinir stimiilasyonuna cevabin arttig1 fakat uzun dénemde
azaldig1 bildirilmistir (Longhurst, 1990; Oztiirk ve ark., 1994d). Alloksan veya
STZ ile wuzun siireli diyabet olusturulmus sicanlarda adrenerjik sinir
stimiilasyonuna karsi bozulmus cevaplar ile eksojen ACh, noradrenalin ve FE’e
kars1 hipersensitivite olusumu rapor edilmistir. Diyabetik Vas deferensin artan o-
adrenerjik cevabi, a-adrenoseptorlerin sayisinin ya da afinetisinin artmasindan
ziyade bozulan postreseptor olaylarm etkinligine baglanmustir (Oztiirk ve Aydin,
2006). Na',K'-ATPaz ve Ca'" kanallar1 aktivitesinin artisi bu diiz kasta
noradrenaline artan cevaptan sorumlu mekanizma olarak rapor edilmistir (Peredo
ve Borda, 1985; Sakai ve Honda, 1987). Kalmodulin diizeyi STZ diyabetik
sicanlarda etkilendigi rapor edilen diger bir sinyal transdiiksiyon mekanizmasidir.
Kalmodulin miyozin hafif zincir kinaz aktivasyonunu saglayarak diiz kas
kasilmasinda &nemli rol oynamaktadir (Oztiirk ve Aydm, 2006). STZ ile DM
olusturulmus hayvanlarin Vas deferensinin KCl ile olusturulan kasilma yanitlari
incelenerek yanitlarin arttig1 gosterilmis ve buna bagli olarak hiicre i¢i depolardan
Ca"" bosalmasinin arttigi  diisiiniilmiistir (Sakai ve ark., 1989). Ca'™
duyarlihgindaki bu degisim Ca™ akisindaki degisikliklere, kalmodulin
afinitesindeki degisimlere ve/veya kalmodulin dilizeyindeki degisikliklere
baglanmaktadir. STZ ile DM olusturulduktan 8 hafta sonra sicanlardan alinan
aorta ve Vas deferens diiz kaslar1 iizerinde yapilan bir ¢alismada kalmodulin
diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir (Oztiirk ve ark., 1994c). Bu noktada diiz kas
kalmodulin diizeylerindeki degisim Ca" kanallar iizerinden akisi artan Ca ~a
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cevaptaki adaptif mekanizma olarak diisiiniilmektedir (Oztiirk ve Aydin, 2006).
Ayrica, voltaja bagimli ve reseptdre baglh Ca' kanallarinin aktivitesinde ve Ca’™"
akiginda artma meydana gelmesinin diyabetik Vas deferenste kasilma cevaplarinin
potansiyalize edilmesine katki sagladigi gosterilmistir (Sakai ve Honda, 1987).
Fosfotidilinositol turnoverindaki artis STZ-diyabetik sicanlardan izole edilen vas
deferenste gézlenmistir (Sakai ve ark., 1989). Fosfotidilinositol turnoverindaki bu
degisim intraseliller depolardan artan Ca™ salmimi nedeniyle Vas deferens
dokusunda gosterlen kalsifikasyonun olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Oztiirk ve ark., 1996b).

Yapilan bagka bir ¢calismada noradrenalin kasilmasinin STZ-diyabetik sicanlarda
arttigi, elektriksel stimiilasyonla azaldigi gosterilmis fakat KCl kasilmalarinin
degismedigi gozlenmistir. Calismada gdzlenen artmis o-adrenerjik cevap,
noradrenalin kasilmasinin pD, degerlerinin degismemesi nedeniyle o-reseptor
afinitesinin artmasindan ziyade yeni reseptdr sentezi, diyabet nedenli noropati
nedeniyle postreseptdr olaylarin aktivasyonuna dayandirilmistir (Glines ve ark.,
2004). Diyabetik sican Vas deferensinin kasilma cevabmin FE ile artip sinir
stimiilasyonu ile azalmasinin gosterilmesi reseptdr aracilikli siiregte denervasyon
benzeri siipersensitivite ile agiklanmaktadir (Longhurst, 1990). Alternatif olarak,
cevaptaki bu artisin KCl kasilmalar1 degismemesine ragmen DAG kinazin bazal
aktivitesinde artisin ve fosfotidilinozitol turnoverimin hizlanmasi araciliiyla
diyabetik Vas deferensin sarkoplazmik retikulumundan Ca"™ salimminda artisi ile
yakindan iligkili olabilecegi diislintilmiistiir (Glines ve ark., 2004).

Diyabetle gelisen oksidatif stresin periferal sinirlerde, dorsal kdkte sempatik
gangliyonlarda etkili oldugu agiktir. Uzun donem deneysel diyabetik sicanlarin Vas
deferensinin noradrenerjik sinirlerinin stimiilasyonu sonucu verdigi cevabin
bozuldugu, eksojen noradrenaline, FE, ATP ve ACh’a karsi asir1 duyarlilik
gosterdigi rapor edilmistir (Peredo ve ark., 1984; Longhurst, 1990). Sican Vas
deferensindeki diger bir degisiklik muskarinik reseptor yogunlugunun artmasi ile
iligkili olarak muskarinik cevaplarin artmasidir (Longhurst, 1990; Kamai ve ark.,
1994). STZ’li sicanlarda M; muskarinik reseptorlerin up regiilasyonu
gosterilmistir. Cevaplardaki bu artig erkek siganlarda dolasimdaki testesteron
diizeyinin azalmasiyla iligkili olarak goriilmektedir (Longhurst, 1990).

Tez kapsaminda olusturulan 6 haftalik STZ-diyabetik si¢anlarin Vas deferensinde
adrenerjik ve kolinerjik kasilma cevaplariin bozuldugu ve saglikli hayvanlara
gore anlamli Olglide arttigi belirlenmistir. Reseptdr afinitesinde anlamli bir
bozulma gozlenmediginden, FE ve ACh ile olusturulan kasilmalardaki artisin
adrenerjik ve muskarinik reseptor sayisi veya bahsedilen reseptor sonrasi olaylarin
etkinligindeki bozulmalardan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Diyabetik hayvanlarda artan oksidatif stres ile otonomik sinir sisteminin
fonksiyon, yap1 ve biyokimyasal anormalliklerinin arasindaki iliski rapor
edilmistir (Nickander ve ark., 1994; Obrosova, 2002). Gelisen anormalliklerin
erektil disfonksiyon, bozulmus ejakiilasyon ve fertilite azalmasi iizerine etkileri
oldugu bilinmektedir (Richardson ve Vinik, 2002; Zangen ve ark., 2002). DM’in
erektil disfonksiyon i¢in kritik olan periferal doku uyarimi ve kasilmasi iizerine
patolojik etkisinin oldugu bilinmektedir (Ryu ve ark.,, 2005). Degisik
antioksidanlarla tedavi anormal sinir fonksiyonu ve biyokimyasini dnleyebilmekte
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ya da diizeltebilmekte, SR’lerin hasar verici etkilerinden sinirleri
koruyabilmektedir (Albino-Teixeira ve ark., 1991; Karasu ve ark., 1995). 8
haftalik STZ-diyabetik sicanlarla yapilan ¢alismada artan adrenerjik Vas deferens
kasilmalar1 stobadin isimli antioksidan tedavisi ile normalize olmustur. Elektriksel
stimiilasyonla azalan cevabi ise kismen diizeltmistir (Giines ve ark., 2004).

Tez kapsaminda STZ-diyabetik Vas deferens iizerinde olusturulan kasilmalara
etkileri incelenen fenolik asitlerin 6 haftalik STZ-diyabet ile degismeyen Vas
deferens adrenerjik uyariminda reseptor afinitesi {izerine anlamli bir etkisi
olmadig1 goriiliirken, diyabetik hayvanlarda degismemesine ragmen p-OHBA ve
GA’nin muskarinik reseptorlerin afinitesini arttirdigi, PA’nin ise etkilemedigi
belirlenmistir. Aorta verilerinde ise yalnizca p-OHBA’nin reseptor afinitesi
lizerine etkili oldugu gosterilmistir. incelenen 3 test maddesinin adrenerjik
reseptor aracilikli kasilmadaki artist kismen oOnledigi bu etkiyi icerdikleri —OH
sayistyla baglantisiz sekilde gerceklestirdikleri goriilmektedir.

Calismalarimizda kullanilan test maddelerinin muskarik reseptorlerde STZ ile 6
haftada olusan kasilma cevaplarindaki artis1 ise anlamli derecede onledikleri ve bu
etkiyi icerdikleri —OH sayisiyla dogru orantili bir sekilde gerceklestirdikleri
gorlilmektedir. Test maddelerinin muskarinik kasilma {zerine etkilerinin
antioksidan 6zellikleriyle iliskisi olabilecegi veya GA’nin saglikli hayvanlara gore
anlamli derecede olmasada kasilma cevabini diisiirmesi nedeniyle diyabet
komplikasyanlarina bagli olmayan ve antioksidan etkinlikleriyle iligki olmayan
mekanizmalarla  gerceklesmis  olabilecegi  diisiiniilmiistir. ~ Muskarinik
reseptorlerin afinitesinde gosterilen etkilerin ise diyabetle birlikte herhangi bir
degisiklik gézlenmemesi sebebiyle yine baska mekanizmalar iizerinden olustugu
diisiiniilmiigtiir. Adrenerjik reseptdr aracilikli kasilma iizerine ise saglikli
hayvanlara gore durumu kotiilestirmedigi icin DM ile artan oksidatif stresten
Otiirii  olusan hasar verici etkilerin ilerlemesini kismen Onleyebilecegi
diisiiniiliirken bu etkiyi antioksidan giicleriyle dogru orantili gergeklestirmedikleri
icin farkli mekanizmalarin bu etkide rol oynadig: akla gelmistir.

Izole mide fundus cevaplarina ait bulgular

Tiim gruplara ait hayvanlarin funduslar1 6. haftanin sonunda ¢ikarilmis ve doz-
cevap egrileri alinmistir.
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Sekil 32: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA)Hayvan Gruplarinin Fundusundan Alman ACh

Cevaplari, n=6

Cizelge 13: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplar1 Fundus ACh Cevaplarinin pD, ve

Eax Degerleri

pD,£S.H. EpnaxtS.H.
K 4.82+0.16 100+0.00
DMK 4.67+0.07 97.414+5.23
DM+p-OHBA 4.93+0.07 T H68,03+4.70

pD,; agonist afinite konstanti, E,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlaml Farkhhk “p<0.001, Diyabete Gore Anlamh Farkhihik ##p<0.001,

n=6

Sagliklt kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve p-OHBA uygulanan
(DM+p-OHBA) hayvan gruplarinin funduslarinin ACh ile kastirilmast sonucu
elde edilen cevaplardan (Sekil 32) hareketle hesaplanan pD; ve E.x degerleri
incelenmistir. DMK ve DM+p-OHBA gruplarinin K grubuna gére pD, degerleri
anlamli bir degisiklik gdstermemistir (Cizelge 13). 6 haftalik STZ-diyabetik sigan
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funduslarinda degisiklige ugramamis ACh kasilmasina aracilik eden muskarinik
reseptor afinitesi p-OHBA uygulamasindan da etkilenmemistir.

Emax degerleri incelendiginde ise DMK grubunun K grubuna gore anlamli farklilik
gostermedigi fakat DM+p-OHBA grubunun E,,.x degerinin hem K hem de DMK
grubunun E.x degerine gore anlamli diislis gosterdigi belirlenmistir. Bu durum,
muskarinik reseptor sayist ve/veya postreseptor olaylarin etkinliginin azaldigi
biciminde yorumlanmistir (Cizelge 13). p-OHBA’nin reseptdr sayisi ve/veya
postreseptor olaylar iizerine olan bu azaltict etkisinin, DMK grubunun E,,, degeri
degismedigi i¢in  diyabetik komplikasyonlarla iligkili  olmayabilecegi
diistinilmistir.
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Sekil 33: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarinin Fundusundan Alinan ACh Cevaplar,

n=6
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Cizelge 14: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplar:1 Fundus ACh Cevaplarimin pD, ve E,,,

Degerleri
pD£S.H. EpnatS.H.
K 4.82+0.16 100+0.00
DMK 4.67+0,07 97.41+5.23
DM+PA 4.56+0.07 T71.27+4.39
pD,; agonist afinite konstanti, E,,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farkhhk ““p<0.001, Diyabete Gore Anlamh Farkhhk “#p<0.001,
n=6

Saglikl1 kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve PA uygulanan (DM+PA)
hayvan gruplarinin fundusundan alinan cevaplarin (Sekil 33) pD, ve Epnax
degerleri karsilastirilmig ve gruplar arasi pD, degerlerinde anlamli farklilik
goriilmemistir (Cizelge 14). STZ ile 6 haftalik diyabet olusturulmasi ve PA
uygulanmas1 muskarinik reseptor afinitesinde degisiklige neden olmamustir.

DMK grubunun E.,x degeri K grubuna goére anlamli farklihik gostermemis,
DM+PA grubunun E.c degeri ise K ve DMK gruplarina gore anlamh sekilde
azalmistir (Cizelge 14). Bu verilerden hareketle, PA uygulanmasinin muskarinik
reseptor sayisi ve/veya postreseptor olaylarin etkinligi {lizerine olan bu olasi
azaltic1 etkisinin, 6 haftalik STZ-diyabetik sicanlarda degisiklik gerceklesmedigi
icin DM ile gelisen komplikasyonlardan bagimsiz nitelikte oldugu diisiiniilmiistir.
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Sekil 34: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplarinin Fundusundan Alinan ACh Cevaplari, n=6

Cizelge 15: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplar1 Fundus ACh Cevaplarinin pD, ve E,,,x Degerleri

pD,+S.H. EnaxtS.H.
K 4.82+0.16 100+0.00
DMK 4.67+0.07 97.41+£5.23
DM+GA 5.00+0.10 91.33+6.40
pD»; agonist afinite konstanti, E,,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata, n=6

Saglikl1 kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve GA uygulanan (DM+GA)
hayvan gruplarinin fundusundan alinan ACh kasilma cevaplarinin (Sekil 34) pD,
ve Emax degerleri incelenmis ve her iki deger i¢in de gruplar arasi anlamli bir
farklilik gozlenmemistir (Cizelge 15). Biiyiik olasilikla, 6 haftalik STZ-diyabetik
sican fundusunun ACh kasilmasina aracilik eden muskarinik reseptor afinitesi,
sayis1 ve postreseptor olaylarin etkinliginde herhangi bir degisiklik olusmamus, 3
hafta GA uygulamasi da bu durumu degistirmemistir.
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Sekil 35: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplarimmn Fundusundan Alman 5-HT

Cevaplari, n=6

Cizelge 16: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplari Fundus 5-HT Cevaplarimin pD, ve
Epax Degerleri

pD,+S.H. EmatS.H.
K 5.99+0.18 100+0.00
DMK *5.36+0.09 779.51+5.36
DM+p-OHBA 5.66+0.09 T H55.01+2.40

pD»; agonist afinite konstanti, E,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farkliik “p<0.05, “'p<0.01, ““p<0.001, Diyabete Gore Anlamh
Farkhhk **p<0.001, n=6

Saglikli kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve p-OHBA uygulanan
(DM+p-OHBA) hayvan gruplarinin funduslarinda 5-HT ile kastirildiktan sonra
kaydedilen cevaplarin (Sekil 35) pD, ve En.x degerleri hesaplanmistir. DMK
grubunun pD, degeri K grubuna gore anlaml farklilik gostermistir (Cizelge 16). 6
haftalik STZ-diyabetik sicanlarin funduslarinda 5-HT kasilmasina aracilik eden
serotonerjik reseptor afinitesinin anlamli 6l¢iide azaldigi goriilmiistiir. DM+p-
OHBA grubunun pD; degeri ise anlamli bir farklilik gostermemistir (Cizelge 16).
DM ile gelisen reseptor afinitesindeki degisimin ilerlemesini kismen

Onleyebilmistir.
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Gruplarin  E,.x degerleri karsilastirildiginda DMK grubunun saglik kontrol
hayvanlarinin degerine gore anlamli bir azalma goézlenirken, DM+p-OHBA
grubunun hem K grubuna hem de DMK grubuna gore anlamli derecede azaldigi
belirlenmigtir (Cizelge 16). Bu veriler dogrultusunda STZ ile DM olusturulmus 6
haftalik siganlarin mide fundusunda azaldigi diisliniilen serotonerjik reseptor
sayist ve/veya postreseptor olaylarin etkinligindeki degisimin ilerlemesi 3 hafta
siiresince p-OHBA uygulanmasi ile Onlenememis, aksine uygulama cevap
azalmasinin ilerlemesine neden olmustur.
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Sekil 36: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarinin Fundusundan Alinan 5-HT Cevaplar,

n=6

Cizelge 17: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplar: Fundus 5-HT Cevaplarinin pD; ve E, .«

Degerleri
pD£S.H. E o tS.H.
K 5.99+0.18 100+0.00
DMK 5.36+0.09 "79.51+5.36
DM+PA '5.42+0.07 63.76+6.29
pD,; agonist afinite konstanti, *Emax; n}gksimun:**% kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farklihk p<0.05, p<0.01, p<0.001, n=6
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Saglikli kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve PA uygulanan (DM+PA)
hayvan gruplarmin fundusundan alinan 5-HT ile kasilma cevaplarindan (Sekil 36)
hesaplanan pD, ve E.x degerleri incelenmistir. DMK ve DM+PA gruplarinin pD,
ve Emax degerleri K grubuna gore anlamli bir azalma gostermistir (Cizelge 17). 6
haftalik STZ-diyabetik hayvanlarin fundusunda serotonerjik reseptdr afinitesi
azalmis ve 3 hafta PA uygulanmasi bu azalmanin ilerlemesini kismen olumlu
sekilde etkilese de anlaml1 derecede dnlenmesinde yeterli olamamustir.

DMK grubunun E, degeri K grubuna gore anlamli bir farklilik géstermistir
(Cizelge 17). Bu durum serotonerjik reseptdr sayist ve/veya postreseptor olaylarin
etkinliginde azalma gergeklesmis olabilecegini akla getirmistir. DM+PA
grubunun E., degeri de K grubunun E,.x degerine goére anlamli bir azalma
gostermis, hatta bu azalma DMK grubundan daha fazla olusmustur. PA
uygulamasi bu degerlerin azalmasini 6nleyememis DMK grubuna gore anlamli
olmasa da azalmayi ilerletmistir.
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Sekil 37: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplarinin Fundusundan Alinan S-HT Cevaplari, n=6
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Cizelge 18: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DM) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplari1 Fundus 5-HT Cevaplarinin pD, ve E,;,,, Degerleri

pD,£S.H. EumaxtS.H.
K 5.99+0.18 100+0.00

DMK '5.36+0.09 "79.51+5.36

DM+GA '5.33+0.05 77.76+7.67

pD»; agonist afinite konstanti, E,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farklilik "p<0.05, ““p<0.01, n=6

Saglikl1 kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DM) ve GA uygulanan (DM+GA)
hayvan gruplariin funduslarinin 5-HT ile olusturduklari kasilma cevaplarinin
(Sekil 37) pD, ve Enax degerleri hesaplanmis ve karsilagtirllmistir. DMK ve
DM+GA grubuna ait pD, degerleri K grubuna gore anlamli olarak diigmiistiir
(Cizelge 18). 6 haftalik STZ-diyabetik sigan fundusunda serotonerjik reseptor
afinitesinin azalmasini 3 hafta GA uygulamasi hicbir sekilde etkilememistir.

Emax degerleri incelendiginde de DMK ve DM+GA grubuna ait degerlerin K
grubuna gore anlamh farklilik gosterdigi (Cizelge 18), bu verilere dayanarak 6
haftalik STZ-diyabetik si¢anlarin  mide fundusunda azaldig1 diisiiniilen
serotonerjik reseptdr sayi ve/veya postreseptdr olaylarin etkinligini GA
uygulamasinin degistirmedigi belirlenmistir.

Yapilan deneysel diyabetik hayvan caligmalarinda gastrointestinal sistemde
adrenerjik, kolinerjik, serotonerjik ve ViPerjik uyarimin bozuldugu gdsterilmistir
(Schmidt ve ark., 1981; Lincoln ve ark., 1984). Sicanlarda alloksan veya STZ ile
diyabet olusturulduktan 8 hafta sonra alinan ileum, duodenum ve fundus ile
yapilan bir caligmada gastrointestinal sistemdeki serotonerjik ve [-adrenerjik
cevaplarin azaldig1 fakat kolinerjik cevaplarin degismedigi gosterilmistir. Yapilan
calismada serotonin cevaplarinin pD; degerleri fundusta azalmistir, bu bulgu DM
ile birlikte serotonin reseptdrlerinin afinitesinin diistiigiinii gostermektedir (Altan
ve ark., 1987). Diyabetik si¢anlarin gastrointestinal sistemindeki B-adrenerjik ve
serotonerjik cevaplarindaki azalma, DM’ nin klinik belirtileri ile yakindan ilgili
olan uzun-dénem diyabetik komplikasyonlar olarak rapor edilmistir (Yildizoglu-
Arn ve ark., 1988). PKC aktivitesinin STZ’li sicanlarda azaldigi bildirilmistir.
PKC’nin maksimum aktivitesi i¢cin Ca'’a ve kalmoduline ihtiya¢ oldugu
bilinmektedir. PKC iyon kanallarinin i¢ yiiziinlin fosforilasyonunu saglayarak
Ca"" kanal aktivitesinde dnemli bir rol oynamaktadir (Oztiirk ve ark., 1996b).
Ancak bu verilere ters bir sekilde, 3, 6 ve 12 haftalik STZ diyabetik sicanlarin
fundusunda KCl’e kars1 artmis kasilma cevaplarinin elde edildigi rapor edilmistir.
Gastrik fundusun KCI’e kars1 hiperaktivitesi Ca"" akisinda artis gozlenmesinden
dolay1 voltaja bagli Ca™" kanallarinin sayisina veya aktivite artisina ya da Na'" K-
ATPaz aktivitesindeki artisa dayandirilmaktadir (Aihara ve Sakai, 1989; Barada
ve ark., 1994). Ayrica, ACh ile olusturulan kasilma cevaplarindaki artis STZ-
diyabetik si¢anlardan izole edilen gastrik fundus preparatlarinda gézlenmis ve in
vivo insiilin tedavisi ile dogrulanmustir (Aihara ve Sakai, 1989). Cesitli diiz kas
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preparatlarinin Ca’a cevabi degerlendirildiginde diyabetik diiz kaslarm Ca™’a

duyarliiginin degistigi ve bu degisimin Ca’™" akisindaki degisiklikten, kalmodulin
diizey veya afinitesinin degismesinden kaynaklandig1 bildirilmistir (Oztiirk ve
ark., 1987; Aihara ve Sakai, 1989). Deneysel diyabette gastrointestinal diiz
kaslarin bozulmus fonksiyonlarindan G-proteinleri de sorumlu olabilmektedir.
STZ’1i ve db/db spontan diyabetik farelerde gastrik antral diiz kasin kolinerjik
agonistlere karsi azalan kasilma cevabi gosterdigi bulunmustur. Bu degisiklikler
hem muskarinik reseptorlerin azalan afinitesine hem de G-proteinlerinin degisen
aktivitelerine baglanmaktadir (Soulie ve ark., 1992).

Tez deneyleri i¢in olusturulan 6 haftalik STZ-diyabetik sican funduslarinin
muskarinik reseptdr afinitelerinde azalma gozlenmezken serotonerjik reseptor
afiniteleri diismiistiir. Ayn1 zamanda muskarinik reseptér sayist ve/veya
postreseptdr mekanizmalarin etkinliginde diisiis akla getirmesine ragmen bu diisiis
anlamli degildir. Fakat serotonerjik reseptdr sayist ve/veya postreseptor
mekanizmalarin etkinliginde azalmay1 akla getiren E,x degeri diisiisii anlamlidir
Bu diisiis G proteinlerinin veya PKC aktivitesinin diisiisiiyle veya Ca'’a
duyarliligin bozulmastyla iliskilendirilmistir.

DM ile gelisen komplikasyonlardan bir tanesi de gastroenteropatidir ve DM ile
oksidatif stresin iligkisi ortaya koyulduktan sonra sinirsel iletimin hasarlanmasinin
artan oksidatif strese bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (Bijender ve ark., 2003).
Vitamin E ile STZ-diyabetik hayvanlarda kolon azalan kolinerjik uyarimin
diizeltilebildigi gosterilmistir (Bijender ve ark., 2003).

Tez kapsaminda denenen antioksidan oOzellikli fenolik asitlerin muskarinik
reseptor afinitesi iizerine herhangi bir etkisi olmamustir. Muskarinik reseptor
sayist ve/veya post reseptor mekanizmalarin etkinliginde ise saglikli ve diyabetik
hayvanlara gore anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu diisiiniilmiistiir. STZ
ile olusturulan 6 haftalik diyabette bu parametreler anlamli olarak degismemesine
ragmen sayisal anlamda bir diisiis s6z konusudur. Test maddelerinin diyabet ile
gelisen bu anlamsiz diisiisii anlamli hale getirmis olabilecegi veya gosterdikleri bu
etkinin diyabetle gelisen komplikasyonlardan bagimsiz sekilde gerceklestirdigi
diistiniilmektedir. Ayrica test maddelerinden p-OHBA’nin kasilma cevabini en
cok diistiren, GA’nin ise saglikli hayvanlara goére anlamsiz olacak sekilde en az
diisiiren fenolik asit oldugu goriilmiistiir. Yani etki —OH sayisi ile ters orantili
sekilde ortaya cikmustir. Azalan serotonerjik reseptor afinitesini ise p-OHBA
arttirarak kismen diizeltirken, bu artista PA daha az etkili olmus, GA ise etkili
olamamustir. Serotonerjik reseptor afinitesi lizerine olan azalmay1 dnleyici etkileri
de —OH sayilarina ters orantili sekilde gerceklesmistir. Test maddeleri DM ile
degistigi diisiiniilen serotonerjik reseptor sayisi ve/veya postreseptor olaylarin
etkinligindeki azalmayi, yine —OH sayilar1 ile ters orantili bir sekilde
ilerletmislerdir. Maddelerin saglikli hayvanlara gére muskarinik reseptor say1
ve/veya postreseptdr olaylarin etkinligini bozmasi, serotonerjik reseptor sayi
ve/veya postreseptor olaylarin etkinliinin azalmasini ilerletmesi ve bunlart -OH
grubu sayilarina ters orantili sekilde yapmasi, kullanilan fenolik asitlerin koruyucu
antioksidan 6zelliklerine zit bir sekilde hasar verici etkinlikleri olabilecegini akla
getirmistir. Bu verilerdekine benzer etkilere tez kapsamindaki Vas deferens
verilerinde de rastlanilmustir.

67



Askorbik asit, kersetin, GA ve karotenoidler gibi cesitli antioksidanlarin,
prooksidan etkinlik de gosterebilecekleri yapilan cesitli ¢calismalarla gosterilmistir
(Young ve Lowe, 2001; Schmalhausen ve ark., 2007; Park ve Lee, 2008; Gil-
Longo ve Gonzélez-Véazquez, 2009). Metal iceren sulu sistemlerde, vitamin C
prooksidan olarak davranmakta ve metalleri rediikte ederek oksidasyon
katalizatorii gorevi tstlenmektedir (Aliste ve Del Mastro, 2004). Ayni sekilde
fenolik asitler gibi fenolik bilesiklerin belirli kosullarda prooksidan ve sitotoksik
ozellik gosterdikleri bildirilmistir (Summers ve Felton, 1994; Yamanaka ve ark.,
1997; Sugihara ve ark., 1999; Fukumoto ve Mazza, 2000; Galati ve O'Brien,
2004; Skerget ve ark., 2005). Linoleik asit emiilsiyonuna bakir ilave edilerek
ortam oksitlenmis, malondialdehit yiizdeleri ol¢iilerek kafeik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, GA, salisilik asit, p-OHBA, PA ve vanilik asit’ in disiik
konsantrasyonlarda prooksidan etki gosterdikleri gozlenmistir (Fukumoto ve
Mazza, 2000). Fenolik bilesiklerin prooksidan/antioksidan Ozellikleri geg¢is
metalleri ve O, indirgeme potansiyellerine, SR iiretme potansiyellerine, selat
olusturma ozelliklerine, pH ve yagdaki ¢oziiniirliiklerine gore degisebilmektedir
(Decker, 1997; Sergediené ve ark., 1999; Sakihama ve ark., 2002). Fenolik
bilesiklerin, Fe”™" ve Cu' gibi redoks aktif gecis metal iyonlar1 varhginda
prooksidan ozelliklerinin arttig1 bilinmektedir (Cao ve ark., 1997; Sugihara ve
ark., 1999). Fe™" ve Cu"" iyonlariin birikimi SR olusumunun artmasina neden
olabilmektedir (Prat ve ark., 2009). Metal gecis iyonlarinin diizeylerinin DM’de
degistigi gosterilmistir (Cooper ve ark., 2004). Deneysel diyabet olusturulmus
siganlarda polifaji ve yakit metabolizmasindaki degisimlerin dokularda gecis
elementlerinin birikimine neden oldugu gosterilmistir (Oster ve ark., 1994). Tez
kapsaminda olusturulan 6 haftalik STZ-diyabetik siganlarda polifaji gézlenmistir.
Zn"" eksikligi diyabetin 6nemli semptomlarindan bir tanesidir (Brandao-Neto ve
ark., 2003). Zn""/Cu"" oraninin DM’ de azaldign1 gosteren galismalar mevcuttur
(Prat ve ark., 2009; Aguilar ve ark., 1998). Fe™" ve Cu™’nun membran
bilesenlerine baglandigi ve lipid peroksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir.
Zn" fosfolipidlerde Fe™" ve Cu'’nun baglandig1 bolgeleri isgal ederek
antioksidan ozellik gostermektedir (Zago ve Oteiza, 2001). Ayrica Fe' ve Cu™"
iyonlarmin STZ-diyabetik si¢anlarda arttigini gosteren c¢aligmalar da mevcuttur
(Prat ve ark., 2009). Bu verilere dayanarak tez kapsaminda kullanilan fenolik
asitlerin artan Fe'" ve Cu'  diizeyleri nedeniyle prooksidan dzellik gdstermis
olabilecegi diisliniilmiis, serotonerjik reseptdr afinitelerinin azalmasini antioksidan
ozelliklerine ters bir etki sirasiyla Onleyebilmesi bu diizeltici etkiyi diyabetle
bozulan mekanizmalar1 etkileyerek degil farkli mekanizmalar {izerinden
olusturmus olabilecegi kanisina varilmistir.

Izole ileum cevaplarina ait bulgular

Alt1  haftalik deney sliresi tamamlanan hayvanlarin ileumlar1 zaman
kaybedilmeden alinmig ve doz-cevap egrileri ¢ikarilmistir.
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Sekil 38: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplarinin Ileumundan Alnan ACh

Cevaplari, n=6

Cizelge 19: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve p-OH Benzoik Asit
Uygulanan (DM+p-OHBA) Hayvan Gruplar1 Ileum ACh Cevaplarinin pD, ve

E.ax Degerleri

pD%S.H. EumaxtS.H.

K 4.79+0.21 100+0.00
DMK ’5.6620.10 "151.40+7.53
DM+p-OHBA ¥5.56+0.24 T 87+5.07

pD,; agonist afinite konstanti, E.,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farkliik “p<0.05, “'p<0.01, ““p<0.001, Diyabete Gore Anlamh
Farkhhk *#p<0.001, n=6

Saglikli kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve p-OHBA uygulanan
(DM+p-OHBA) hayvan gruplarindan izole edile ileum iizerinde ACh ile alinan
kasilma cevaplarindan (Sekil 38) pD, ve E..x degerleri hesaplanip incelenmistir.
DMK ve DM+p-OHBA gruplarinin pD; degerlerinin saglikli kontrol hayvanlarina
gore anlamli farklilik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 19). [leumda bulunan ve
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ACh ile kasilmaya aracilik eden muskarinik reseptorlerin afinitesinde gézlenen
artisin p-OHBA uygulamasi ile ilerlemesi 6nlenememistir.

DMK grubunun E,x degerinin K grubuna gore anlamli sekilde yiikseldigi DM+p-
OHBA grubunun E;x degerinin ise K grubu ve DMK grubu E,,.x degerlerine gore
anlamli 6l¢iide azaldigi belirlenmistir (Cizelge 19). Sonuclarin bu sekilde olmasi
6 haftalik STZ-diyabetik si¢an ileumundaki muskarinik reseptdr sayr ve/veya
postreseptdr olaylarin etkinliginde artis meydana geldigini diistindiirmiistiir.
Gelisen artisin ilerlemesini p-OHBA uygulamasi 6nlemis ve bu parametreleri K
grubuna gore de anlamli sekilde azaltmustir.

1 —+K
ileum DMK
—<—DM+PA
1801
160

140
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Sekil 39: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplarinin Ileumundan Alinan ACh Cevaplar,
n=6
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Cizelge 20: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Protokatesik Asit
Uygulanan (DM+PA) Hayvan Gruplar1 Ileum ACh Cevaplarimin pD, ve E,,,,

Degerleri
pD,£S.H. EmaxtS.H.
K 4.79+0.21 1000.00
DMK 75.66+0.10 *151.4+7.53
DM+PA "5.48+0.17 L H74.69+5.31
pD,; agonist afinite konstanti, E,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata,
Kontrole Gore Anlamh Farkhhk “p<0.05, “p<0.01, ““p<0.001, Diyabete Gore Anlamh
Farkhlik *#p<0.001, n=6

Saglikli kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve PA uygulanan (DM+PA)
hayvan gruplarinin ileum ACh cevaplarindan (Sekil 39) hareketle hesaplanan pD,
ve Enax degerleri karsilastirilmistir. DMK ve DM+PA gruplarinin pD; degerleri K
grubuna gore anlamli Olclide yiikselmistir (Cizelge 20). STZ ile diyabet
olusturulmus 6 haftalik sigan ileumunda muskarinik reseptor afinitesi artmis, 3
hafta PA uygulanmasi bu artigin ilerlemesini kismen olumlu sekilde etkilese de
anlamli derecede engelleyememistir.

DMK grubunun E,,.x degeri K grubunun E., degerine gore anlamli farklilik
gostermistir (Cizelge 20). Bu durum 6 haftalik STZ-diyabetik sigan ileumunda
ACh kasilmasina aracilik eden reseptor sayi ve/veya postreseptor olaylarin
etkinliginde artis gerceklestigi seklinde degerlendirilmistir. DM+PA grubunun
Emax degeri ise K grubu ve DMK grubuna degerlerine gore anlamli Slglide
azalmistir (Cizelge 20). 3 hafta siiresince PA uygulamasinin DM ile gelisen
muskarinik reseptor say1 ve/veya postreseptor olaylarin etkinligindeki artigin
ilerlemesini 6nledigi diisiiniilmiis ve saglikli hayvanlara gére de bu parametreleri
azalttig1 gézlenmistir.
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Sekil 40: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA) Hayvan Gruplarinin Ileumundan Alinan ACh Cevaplari, n=6

Cizelge 21: Saghkh Kontrol (K), STZ-Diyabetik Kontrol (DMK) ve Gallik Asit Uygulanan
(DM+GA)Hayvan Gruplari lleum ACh Cevaplarinin pD; ve E,,, Degerleri

pD,£S.H. EmatS.H.

K 4.79+0.21 1000.00
DMK '5.66+0.10 "151.40+7.53
DM+GA '5.74+0.15 #105.70+7.05

pD»;agonist afinite konstanti, E,,,,; maksimum % kasilma, S.H.; Standart Hata, Kontrole
Gére Anlamh Farkliik “'p<0.01, ““p<0.001, Diyabete Gore Anlamh Farkhhk *#p<0.001,

n=6

Saglikl1 kontrol (K), STZ-diyabetik kontrol (DMK) ve PA uygulanan (DM+GA)
hayvan gruplarina ait sicanlarin ileumlarindan alinan ACh kasilmalar1 cevaplarina
(Sekil 40) gore hesaplanan pD; ve Ep,x degerleri incelenmistir. DMK ve DM+GA
gruplarinin pD; degerleri K grubuna gore anlamli farklilik gostermistir (Cizelge
21). 6 haftalik STZ-diyabetik si¢an ileumunda muskarinik reseptor afinitesi
artmis, 3 hafta siiresince PA wuygulanmasi bu azalmanin ilerlemesini

Onleyememistir.
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DMK grubunun E.x degeri K grubunun E.. degeri ile karsilastirildiginda
anlaml bir artis gozlenmistir (Cizelge 21). Bu bulgu, 6 haftalik STZ-diyabetik
sigan ileumunda ACh kasilmasina aracilik eden muskarinik reseptor say1 ve/veya
postreseptdr olaylarin etkinliginde artis oldugunu diislindiirmektedir. DM+GA
grubunun E,x degeri sadece DMK grubuna gore anlamli farklilik gostermistir. 3
haftalik STZ-diyabetik sicanlara 4.haftadan itibaren 3 hafta siiresince GA
uygulanmast DM ile gelistigi diisiiniilen muskarinik reseptdr sayr ve/veya
postreseptor olaylarin etkinligindeki artisin ilerlemesini 6nledigi diisiiniilmektedir,
¢linkii cevaplar normalize olmustur.

Gastrointestinal sistemin diyabetten Onemli derecede etkilendigi bilinmesine
ragmen, diyabetik hayvan modelleri ile yapilan calismalarda ¢eliskili sonuglarla
karsilagilmaktadir. Diyabetik sican ileumunda anormal kolinerjik iletime
rastlamistir (Nowak ve ark., 1986). Immunofloresan mikroskopi ile yapilan
histokimyasal calismalar deneysel diyabette enterik sinirlerdeki norotransmitter
profillerinin degistigini ac¢iga c¢ikarmistir. Bu c¢alismalarda, STZ diyabetik
hayvanlardan alinan ileumun myenterik plexususunda adrenerjik ve serotonerjik
sinirlerde dejenerasyon belirtileri gozlenirken kolinerjik sinirlerde gézlenmemistir
(Lincoln ve ark., 1984). Aym sekilde 8 hafta sonra alinan ileum, duodenum ve
fundus ile yapilan bir ¢alismada gastrointestinal sistemdeki serotonerjik ve -
adrenerjik cevaplarin  azaldigi fakat kolinerjik cevaplarin  degismedigi
gosterilmistir (Altan ve ark., 1987). Baska bir ¢alismada STZ-diyabetik sican
ileumunda muskarinik agonist olan karbakol’e verilen cevaplarda artis
gbozlenmistir (Carrier ve Aronstam, 1990; Pinna ve ark., 1995). Diyabetik
hayvanlarin diiz kas fonksiyonunu agiklamaya yonelik olarak yapilan ve
muskarinik reseptdr sayisinda artisin oldugu ve bunun sonucunda muskarinik
agonist uygulamasinin bu kaslarda kasilma kuvvetini arttirici yonde etki ettigi
gosteren ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bir calismada muskarinik agoniste yanit
olarak artan kasilma kuvvetinin altinda yatan nedenleri agiklayabilmek amaciyla,
STZ ile olusturulan diyabetik sican ileum preparatlarinin yapisal degismeleri
incelenmis ve diyabetik dokularda rastlanan yapisal degisikliklerin muskarinik
reseptor agonistlerine yanitta gozlenen artis1 kismen agiklayabildigi bildirilmigtir
(Kog ve ark., 2002).

6 haftalilk STZ-diyabetik sican ileumundaki muskarinik reseptdrlerin
afinitesindeki artis tez kapsaminda yapilan deneylerde gosterilmistir. Ayrica
muskarinik kasilmalardaki artisin muskarik ileum yapisinda olusabilecek, reseptor
sayis1 ve/veya G proteini aktivitesinde, fosfotidilinozitol turnoverinda veya Ca'""
ile iliskili mekanizmalardaki degisikliklere bagli olarak olusmus olabilecegi
distinilmiistir.

Gastrointestinal komplikasyonlardan gastroenteropatinin en dikkat ¢ekenlerden
belirtilerinden bir tanesi diyabetik diyaredir. Diyabetik diyarede artan peristaltik
aktivite, izl gecis ve intestinal tonusun azaldigi bilinmektedir (Oztiirk ve ark.,
1992). Diyabetik diyare diyabetik néropati gelisimi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir
(Ertiirk, 2008). Noropati gelisiminde ise DM ile olusumu artan oksidatif stesin
etkisinin oldugu bildirilmistir (Maritim ve ark., 1999; Sabu ve Kuttan, 2002).
Vitamin E ile STZ-diyabetik hayvanlarin kolonunda azalan kolinerjik uyarimin
diizeltilebildigi gosterilmistir (Bijender ve ark., 2003).
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Tez kapsaminda kullanilan fenolik asitlerin 6 haftalik STZ-diyabetik sicanlarin
ileumlarinda gosterilen degisikliklere olan etkisi incelendiginde p-OHBA, PA’nin
ve GA’nin artan reseptor afinitesini degistirmedigi goriilmistiir. DM ile gelistigi
diisiiniilen muskarinik reseptér sayist ve postreseptor mekanizmalarin
etkinligindeki artisin ilerlemesini ise STZ-diyabetik hayvanlara gore anlamli
Ol¢iide engelledigi goriilmektedir. Hatta p-OHBA ve PA muskarinik reseptor
sayist ve postreseptor mekanizmalarin etkinliginde saglikli hayvanlara gore de
anlamli bir azalma olusturdugu gozlenmistir. Fundus preparatiyla yapilan
deneylerden elde edilen verilerde oldugu gibi fenolik asitler etkilerini —OH
sayilar1 ters orantili bir sekilde gerceklestirmis bu durum da, p-OHBA, PA’nin ve
GA’nin, diyabet ile gelisen bozukluklarin ilerlemesini koruyucu antioksidan
ozellikleri nedeniyle 6nlemeyip, prooksidan etkileri nedeniyle ayr1 mekanizmalar
tizerinden boyle bir azalmanin olusmus olabilecegini akla getirmistir.
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SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada STZ ile diyabet gelistirilen siganlarda gozlenen diiz kas
komplikasyonlar1 ve bu komplikasyonlar {izerine, DM ile birlikte oksidatif stresin
artmasi ve SR’lerin DM ve DM ile gelisen bu komplikasyonlara etkisi olabilecegi
diisiiniildiiglinden antioksidan etki giicleri —OH grubu sayisina gore artig gosteren
sirastyla 10 mg/kg p-OHBA, 10 mg/kg PA ve 10 mg/kg GA’nin olas: etkileri
incelenmistir.

SZT ile diyabet olusturulan hayvanlarin tiikettikleri su ve idrar atilim
hacimlerinin, tiikettikleri yem ve digki atilim miktariin beklenildigi gibi arttigi,
viicut agirliklarinin ise azaldig1 goriilmiistiir. Uygulanan test maddelerinin higbiri
DM ile birlikte yiikselen kan glukoz seviyesini, tiiketilen su ve idrar atilim
hacmini diisiirememistir. Tiiketilen yem ve digki miktarini ise p-OHBA ve GA
diisiiremezken PA giinler arasi gesitlilik gostermekle birlikte DM olusturulmus
hayvanlara gore anlamli olarak azaltmistir. Buna paralel olarak PA diyabetik
hayvanlarin viicut agirliklarindaki azalmay1 anlamli olmasa da Onleyebilmistir.
PA’nin bu etkisini su tiikketimi ve idrar atilimini degistirmemesi ve c¢aligmada
kullanilan diger antioksidanlarin bu parametrelerin higbirini degistirmemesi
nedeniyle diyabet komplikasyonlarindan bagimsiz olarak gerceklestirdigi
distiniilmustir.

Diyabetin etkileri sonucunda diiz kaslarin kasilma ve gevseme kapasiteleri biiyiik
degisiklikler gostermektedir. Yapilan bu ¢alismada olusturulan 6 haftalik STZ-
diyabetik sicanlardan izole edilen organlardan kullanilan agonistlere karsi alinan
veriler daha Once yapilan deneysel diyabet modelleri ile karsilastirilmis ve bazi
calismalar ile benzer sonuglara rastlanirken bazi ¢alismalardan alinan veriler ile
celistigi goriilmiistiir. Agonistlere verdikleri cevaplarin daha once yapilan
calismalarla ¢elismesinin sebepleri belirgin olmamakla birlikte kullanilan diyabet
yapict ajana, diyabet siiresine, hayvanlarin cinsiyetine, irksal Ozelliklerine,
dayanikliligima ve kasilma giiciinii 6lgmeye yarayan tekniklerdeki farkliliga
dayandirilmistir. Tez kapsaminda yapilan deneyler sonucunda 6 haftalik STZ-
diyabetik hayvanlarin diiz kaslarinda belirledigimiz degisikliklerin daha onceki
calismalara dayanarak reseptor afinite ve sayilar;, Ca™ ile iliskili mekanizmalar,
fosfoinozitidler, adenilat siklaz/s-AMP, guanilat siklaz/s-GMP, G proteinleri,
PKC veya iyonik tagima mekanizmalarinin deneysel diyabetten etkilenmesi
sonucu olustugu diisiiniilmiistiir. G6zlenen bu bozukluklarin mekanizmalarinin
aydimnlatilabilmesi i¢in diyabetten etkilenebilecek diiz kaslar ile ilgili
mekanizmalarin ayni kosullar olusturularak daha detayli ve farkli yontemlerle
arastirilmasi gerekmektedir.

Bu caligmada, 6 haftalik STZ-diyabetik siganlarin diiz kaslarinda olusan
komplikasyonlar iizerine 4. haftadan itibaren 3 hafta siireyle p-OHBA, PA ve GA
uygulanmasinin diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesine ne sekilde etki ettigi
incelendiginde ise farkli organlarda ve/veya farkli reseptor tiplerinde diyabetik
komplikasyonlarin ilerlemesini Onleyen veya ilerlemeyi hizlandiran etkilere
rastlanirken, bazilarinda ise degisen veya degismeyen diyabetik durumu
etkilemedigi goriilmiistiir. Ayrica saglikli hayvanlarla karsilastirildiginda diiz
kaslarda cesitli degisikliklere neden oldugu belirlenmistir. Gosterdikleri olumlu
veya olumsuz etkileri antioksidan aktivite gii¢lerinde etkili olan —OH gruplarinin

75



sayilartyla iligkisiz veya ters orantili sekilde gercgeklestirdigi gozlenmistir. Bu
durum, kullanilan fenolik asitlerin polaritelerinin farkli olmasina bagl olarak
hiicre icine gegislerinin farkli oranlarda olmasi ile iligkilendirilmistir. Fenolik
asitler gibi antioksidan maddelerin ¢esitli kosullarda prooksidan olarak davrandigi
bilinmektedir. Bu ¢alismadan ve daha onceden yapilmis deneylerden elde edilen
verilerden hareketle antioksidan aktivite gosteren bu maddelerin STZ-diyabetik
siganlarin  fizyolojik kosullarinda prooksidan gibi davranmis olabilecegi ve
gosterdikleri etkileri diyabet komplikasyonlarindan ve antioksidan 6zelliklerinden
bagimsiz bir sekilde gerceklestirmis olabilecekleri kanisina varilmistir. Kullanilan
test maddelerinin diyabetik diiz kas komplikasyonlar1 iizerine etkilerinin daha
detayli aydinlatilabilmesi i¢in antioksidan 6zellikli bu fenolik asitlerin fizyolojik
ortamda prooksidan olarak davranabilecegi kosullarin diyabet ile olusup
olugmadiginin aragtirilmasi, diyabet siiresinin, test maddesinin uygulanma siiresi
ve dozunun degistirilerek elde edilen verilerdeki degisimlerin incelenmesi
gerekmektedir.
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