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I.GIRIS VE AMAC

Deneysel olarak, Streptozotosin (STZ) uygulamasi ile diyabet
olusturulabilmektedir. STZ, pankreasta beta sitotoksik etki meydana getirmekte,
akut insulin yetersizligine neden olmaktadir. Artmis oksidatif stres diyabetin
etiyolojisinde ve komplikasyonlarindaki 6nemli faktorlerden birisidir. STZ ile
diyabet yapilmig siganlar karakteristik olarak hiperglisemik ve hipoinsiilinemiktir.
Buna ek olarak diigiik viicut agirligi ve artmis kan ozmolaritesi de tipik bulgular

arasimndadir!®%2.

Glikojen, baglica iskelet kaslan ve karacigerde bulunmaktadir. Kas
glikojeninin gorevi kas kasilmas: sirasinda ATP sentezi i¢in enerji deposu gorevi
tistlenmektir. Karacigerde depolanan glikojen ise Ozellikle disiik kan glukoz
diizeyinin belli bir seviyede tutulmasina ¢aligmaktadir. Diyabetlilerde, kas

glikojen konsantrasyonu belirgin derecede azalmaktadir®>%.

Oksidatif stres, hiicre igindeki redoks homeostazin degismesi
nedeniyle serbest radikallerin ( siiperoksit, NO gibi) yapimindaki artigla ve / veya
antioksidan savunmasindaki azalmayla karakterizedir. Artmg oksidatif stres
diyabet patogenezinde ve diyabetik komplikasyonlarin gelismesinde 6nemli rol

oynar34,97’l IO.



Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentazn (NOS)’un bu iig
izoformundan  biri: nNOS, eNOS, iNOS  tarafindan  L-arjininden
sentezlenmektedir**. Malondialdehit (MDA), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)’un

lgiimii i¢in kullanilmaktadir. Diyabette, ROS &nemli dlgiide artmaktadir 9.

Antioksidan savunma mekanizmasi hem enzimatik hemde non-
enzimatik stratejilerle iligkilidir. En onemli antioksidanlar A,E,C vitaminleri,
glutatyon reduktaz, glutatyon peroksidaz, superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
enzimleridir. Bu enzimler serbest radikallerin siipiiriilmesinde sinerjistik olarak

caligmaktadirlar S

Vitamin C (Askorbik asit), suda ¢6ziinen bir vitamindir. Insiilin
vitamin C’nin hiicre i¢ine alimmina yardim ederken, hiperglisemi ise tam tersi bir
etki gostermektedir. Vitamin C alimi aldoz reduktaz inhibisyonunun saglanmas:

icinde gereklidir’™'"°.

Aragtirmamizin ana amaci, diyabet ve komplikasyonlannin
tedavisinde kullamlan C vitamininin soleus kasindaki glikojen, antioksidan ve NO

kapasitesine olan etkisini ortaya koymaktir.



1. GENEL BiLGIiLER

IL1.ENDOKRIN PANKREAS

Endokrin pankreas yaklagik olarak 1 milyon mikroskobik hiicre
toplulugu, yani Langerhans adacif: icerir. Langerhans adaciklarinda; boyanma
ozellikleri, graniillerinin ultrastriiktiirel yapilari ve hormon igerikleri sayesinde
aywredilebilen birka¢ ¢esit hiicre vardir. Bunlaf arasinda en yogun dort hiicre tipi;
beta, alfa, delta ve PP (pankreatik polipeptid) hiicreleridir. Beta hiicreleri insiilin
sentezler ve adacik hiicre popiilasyonunun % 70’ini meydana getirir. Alfa
hiicreleri glukagon tretirler ve adacik hiicre popiilasyonunun % 5-20’sini
olustururlar. Delta hiicreleri, somatostatin icermektedir. Somatostatin, glukagon
ve insiilin salinimim inhibe eder. Delta hiicreleri adacik hiicre populasyonunun %
5-10’unu meydana getirirler. PP hiicreleri ise sadece adaciklarda lokalize olmayip,
pankreasin ekzokrin boliimiinde de dafimk olarak bulunurlar. Adaciklar
icerisinde, biitiin hiicrelerin % 1-2’sini olustururlar. Urettikleri polipeptidin gastrik
ve intestinal enzim sekresyonunun uyarilmasi ve intestinal hareketin inhibisyonu

gibi etkileri vardir 67.

Insiilin anaboliktir; glukoz, yag asidi ve amino asit depolanmasini
arttirir. Glukagon kataboliktir; glukoz, yag asitleri ve amino asitleri depolardan
kana aktarir. Boylece iki hormon birbirinin tersi etki "gﬁstermektedir. Instilin
fazlalig1 ¢urpinma ve komaya yol agan hipoglisemiye neden olur. Mutlak yada
goreceli insiilin eksikligi tedavi edilmezse sonunda oliime giden, karmagik ve

bitkinlik hastalig1 olan diabetes mellitusa yol agar **,



IL.1.1 insiilin

Instilin, distilfit kopriileri ile birbirine baglanmis, toplam 51 amino
asidi olan 5600 dalton agirhfinda, iki amino asit zincirinden olusan bir
polipeptitdir. Insiilin, beta hiicrelerinin diiz endoplazmik retikulumunda
sentezlenir. Sonra Golgi aygitina tasinir; burada zarla gevrili keseciklerde
paketlenir. Bu kesecikler, mikrotiibiillerin katildig1 bir olayla, hiicre duvarina
hareket eder ve igerikleri ekzositoz ile disant atilir. Insiilin daha sonra kan
dolagimina katilmak i¢in beta hiicresi ve komsu kapillerin bazal zarlan ile
pencereli kapiller endotelini geger. Endoplazmik retikuluma giren salg: proteinleri
ve diger polipeptid hormonlar gibi, insiilin de biiyiikk bir preprohormon olarak
sentezlenir. Insiilin geni, iﬁsanda 11. kromozomun kisa kolunda bulunur.
Preproinsiilin’in 23 aminoasitli igaret peptidi(6nder dizi), endoplazmik retikuluma
girince, uzaklastirilir. Molekiilin kalam1 sonra ikiye katlanir ve 9000 dalton
agirh@indaki proinsiilin’i yapmak i¢in distilfit baglan olusturur. Uygun katlanma
ve disiilfit baglarinin olugmasindan sonra, polipeptidin ortasindaki fazla dizi bir
‘proteazla koparilip ¢ikarilir. Bu iglem ile 5600 dalton molekiil agirhginda ve iki
polipepﬁd iceren insiilin oiusur. Koparilan 2500 daltonluk polipeptide C-peptid
denir. Langerhans adaciklarindan instilin, kendisi ile esit derisimde C peptid ve %
6 kadar da islenmemis proinsiilin ile birlikte salimir 3880 Insanda, dolasimdaki
insiilinin yanlanma omrii 5 dakikadir. Insiilin, insiilin almacina baglamir ve bir
miktan igsellestirilir. Endositoz olay: ile olusan endozomlarda yikilrr. lgili temel
enzim, insiilin ile i¢sellesen hiicre zarinda bulunan insiilin proteaz’dir. Insiilin

almaglarimin  hormonun glukoz alimlanim arttirdig: klasik “insiiline duyarl”



hiicrelere ek olarak, viicutta bircok hiicrede bulunduguna dikkat edilmelidir.
Viicuttaki hemen hemen biitiin dokular insiilini metabolize edebilir. Bununla
birlikte, salgilanan instilinin % 80°i normal olarak karaciger ve bobreklerde

yikilir®,

I1.1.2. Insiilin Etkisinin Mekanizmasi

Insiilin_reseptorii: Insiilin reseptorii, tek bir polipeptid olarak
sentezlenir, glikozillenir ve a-B-subiinitlerine ayrilir. Bunlar, daha sonra disiilfid
baglariyla baglh bir tetramer olusturmak lizere biraraya gelirler. Her B-subiinitinin
hidrofobik boliimii plazma membram iginde yer alir. Hiicre diginda bulunan o-
subiiniti insiilin baglanina bolgesi igerir. B-subﬁhitini sitozolik bolimii, bir tirozin

kinazdir ve insiilin ile aktive edilir®’.

Sinyal _iletimi: Insiilinin kendi reseptdriiniin a-subiinitlerine
baglanmasi, konumsal degisikliklere neden olur. Bu degisiklikler, B-subiinitlerine
iletilir ve B-sublinitindeki 6zgiin bir tirozin biriminin izl otofosforilasyonuna

neden olur®.

Insiilinin membran_etkileri: Birgok dokuda (&rnegin: iskelet kas1

ve adipozitler gibi) insiilin varliginda glukoz tagtnimi artmaktadir. Insiilin glukoz
tagiyacilaninin hiicre igi vezikill havuzundan hiicre yiizeyine devamli hareketini
saglamaktadir. Hepatositler, eritrositler, sinir sistemi hiicreleri, intestinal mukoza,

bobrek tubulus ve kornea hiicreleri glukoz alimi igin instiline gerek duymazlar 3,



Reseptor _diizenlenmesi: Insiilin baglandiktan sonra, hormon

reseptor kompleksi hiicre i¢ine alimir. Hiicre iginde, insiilin, lizozomlarda yikilir.
Reseptorler de yikilabilir, fakat ¢ogu hiicre yiizeyine geri doner. Yiiksek insiilin
diizeyleri resept6r yikimin arttinir, boylece, yiizey reseptorlerinin sayist azaltilir.

Bu bir down-regiilasyondur >

I1.1.3. insiilinin Cesitli Dokulara Etkileri-®

Yag Dokusu

1) Glukoz girisini arttirr,

2) Yag asidi sentezini arttirir.

3) Gliserol fosfat sentezini arttirir

4) Trigliserit yikimim arttirir.

5) Lipoprotein lipaz1 etkinlegtirir.

6) Hormona duyarh lipaz: inhibe eder.

. 7) K+ alimm artinr.



Kas

1) Glukoz girigini arttirir.

2) Glikojen sentezini arttirir.

3) Amino asit alimmm arttirir.

4) Ribozomlarda protein sentezini arttirir.

5) Protein yikimi azaltir.

6) Glukoneogenetik amino asitlerin serbestlemesini

azaltir,
7) Keton alimim arttirir.

8) K+ alimin artirir

Karaciger

1) Ketogenezi azaltir.

2) Protein sentezini arttirir.

3) Lipid sentezini arttirir.

4) Glukoneogenez azalmasi ve glikojen

artmasina bagh olarak glukoz ¢ikisini azaltir.
Genel

Hiicre biiytimesini arttinr.

sentezi



11.2.SORBITOL YOLU

Hiperglisemi ile uzun siireli diyabetin komplikasyonlar: arasinda
baglant1 kuran birgok mekanizma aragtirilmigtir. Iki mekanizmanin nemli oldugu

dﬁsﬁnﬁlmektedir67.

Enzimatik olmayan glukozilasyon, glukozun kimyasal olarak,
enzimlerin yardimi olmadan, proteinlerin serbest amino asit gruplarina
baglanmasidir. Enzimatik olmayan glukozilasyon direkt olarak kan glukoz
seviyesi ile ilgilidir. Kandaki glukozlanmis hemoglobin (HbA,;) seviyelerinin
Olgiilmesi diabet mellitus tedavisinde 6nemlidir. Bu &lglim eritrositlerin 120
giinliik Oomrii boyunca ortalama kan glukoz seviyeleri hakkinda fikir verir.
Intestinal dokulardaki ve kan damar duvarlarnindaki kollajenin ve diger uzun
Omiirlii proteinlerin erken glukozilasyon fiirlinleri, bir takim yavas kimyasal
reaksiyonlardan gegerek, geri doniigiimsiiz ge¢ glukozilasyon son iriinlerini
(AGE) olusturular. Bu tiriinler damar duvarimin dmrii stiresince birikirler. AGE’ler

potansiyel patojen olan bir takim kimyasal ve biyolojik 6zelliklere de sahiptirler®.

Kollajen gibi proteinlerde AGE olusumu, polipeptidler arasinda
capraz baglantilara neden olur. Bunlar glukozlanmami§ plazma ve intertisiyel
proteinleri yakalar. Dolagimdaki diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL)in
yakalanmasi, bunlarin damar duvarindan disant ¢ikmasmm engeller ve intimada

kolesterol depolanmasina neden olarak, aterom olusumunu hizlandirir. AGE’ler



kapillerin yapisimi ve fonksiyonlarini da etkiler. Renal glomeriillerin kapillerinde -

bazal membranlar kalinlagir®’.

AGE’ler, bir¢ok hiicre tipindeki reseptorlerine baglanirlar (endotel,
monositler, makrofajlar, lenfositler ve mezengial hiicreler). Bu baglanma, monosit
go¢ii, makrofajlardan sitokinlerin ve bilyiime faktorlerinin salimimi, artmig
endotelyal gecirgenlik, fibroblastlarin ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonlarinda
ve ekstraselliiler matriks iiretiminde artig gibi ¢esitli biyolojik aktivitelerde

etkindir®’

Intraselliller hiperglisemi beraberindeki poliol yollarindaki
~ diizensizlikler, hipergliseminin neden oldugu komplikasyonlardan sorumlu olan

ikinci ana mekanizmadir®’

* Glukoz % 4‘ Sorbitol ————} * Fruktoz

j,NADPH NADP" + NADH

/A > { NO

NO sentetaz

L-Arginin

L-Sitralin
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Glukoz transportu i¢in insiiline ihtiya¢ duyulmayan bazi dokularda
(siniﬂer, lens, bobrek, kan damarlar), hiperglisemi intraselliiler glukozun
artmasina neden olur. Bu da daha sonra aldoz rediiktaz tarafindan sorbitole
déniistiiriiliir. Bir poliol olan sorbitol son olarak fruktoza doniigiir. Biriken sorbitol
ve fruktoz intraselliiler ozmolaritenin artmasina ve suyun hiicre i¢ine girmesine
neden olur. Sonugta ozmotik hiicre hasart meydana gelir. Lenste, ozmotik olarak
igeri siiziilen su gismeye ve opasite gelisimine yol agar. Sorbitol birikimi iyon
pompalarinin ¢aligmasim bozar ve Schwann hiicrelerinde ve retinal kapillerin
perisitlerinde  hasara neden olarak periferal noropati ve retinal
mikroanevrizamalarin gelismesine yol agar. Aldoz rediiktazin inhibisyonu,

kataraktlarin ve nropatinin gelisimini yavaslat1r67.

Deneysel diyabette bazal membranin proteini olan kollajenin
enzimatik olmayan glukozilasyonu nedeni ile normaldeki ¢apraz bag olusumunu
bozmaktadir. Ayrica bir non-kollajen glukoprotein olan ve matrikste Snemli
miktarda bulunan fibronektin’in enzimatik olmayan glukozilasyonu da matriksin

adazivite giiciinii azaltmaktadir®,
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IL3. TiP I VE TiP I1 DIYABET

Tip I diyabetli hastalarin ¢ogunda ( diyabetli populasyonun % 5- %

10°u ) altta yatan patolojik siireg, pankreas adacik B hiicrelerinin otoimmiin

yikim ve insiilin salimminin olmamasidir. Hastalikla, insan 16kosit antijeni (HLA

) ve immiin yikimi pek ¢ok isareti arasinda dnemli iliskiler saptanmigtir. Tip 1

diyabetli hastalarin az bir kisminda patogenez idiyopatiktir. Beta hiicre yikimi

olan veya otoimmiin olmayan bir nedene bagh bir hata saptanmis olan hastalar bu

sinifta yer almamaktadir. Tip II diyabet (diyabetli populasyonun % 90-95°i);

insiilin direnci ve insiilin salgilanma eksikliklerinin gesitli kombinasyonlar

gelisir, bu kombinasyonlarda bir neden digerine baskin olmaktadir®?.

Tablo 1 Diyabet Mellitusun Etiyolojik Szmﬂandmlmas:22

AT AL s " R B A 5 A A AN e P A R e G

Tip 1 Diyabet
Immiin kaynakh
) idiyopatik
. Tip 2 Diyabet
. Diger ozgiil tipler
Beta hiicre iglevinin genetik defekti
Insiilin etkisinin genetik defekti
Ekzokrin pankreasin hastaliklari
Endokrinopatiler
Ilag veya kimyasala bagh
Antiinsitlin reseptdr antikorlar
' Bazen diyabete eslik eden diger genetik sendromlar
. Gestasyonel diyabet

Ry P GRY. S I R SIS 0 T B L I N TR s iU I TS s Ll AT L S G s VA

B

N

PR
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I1.3.1. Diger Ozgiil Tip Diyabetler

Bu gruplar, diyabetli hastalarin % 1-2’sini olusturur. Gencin
olgunlasma baslangich diyabeti otozomal dominant gegislidir ve hiperglisemi 25

yas dncesinde ortaya ¢ikar’~.

Genetik insiilin direnci durumlan iginde; insiilin etkisindeki
bozulma, ya insiilin reseptdr molekiiliintin hasarlanmasinin sonucudur. Pankreasta
hasar sonucunda, insiilin salgilanmas: azalacak ve takibinde de diyabet

gelisecektir™.

insﬁlin etkisini antagonize eden ve insiilin direncini arttiran pek
cok insiilin karst diizenleyici hormon ( glukagon, kortizon; katekolaminler ve
biiyliime hormonu ), asir1 tiretildiklerinde, diyabet gelisimini hizlandirirlar. Agin
aldosteron, hipokalemiye neden olarak ve bir neoplazmaya bagh gelisen artmig

somatostatin iiretimi insiilin salgilanmasini bozarak diyabete neden olabilirler?.

Ilaca bagh veya kimyasala bagh gelisen diyabetinin mekanizmasi,
sorumlu tutulan ajana baghdir: beta hiicre hasart ( kemirgen dldiirticti Vacor_;
intravendz pentamidin, alfa otoantikorlarla birlikte; insﬁlin etkisinde bozulma
(nikotinik asit, glukokortikoidler), periferik insiilin direnci ve proinsiilinin insiiline
doéniigiimiinde bozulma ( proteaz inhibitdrleri ) immiin kokenli diyabetin bazi
formlarinda, insiiline kars: geligen antikorlar ya bloke edici ( insiilin direncine

neden olarak ) yada uyaricilardir (Tablo 1) 2
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11.4. DENEYSEL DIiYABET OLUSTURMA YONTEMLERI

Deney hayvanlarinda kronik diyabet olusturndak icin kimyasal,

cerrahi, genetik ve viriisal diyabet modelleri kullamImaktadir'®.

Sikhkla kullanilan kimyasal yontemler iki grupta toplamr:

Beta hiicrelerinin hasan1 ve insiilin yetersizligi ile siirekli diyabet
meydana getiren beta hiicre toksinleri: Streptozotosin (STZ), alloksan (ALL), N-
metil-nitrozoiire (MNU), N-etil-N- nitrozoiire (ENU), metilmetansiilfonat (MMS)
ve etilmetansiilfonat (EMS) deney hayvanlarinda beta hiicre tahribati
yapmaktadirlar. En ¢ok kullamilan ajanlar ise STZ ve ALL’dir. Her ikiside

stiperoksit ve hidroksil radikallerinin birikimiyle DNA yapisim bozarlar''%*1%,

Beta hiicrelerinde reversibl hasar ile insiilin seviyesinde gegici bir
azalma meydana getiren maddeler: Benzotiyodiazin ve asparaginaz gibi

maddelerdir'®.

ALL ve STZ diyabetojenik etkileri nedeniyle deneysel diyabet

¢aligmalarinda kullamlmaktadir’.
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I1.4.1. Streptozotosin (STZ)

Kimyasal aracili diyabet olusﬁmu ve bunun yaninda insiilinoma
tedavisi ig¢in kullamilan ajanlardan biri de streptozotosindir. STZ,
2_deoxy_2 (3_(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose)antibiyotik,antitiiméral
ve diyabetojenik $zelligi olan bir ilagtir. 256 D molekiil agirlifina sahip olan bu
madde 1959 yilinda streptomycetes achromogenes kiiltiiriinden elde edilmigtir.
STZ’nin diyabetojenik Ozelligi ilk kez 1963 yilinda Rakieten tarafindan
saptanmistir. STZ’nin diyabetojenik etkisi pankreas B hiicrelerinin tahribine
dayanmaktadir. B hiicre tahribinin nedeni ise NK (natural killer) hiicreleri
olduklart belirtilmigtir. Hipergliseminin siddeti ve siireside ilacin dozuna ve
laboratuvar hayvaninin tiiriine baélldlr. Kedi, kopek, sigan ve farede 50mg/kg doz
yeterlidir. Yetigkin siganlarda IDDM olusturmak i¢in siklikla intravendz olarak

40-60 mg/kg kullamlmaktadir >*#49%190,

Streptozotosin
(2-D-glikozamin-N-metil-N-nitrozoiire)
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STZ, pankreatik B hiicrelerine bir glukoz tagiyicist olan GLUT 2
tarafindan alnir. GLUT 2 ekspresyonundaki azalma STZ’nin diyabetojenik

etkisinden korumaktadir'®.

Yamamoto ve arkadaglan ile Yonemura ve arkadaslan
streptozotosinin DNA lizerine etki yaptifim1 kabul etmisler ve su mekanizmayi
savunmuslardir: Pankreas B hiicrelerinde olusgan DNA kirilimi sonucu DNA’y1
tamir etmek amaciyla hiicrelerde Poli(ADP-riboz) sentetaz enzimi aktive olmakta
ve bu enzimde tamir igin intraseliiler nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)
molekiillerini kullanmaktadir. Bunun sonucunda beta hiicrelerinin NAD diizeyleri

patolojik sinurlara diiserek hiicreyi nekroza gotiirmektedir'™.

Son yapilan aragtirmalar gostermistir ki, STZ uygulamasi sonrasi
olusan beta hiicre 6limii DNA alkilasyonu nedeniyledir. STZ’nin alkilleme
Ozelligi toksititenin ana kaynagidir. Fakat NO ve ROS’da STZ ile sinerjistik bir
aktivite gostermektedirler. NO ve ROS yiiksek oranda toksik peroksinitrat
olugtururlar. Bu sebeple intraseliiler antioksidanlar ve NO siipiiriiciileri, STZ

toksititesini bityiik dlgiide azaltmaktadir'®.

Superoksit anyonlarin olusumunda STZ’nin mitokondri iizerine
etkisi ve artmig ksantin oksidaz aktivitesi gosterilebilir. STZ, krebs siklusunu
inhibe etmekte ve mitokondrinin oksijen tiiketimini biiyiik 6lgiide azaltmaktadir.

Bu etkiler mitokondrinin ATP iiretimini limitlemektedir'®.
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I1.4.2. STZ’nin Adacik Morfolojisi Uzerine Etkileri

STZ, uygulamas: yapilmig diyabetik hayvanlar IDDM modeli
olarak kullamilmaktadir. Genelde 50mg/kg Ustiinde tek doz STZ verilmesi ile
¢esitli deney hayvanlarinda olduk¢a genis beta hiicre tahribati ve bunun yaninda

kalic1 hiperglisemi olusturulabilmektedir®.

STZ uygulanan hayvanlarda diigiik viicut agirligi, hiperglisemi ve
hipoinsiilinemi olugmaktadir. Ciinkii pankreas adaciklarindaki insiilin salgilayan

hiicreler hasar gormiislerdir®.

Diyabetik siganlarda azalmis viicut agirhigi, yiikksek kan glukoz
diizeyi ve normal sigan adacik kiitlesine gore, belirgin derecede azalmig adacik

total kiitlesi meveuttur®’.

Normal sigan pankreas adaciklan yuvarlak, kompakt ve DTZ
(dithizone) ile iyi boyanmigstir. Bu arada diyabetik pankreas adaciklan ( kan
glukoz diizeyi 200 mg/dI’nin Ustiinde ) amorf, ¢6kmiis ve DTZ ile belli belirsiz

boyanmugtir®’.
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Sekil A: Normal sigan pankreas adaciklar1 morfolojisi, yuvarlak,

kompakt ve DTZ (dithizone) ile iyi boyanmgtir®’.

Sekil B: Kan glukoz diizeyi 100 = 10 mg/dl olan sigan pankreas

adaciklari yuvarlak ve kompakttir®.

Sekil C, D ve E: Diyabetik pankreas adaciklari amorf, ¢okmiis ve
DTZ ile belli belirsiz boyanmigtir. Kan glukoz diizeyi 200 mg/dI’nin tistiindedir®.

11.4.3. Farkh Dozlarda STZ Uygulamasi

(30 (Grup 1), 40 (Grup 2), 50 (Grup3) mg/kg) olarak farkli

dozlarda STZ uygulamasimn sonuglarina gore®*:

¢ Grup 1 ‘de pankreas adactk hiicre histolojisi normaldir. Yapisal bir

degisiklik yoktur®'.
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e Grup II ve III’te adacik yapisinda degisiklikler mevcuttur. Ozellikle Grup

III’te adaciklarda belirgin bir tahribat vardir®'.

30mg/kg STZ uygulamas: hafif degisiklikler yaparken, 50mg/kg
STZ uygulamas: oliimciil olabilmektedir. 40mg/kg STZ uygulamasi plazma

glukozu ve Langerhans adaciklarinda orta derecede etki gostermektedirler®'.

I1.4.4. STZ’den NO Olusumu

STZ, bioregulatésr ve sitotoksik bir molekill olan NO’i
iiretebilmektedir. Direkt NO olusumu, diyabetogenezdeki STZ toksisite

mekanizmasidir. NO’un baz toksik etkileri vardir®®.
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STZ, pankreas beta hiicrelerini iki yolla tahrip eder.

Dﬁsﬁk dozlérda, mononiikleer hiicrelerin infiltrasyonu yoluyla
nonspesifik adacik inflamasyonu. Makrofaj kdkenli NO bu indirekt toksik

mekanizmaya dahildir®.

STZ, giiclii bir alkilleyici ajandir. DNA’y1 direkt olarak hasarlar ve
Poli (ADP-riboz)’u aktive ederek NAD diizeyini diisiiriir. STZ, 2-deoksiglukoz
icerir ve N-metil-N-nitrosourea tarafindan C-2’de yer degistirir. 2-
deoksiglukoz’un N-metil-N-nitrosourea i¢in tasiyicilik yaptifina inanilmaktadir.

Metil-nitroziire, NO olusturmak i¢in bozunur®,

STZ’nin direkt toksik etkisi in vivo olarak metilleyici ve NO

olusturan bir ajan olmasindan dolayidir®®,

Yapilan ¢aligmalar STZ’ nin gii¢lii bir vazodilator ve guanilat siklaz
aktivatérii olmasmin STZ’den NO olusumu olasilifi ile de uygunluk
gOstermektedir. Enzimatik NO {iretimi, mikrozomal sitokrom P450 sistemleri
yoluyla nitroziirelerden veya nitrosaminlerden NQ olusumuyla benzer yollan '

izlemektedir®®.
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11.4.5. NO’IN STZ UYGULAMASIYLA DIABETES MELLITUS

GELISIMINDEKIi ROLU

Endotelyal hiicreler tarafindan iiretilen nitrik oksit, normal vaskiiler
tonusun ayarlanmasinda onemlidir. Nitrik oksitin fazla iiretimi ise septik sokta
katekolemin- direngli hipotansiyon gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Endotelyal
disfonksiyonu olan hastalarda, ateroskleroz, esansiyel hipotansiyon ve diyabette

azalmis bazal endotelyal nitrik oksit iiretimi vardir*®,

Oksidatif stres, insiilin-bagimh diyabet gelisiminde 6nemli bir rol
oynar. Bu siirecin immiinolojik olarak efektdr molekiileri sitokinlerdir 6zellikle de
. (interkokin) IL-1dir. IL-1 pankreatik beta hiicrelerinden insiilin salinimin: inhibe

ederken, beta hiicre tahribat1 da yapmaktad1r48.

Artis gosteren IL-1 ve diger sitokinler, NO sentazin indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz izoformunu aktive ederek yiiksek miktarda nitrik oksit serbest

radikali olusturmaktadir®®.

STZ diyabeti siganlarda ilk kez Rakieten ve arkadaslar tarafindan
gosterilmigtir. Junod ve arkadaslan ise siganlarin beta hiicrelerinde hizli ve kalici
bir nekroz gozlediler. Yapilan ¢alismalar STZ’nin ALL’ye oranla ¢ok daha

spesifik oldugunu belirlemislerdir®.
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Orci ve arkadaslari, STZ uygulanmig hiperglisemik sicanlar ile
juvenil diyabetli hastalar arasinda anatqmik bir iligki oldugunu gostermislerdir.
45mg’lik tek doz STZ injeksiyonundan 16 ay sonra siganlarda yapilan
morfometrik ¢aligma sonucu adacik hiicrelerinin jiivenil diyabet ile aym

kompozisyonu gdsterdigini bulmuglardir®.

Tek ve yiikksek doz STZ uygulamasi sonrasi ilk 2 saatte beta
hiicrelerinde NO olusumu ve insiilin sekresyonunda bozulma olmaktadir. 5-8 saat
sonunda Poli (ADP riboz) polimeraz (PARP) upregule ve aktive olmakta beta
hiicreleri de tahrip olmaktadir. Bu arada, beta hiicrelerindeki tahribati takiben
serum insiilin seviyesi ‘belirgin derecede artar. 24 saatin sonunda beta hiicreleri
makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Bu esnada, kandaki insﬁlin’ seviyesi diigmiis

ama glukoz seviyesi artmigtir e,

Papaccio ve arkadaslari, tek ve yiiksek doz STZ uygulamasi sonrasi
12 ve 24 saatte serumda NO saptamamiglardir. NO, STZ verildikten sonraki itk 2
saatte olugmaktadir'’®. Glukoziiri, STZ verildikten sonraki ilk 24 saatte
Agti'riilebilmektedir85 . In vitro, sigan pankreas g:ah§malarmda STZ ve ALL hidrojen

peroksit olugturmakta ve DNA kirnlimi olmaktadir'®.
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NADu ATPu

Sekil 1: Sigan pankreas B hiicrelerinde STZ’nin toksik etkilerinin mekanizmasi.
MIT-mitokondri; XOD-ksantin oksidaz'®
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Diyabetik siganlarda nitrit + nitrat’in  yliksek plazma
konsantrasyonlar1 ve idrarla atilimindaki artigi, yiiksek nitrik oksit iiretimini

desteklemektedir73 ]

Pankreasta yiiksek lokal NO konsantrasyonlarn, oksidatif strese
ardindan pankreatik beta hiicrelerinin tahribatina ve insiilin bagimh diabetes

mellitus gelisimine neden olmaktadir*,

NO-sentaz inhibitérleri, metilen mavisi ve L-NAME (N-nitro-L-

arjinin-metilester)’dir **.

Viicuttaki yaglar ihmal edersek, serum leptin seviyeleri bir takim
hormonal uyanlarla regiile edilir. Bunlar: kortizol, biiylime hormonu, testosterone,

ostrojen ve bir miktar insiilindir*®.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar 15181nda, STZ ile diyabet yapilmis
sican ve farelerde leptin miktann belirgin bir diigiis g&stermistir. Serum leptin
seviyesindeki diisiis, gok hizli ve viicuttaki yag miktarindan bagimsizdir. STZ ile
diyabet yapilmis hayvanlarda serum leptin seviyelerindeki diiglisiin birkag
mekanizmasi olabilir. Birincisi, STZ’nin adipoz doku ﬁierine direkt toksik etkisi
ile, adipositlerin leptin yapiminda azalma olmaktadir. ikincisi, hizh gelisen insiilin
yoklugu ve leptin sentezinde insiilin uyarimindaki eksiklik, STZ’nin
hipoleptinemi olusumundaki bir diger roliinii gostermektedir. Yapilan ¢alismalar,

insiilinopeninin serum leptin seviyelerinin diistigiindeki Onemli roliine dikkat
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¢ekmektir Giinliik subkutan insiilin uygulamasimin diyabetik hayvanlarda serum

- leptin seviyelerindeki diisiigii baskiladig saptanmigtir*®.

STZ uygulamasi sonucu olusan diabetes mellitusta oksidatif stresin
en Snemli faktorleri hidroksil radikalleridir. Pankreatik beta hiicre tahribatinda rol
oynayan ana sitokinler; tiimér nekrozis faktor alfa (TNF-a ), interlokin-1-beta (IL-
1-B) ve interferon (IFN-y)’dur. Ozellikle IL-1-B insiilin bagimli diabetes mellitus

patogenezinde rol oynamaktadlrl.

Nitrik oksit (NO) tarafindan yapilan beta hiicre disfonksiyonu tip I
diyabet ile iligkilidir. NO, diyabette beta hiicre disfonksiyonunu iyon kanallarimin
aktivitesini degistirerek yapmaktadir. C')meg.in NO, fosfofruktokinaz aktivitesir.li’
baskilayarak potasyum kanallarini agmakta boylece pankreatik beta hiicrelerinde,

glukoza bagli insiilin salinim inhibe olmaktadir'.
ILS. KAS

Kas dokusu kasilabilir proteinler igeren farklilagmis hiicrelerden
olusur. Bu proteinlerin biyolojik yapisi belli bagh organlarda ve bir biitiin olarak

viicutta hareketi saglayacak hiicresel kasilma i¢in gerekli olan giigleri olugturur®,

Morfolojik ve fonksiyonel ozelliklerine gore memelilerde ii¢ tip
kas dokusu tanimlanabilir. Kas dokusunun her bir tipi onun fizyolojik roliine
uygun bir yaptya sahiptir. Iskelet kasi enine ¢izgilenme gosteren gok ¢ekirdekli,
silindirik, ¢ok uzun demetlerden olusur. Kasiimalari, huizhi, kuvvetli ve genellikle
istemlidir. Buna, molekiiler yapilarin birbirleri lizerinde k?ymalanna olanak

o i/
cs ot
e J;v, - S .
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veren, kalin miyozin filamanlann ve ince aktin filamanlarinin karsihkli hareketi
neden olur. Kayma igin gerekli olan gligler aktini miyozine baglayan koprilerdeki
zayif etkilesimlerle elde edilir. Kalp kasi enine ¢izgilenmeler gsterir ve birbirine
paralel uzanan dallanmis 6zel hiicrelerden meydana gelir. interkalar diskler ile
* birbirlerine baglanirlar. Bu baglanti sadece kalp kas1ncia bulunur. Kalp kasi
istemsiz, diizenli ve ritmik kasilir. Diiz kas ise 11k mikroskobunda ¢izgilenme
gbstermeyen ig bicimli hiicre gruplarindan meydana gelmigtir. Bunlar istemsiz ve

yavas kasihrlar,

Baz kas hiicre organelleri diger hiicrelerdeki karsiliklarindan farkh
isimlere sahiptir. Kas hiicre sitoplazmasi sarkoplazma, - diiz endoplazmik
retikulum, sarkoplazmik retikulum olarak adlandinlir. Sarkolemma, hiicre

membrani ya da plazmalemmadlr5 8,

Iskelet kasimn kasilabilmesi, miyozin-II, aktin, tropomiyozin ve
troponin proteinleri sayesinde olmaktadir. Troponin 3 alt yapidan olusur; troponin
I, troponin T ve troponin C. Kas lifinin degisik kisimlarinda, kiricihk
indekslerinin farkhhklar gbstermesi, iskelet kasinn bilinen ¢izgili goriintiisiinii
saglamaktadir. Agik renkte goriilen I bandi, koyu renkli Z qiigisi ile,koyu renkli
goriilen A bandi ise, merkezinde daha agik goriilen H bandi ile boliinmektedir. H
bandi, ortasindan yatay M g¢izgisi ile boliinmekte ve bu ¢izginin her iki yaninda
kalan daha agik renkli alanla, bazen yalanci H band: olarak adlandiriimaktadir. Iki

Z cizgisi arasinda kalan alan “sarkomer” olarak adlandinlir*®,
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Iskelet kas1 dinlenim zar potansiyeli -90mV civarindadir. Aksiyon
potansiyelleri 2-4ms kadar stirer ve kas lifi boyunca yaklagtk Sm/sn’de iletilir.
Mutlak refraktér periyodun siiresi 1-3msn’dir ve ard polarizasyonlar elektriksel

uyarinn esik degerinde bagil degisiklikler ile goreceli olarak uzar®®,

Kas kasilmasi, kasilma elementlerinin boylarinin  kisalmasim
igerirse de, kaslar kasilma elementlerinin yam sira, seri baglanmis esnek ve agdal
yapilar igerdigi i¢in kasin genel boyunda ciddi bir kisalma olmadan da kas
kasilmasi goriilebilir. Boyle bir kasilmaya izometrik (“aynt uzunluk veya boyda™)
kasilma adi verilir. Sabit bir yiike karst kas uglarinin birbirine yaklagmasina

eslenik olarak gergeklesen kasilma ise izotonik (“aym giigte™) kastlmadir®®.

11.5.1. Kas Lifi Tipleri

Iskelet kas1 lifleri birbirlerine ok benzese de iskelet kasi, miyozin
ATPaz etkinligi, kasilma liz1 ve diger nitelikleri yoniinden degisken liflerden
yapilmis ¢ok heterojen bir dokudur. Lifler, kabaca Tip I ve Tip II olmak tizere iki
kategoriye aynhrsa da, her kategori kendi iginde bir spektrum olusturur

(Tablo 2)*%.

Cok sayida Tip I lif iceren kaslara, daha koyu renkli olmalan

nedeniyle kirmizi kaslar denir®®.

Kirmizi rengi veren, kan damarlarindaki demir igeren hemoglobin,

myoplazmadaki myoglobin ve mitokondrideki sitokromlardir'.
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Yavas yant veren ve uzun bir latent evre gosteren kirmizi kaslar,
yavag, uzun siireli, postiirii siirdiiren kasilmalara uyum saglamigtir. Sirttaki uzun
kaslar, kirmiz1 kaslardir. Eger yeterli kan miktar1 saglanirsa yavag lifler biiyiik

endurans saglarlarl6.

Daha ¢ok Tip II lif iceren beyaz kaslar, kisa sars: siiresine sahiptir
ve ince beceri isteyen hareketler i¢in dzgiillesmistir. Ekstraokiiler kaslar ve bazi el
kaslari, ¢ok sayida Tipll lif icerir ve genel olarak beyaz kaslar olarak
sintflandinhir®®. iskelet kaslarimi inerve eden spinal motor noronlarin aksonlari,
birden ¢ok kas lifini innerve etmek igin dallara ayrildifindan, tek bir motor
ndronun uyarisina yanit olarak kasilabilecek, olasi en kiigiik kas miktan, tek bir
kas l.iﬁ olmayip, bu noron tarafindan uyarilan liflerin tiimiidiir. Her motor néron
ve bunun innerve ettigi kas lifleri bir motor birim ( iinite ) olusturur. Her spinal
motor ndron sadece bir tiir kas lifini innerve ettiginden, bir motor birimdeki kas
liflerinin tiiméi aym tiptedir. Innerve ettikleri kas lifinin tipine ve sars1
kastlmalarimin siiresine dayanarak motor birimler, hizli ve yavag birimler olarak
ikiye ayrlir. Genelde yavag kas birimleri, ince yavag iletim yapan motor nronlar
tafafmdan innerve edilirken, hizli birimler, iri, hizli iietim yapan motor noronlara
tarafindan innerve edilir. Kalin bacak kaslarinda, ¢cogu hareket igin 6nce kiigiik,
yavag motor birimler gérev alir. Bunlar yorgunluga direnglidir ve en sik kullamilan
birimleri olusturur. Cok daha kolayca yorulan lzli birimler, genellikle ¢cok daha

giiclii hareketler igin devreye sokulur®.
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I1.5.2. Soleus Kast

Soleus kasi, gastroknemius kasinin hemen altinda bulunmaktadir.
Siganlarda, soleus kasi, fibula basindan orijin alir ve calcaneus’a yapisir. Soleus

kasinin fonksiyonu arka ayaga ekstansiyon yaptlrmaktlrzs.

Soleus kast % 84 oraninda tipl, % 16 oraninda ise tiplla kas lifi

icermektedir™.

11.5.3. Kas Metabolizmas:

Kas, kasilmas: enerji gerektiren bir olaydir. Kas, kimyasal enerjiyi
mekanik ige ¢eviren bir makinedir. Bu enerjinin ivedi kaynag, kastaki enerjiden
zengin organik fosfat tiirevleri; nihai kaynak karbonhidrat ve yaglarin ara

metabolizmasidir*®.

Direkt Fosforilasyon: Kreatin fosfattan ATP °olusumu igin

adenozin difosfatin (ADP) direkt fosforilasyonu olduk¢a hizli bir reaksiyondur.
Miyoplazmik kreatin fosfat konsantrasyonu 20mM’dur. Bu miktar birkag kasilma
i¢in gerekli eﬁerjiyi saglamaktadir. Ikinci direkt fOSfoﬁlasyonda ise miyokinaz bir
ADP’den digerine fosfat grubu transfer ederek ATP ve AMP olusturmaktadir. Bu

reaksiyon glikolizde diizenleyici bir rol oynamaktadir'S.

Glikoliz: Birgok hiicrenin sitozoliinde gergeklesen bir olaydir. Cok
hizli ¢alisan kaslar bu yolu kullanmaktadir. Oksijen miktarinin yetersiz oldugu

durumlarda glukozdan elde edilen piruvat laktata indirgenir. Buna “anaerobik
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glikoliz” denir. ATP {iiretimi, hiicrelerde depolanmig glikojenin hizla tiiketilmesi
nedeniyle limitlidir. Herbir glukoz molekiilii i¢in 2 molekiil ATP tiiketilir. Fakat

sonugta 4 molekiil ATP olusturulur(”m’3 8,

Oksidatif Fosforilasyon: Genelde aktif kaslarin birincil enerji
kaynag yag asitlerinin oksidatif fosforilasyonudur. Fakat oksidatif fosforilasyon
yavag bir siirectir. Hiicre i¢i glukozun ve dolayisi ile piruvatin bir diger kaynag,
karaciger ve iskelet kasinda bol bulunan karbonhidrat polimeri olan glikojendir.
Ortamda yeterli miktarda oksijen bulundugunda piruvat, sitrik asit ddngiisiine
girer. Bu doéngii ve solunumsal enzim yolag:1 lizerinden karbondioksit ve suya

metabolize olur'®*%,

ATP + H,0 > ADP H;PO4+ 7.3 kcal
Fosforilkreatin + ADP ¢—— Kreatin + ATP

Glukoz + 2ATP (veya glikojen + 1 ATP )
Anaerobik 2 Laktik Asit +4 ATP
—_—

Glukoz + 2ATP (veya glikojen + 1 ATP )
Oksijen 6CO; +6 H;O + 40 ATP
—_

FFA _Oksijen, CO, + H,0+ATP

1 mol ATP’nin hidrolizi ile salinan enerji ve ATP ‘nin tekrar
sentezlenmesinden sorumlu tepkimeler. Okside olan serbest yag asitinin (FFA) bir
molii basina olusan ATP miktann biiyiikk olup FFA’nin boyuna gore degisir.

Ornegin, 1 mol palmitik asitin tam oksidasyonu, 140 mol ATP olugturur’®.
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Tipl: yavas
oksidatif (kirmizi)

Tip2B: hizh
glikolitik (beyaz)

Tip2A: hizh
oksidatif (kirmiz)

Miyozin izoenzim
ATPaz aktivitesi

Sarkoplazmik
retikulumun Ca
pompalama
kapasitesi

Cap (diffiizyon
mesafesi)

Oksidatif kapasite:
mitokondrial icerik,
kapiller dansite,
myoglobin

Glikolitik kapasite

Yiiksek

Tablo 2: iskelet Kaslarindaki Lif Tiplerinin Siiflandirilmasi'®
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1L6.GLIKOJEN

11.6.1. Glikojen Metabolizmasi

Hayvanlarda, karbonhidratlanin temel depo sekli glikojendir ve
bitkilerdeki nigastanin karsiidir. Baglica glikojen depolar: iskelet kaslarn ve
karacigerde bulunur. Bunun yaninda diger pek ¢ok hiicrelerde de ¢ok az
miktarlarda bulunabilir. Kas glikojeninin gorevi kas kasilmasi sirasinda ATP
sentezi i¢in enerji deposu gorevi iistlenmektir. Karaciger glikojeni ise 6zellikle
erken aglik déneminde kan glukoz diizeyinin belirli seviyede tutulmasina
caligmaktadir. 10-18 saatlik agliktan sonra karaciger, glikojenden hemen hemen
tamamen bosalmig hale. gelir; oysa kas glikojeni sadece uzun ve siddetli

egzersizden sonra anlaml olarak azalhr™.

Besinle glukoz alimamadiginda, karacier glikojen depolarindan
hizla kana glukoz verebilir. Benzer sekilde egzersizle kas glikojeni de yikilir ve
kasa glukoz saglamir. Glikojen depolar1 tlikendiginde spesifik dokular
aminoasitleri karbon kaynag1 olarak kullanarak glukoneogenez yoluyla de nova

glukoz sentezi yaparlar25 .

Glikojen a-D-glukoz birimlerinden olusan dalli zincirli
homopolisakkarittir. Primer glikozid bag: a-1-4’tiir. Her 8-10 glukozdan sonra a-
1-6 bagiyla dallanmalar olur. Glikojen sentezlenmesi ATP ve UTP’den saglanan

enerjiyle sitozolde gerceklesir®.
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UDP ile birlesmis a-D- glukoz glikojen molekiiliindeki glukoz
kalintilarimin kaynagidir. UDP-glukoz, glukoz 1-fosfat ve UTP’den UDP-glukoz
pirofosforilazin etkimesiyle olusur. Bu reaksiyonun ikinci iiriinii olan pirofosfat
(PPI) pirofosfataz tarafindan iki inorganik fosfata (Pi) hidrolize edilirler. Bu da

UDP glukoz sentezinin hizim arttirnr®.

Glikojen sentaz glikojenin a-1-4 baglarim1 yapmaktan sorumludur.
Bu enzim UDP glukozdan glukoz alicisi gibi davranarak glikojen sentezini
baslatamaz. Sadece var olan zinciri uzatabilir. Bu yiizden glikojen deposu tiimiiyle
tikenmemis bir hiicrede bulunan bir glikojen par¢asi primer rol iistlenebilir.
Glikojen pargasinin yoklugunda ise glikojenin adli 6zel bir protein glukoz
kalintilarimin  alicist olarak rol iistlenebilir. UDP-glukozdan glikojenine ilk
glukozun transferini “glikojen sentezini baglatma” enzimi saglar. Bundan sonra
birka¢ glikozil {initini glikojenin kendisi biiyliyen a-1:4glikozil zincirine

ekleyebilir. Bu kisa zincir diger glukoz kalintilari igin de alici rolii istlenir®.
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. GLIKOJEN
SENTEZI
BASKILANIR .

Sekil 2: Glikojen sentezinin baskilanmasi

Yiiksek insiilin diizeyi glikojen sentezini arttirirken, artmis
glukagon veya epinefrin diizeyi glikojen yikiminda artiga neden olur. Epinefrin

kasta cAMP’yi arttirirken, insiilini azaltir (Sekil 2)%.

STZ’nin farkh dozlardaki etkilerini aragtirmak igin si¢anlara

intravendz olarak 60 (STZ-60), 80 (STZ-80), 100 (STZ-100) ve 150 (STZ-150)
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mg/kg verilmigtir. Sicanlar enjeksiyon sonrast 3 hafta kullamlmugtir. Biitiin
diyabetik sicanlarda bilyiime hizinda yavaslama, hiperglisemi, hipoinsiilinemi ve
hiperlipidemi goriilmistiir. Biitiin diyabetik siganlarin gastroknemius kaslarinda
fosfofruktokinaz ve siiksinat dehidrogenaz enzimleri belirgin oranda azalmastir.
Diyabetik siganlarin hepsinde kalp glikojen miktan artarken karaciger glikojen
miktar1 azalmigtir. Iskelet kasi glikojen miktan kontrollerle benzerlik
gostermektedir. Sadece STZ-100 ve STZ-150 sicanlarin soleus kaslarinda daha

distik glikojen diizeylerine rastlanm1§t1127.
IL.7. DIYABET VE ISKELET KASI

STZ, ﬁygulanan diyabetik su;anlanh soleus kasinda kas agirhiginin
ve kas proteininin azaldifn gozlenmistir. Bu da soleus kasinda bir atrofiyi
gostermektedir''. Diyabetik hayvanlar azalmig perfiizyon ve vazodilatasyon ile
olusan vaskiiler direnci azaltmada yetersizliklerle karakterizedir’>. Diyabetik
kaslardaki lif atrofisi kas ve lif tipine baghdir. Degisik lif tipleri degisik oranlarda
atrofiye ugramaktadir. Yavas miyozin agir zincir izoformlarinda azalma
olmaktadir. Kas Iiﬂerin_de bu tip degisiklikler diyabetik si¢anlarn azalmls
hareketine ve diyabetik noOropatiye baghdir. Genel olarak oksidatif
metabolizmayla ¢alisan soleus kasi diyabetik degisimlere oldukca hassastir®®.
Diyabette, artmis glukoz seviyesi, oksijen radikallerinin olugmasina bdylece ¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla hiicre membraninda tahribat olugmasina

yol agmaktadir™.
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Yapilan ¢aligmalar, soleus kasimin ekstansor digitorum longus

kasina oranla diyabetik kosullara daha hassas oldugunu ortaya koymusturl_2 .

Oksidatif stres, kas atrofisini arttirmaktadir. Vitamin E ve
antioksidanlar atrofi derecesini azaltmaktadir. Fe ve Cu gibi metallerin serbest
radikal olugumuyla iligkili olduklari kabul edilmektedir. Kirmiza kaslar Mn, Cu,
Zn ve Fe bakimindan beyaz kaslara oranla zengindirler. Bu metallerin artigindaki

dengesizlik kirmizi kaslarda atrofinin olusmasima neden olmaktadir®.

Diyabetik siganlarin, gastroknemius ve soleus kaslarimin belli
kisimlarinda protein kinaz C delta miktari, protein kinaz C alfa ve epsilondan
daha fazla artig gostermigtir. Iskelet kasindaki protein kinaz C ( PKC )

degisimleri, diyabet mellitusun iskelet kas1 miyopatisinde sncildir®.

Kas kontraktil aktivitesi direkt olarak iskelet kas1 GLUT-4 protein

konsantrasyonunu instilinden bagimsiz olarak ayarlamaktadir®’,

Glukoz, akut olarak plazma membran1 GLUT-4 proteinini sigan
iskelet kasinda azaltr. Bu plazma membran GLUT-4 down regulasyonu,
hiperglisemik gartlarda asirn miktarda glukoz ahmﬁuna kars1 bir savunma
mekanizmasidir’". Diyabet nedeniyle soleus kasmin yorgunluga kars: olan direnci
belirgin derecede azalmaktadir. Poliol yolundaki aktivite artisi diyabetik
ndropatinin olugmasina yardim etmektedir. Aldoz rediiktaz inhibitorleri ise kas
lifleri ve onlarin vaskiller kaynaklani lizerine etkileriyle bu etkiden

korumaktadirlar®®.



36

Uzun siireli insiiliopeni ( iskelet kaslarinda) glukoz transportunu ve
intraselliiler glukoz metabolizmasim azaltmakta ve postreseptdr  insiilin

rezistansiyla sonuglanmaktadir®.

Iskelet kasinda sadece GLUT-4 glukoz proteini, insiilin tarafindan
stimiile edilirken, GLUT-1 ise insiiline karsi duyarsizdir. Iskelet kasi glukoz
taginmasim arttirabilir. Bu da glukoz tasiyicisi GLUT 4°iin yiizey miktarinin
artisiyla olmaktadir. Glukoz tasinmasindaki artig, insiilin ve kasilabilirlikle
birliktedir ve oksidatif liflerden zengin kaslarda, glikolitik liflere oranla daha
fazladir. Bu farkin nedeni, beyaz kaslara oranla kirmizi kaslarin GLUT 4

proteinine daha fazla duyarl olmasidir’®®.

Sigan arka bacagindaki kaslarda bir denervasyon, insiilin uyarimh
glukoz taginmasini azaltmaktadir. Fakat tiim kaslar denervasyona aynt tiir cevabi

vermezler. Soleus kasindaki cevap, plantaris kasina oranla oldukga fazladir®®’®,

Denervasyon, GLUT 4 miktarim ve insiilin-uyanmli glukoz

taginmasim siddetli diyabete oranla daha fazla azaltmaktadir® 0,76,

11.8. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, dis yoriingesinde ¢iftlesmemis bir elektron
bulunan molekiillerdir. Bu molekiiller genellikle kararsiz ve ¢ok reaktiftirler.
Serbest oksijen radikallerine drnek olarak: Superoksit, hidroksil, peroksil, alkosil
ve hidroperoksil radikalleri verilebilir. Nitrik oksit ve nitrojendioksit’de serbest

nitrojen radikalleridir. Oksijen ve nitrojen serbest radikalleri, radikal olmayan
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reaktif lirlinlere doniistiiriilebilmektedir. Bunlar, hidrojen peroksit, hipoklorik asit,
hipobromik asit ve peroksinitrit’dir. ROS ve reaktif nitrojen iiriinleri ( RNS )

insanda ve hayvanlarda fizyolojik ve patolojik sartlar altinda iiretilmektedir*®.

Serbest radikaller hayatin baslangicindan itibaren onemli bir rol
oynamaktadirlar. Omegin: Oksijen radikalleri, sinyal iletiminde, gen
transkripsiyonunda ve soluble guanilat siklaz aktivitesinin hiicre igindeki
diizenlenmesinde rol oynarken nitrik oksit ( NO ) ise en yaygin sinyal molekiilii

olarak gergekten her hiicre ve organ fonksiyonunda rol almaktadir®.

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve
enzimlerine etki etmektedirler. Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller
permeabiliteyl bozar, trombosit agregasyonunu arttirirlar. Proteaz, fosfolipaz,
elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz, triptofan deoksijenaz ve
galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktiflestirirken alfa-1- antitripsin gibi bazi

savunma sistemlerini inaktive ederler’.

Bir takim risk faktorleri IDDM’i tetiklese de, yapilan galigmalar,
ROS’un pankreasin beta hiicrelerinin oliimiinde vé hastaligin seyrinde Snemli bir
rol oynadigim belirtmigtir. ROS, birtakim biiylime faktorleri ve sitokinler igin
ikincil habercidir. NF-Kb ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorleri ROS tarafindan

stimiile edilmektedir’.

Oksidatif  stres, oksijen radikali iretiminin  hiicrenin

detoksifikasyon kapasitesinden biiyiik oldugu sartlarda ortaya ¢ikar'.
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Diigiik konsantrasyonlarda bile olsa serbest radikaller biyolojik
olarak Onemli molekiillere zarar vermekte, DNA mutasyonuna zemin

hazirlamakta doku hasanna ve hastaliklara neden olmaktadiriar®®.

Molekiiler oksijen aerobik yasam ig¢in mutlaka gerekliyse de bazi
sartlar altinda toksik olabilmektedir. Bu fenomene “Oksijen Paradoksu”

denmektedir®®,

11.8.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelirler:

1-Kovalent baghi normal bir molekiiliin, hér bir parcasinda ortak

elektronlardan birisinin kalarak homolitik bsliinmesi’
X: Y>> X+Y

2-Kovalent bagh normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi
veya bir molekiiliin heterolitik b6linmesi. Heterolitik béliinmede kovalent bag
olugturan her iki elekiron atomlarn birinde kalirlar. Boylece serbest radikaller

degil iyonlar meydana gelirler’.

X: Yo Xo+Y'
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3-Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi
X+e X"

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi

sonucu meydana gelir’.

Serbest radikaller elektriksel olarak + yiiklii, - yliklii veya nétral

olabilirler, organik veya inorganik molekiiller seklinde bulunabilirler®.

Biyolojik sistemlerdeki en ¢nemli serbest radikaller oksijenden
olusan serbest radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda rol oynayan
maddeler oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve

gecis metallerinin iyonlaridi?.

Siiperoksit Radikali:

Mitokondrial elektron tagima sistemi siiperoksitin kaynagidir.
Ciinkii NADH, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat NADPH) ve flavin adenin
nukleotid (F ADHZ) protein, yag ve glukozun aerobik metabolizmast aramhgl)?la_t
olusmaktadir. Fizyolojik sartlar altinda viicuda alinan oksijenin yaklagik % 1°i

veya % 3’ii siiperoksit veya diger reaktif oksijen {iriinlerine doniistiiriilmektedir™®.

Tiim aerobik hiicrelerde, oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi

sonucu kararsiz bir yapi olan O,™ radikal anyonu meydana gelir’.

O,+e > Oy
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Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte fazla zararli degildir.
Asil 6nemlisi hidrojen peroksit kaynag ve gegis metalleri iyonlaninin indirgeyicisi

olmasidir’.

Hidrojen peroksit:

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi
veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii

iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi ( H,0, ) meydana getirir®.
O, +2e + 2H > H,0,
O, +e + 2H > H,0,

Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi
siiperoksidin dismutasyonuyla olur. ki siiperoksid molekiilii iki proton alarak

hidrojen peroksid ve molekiiler oksijeni olustururlar®.
20,7+2H" - H0,+0,

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen
tiirleri i¢ine girer. Hidrojen peroksit stiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve
zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak {izere

kolaylikla yikilabilir. Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu denir’.

H,O0, + 0" - 'OH+ OH + O,
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Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizhidir. Bu reaksiyonda
once ferri demir siiperoksit tarafindan ferro demire indirgenir. Ferro demir

kullanilarak Fenton Reaksiyonu ile hidrojen peroksidden ‘OH ve OH iiretilir’.
Hidroksil radikali:

Hidroksit radikali (OH’), hidrojen peroksidin gegis metallerinin
varliginda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu) ile meydana gelir. Yarilanma

omrii gok kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur’.

Singlet oksijen ( 'O, ), ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in
radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu

meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da sebep olur’.

11.8.2. Lipid Peroksidasyonu

Poliansatiire ya§ asitleri (PUFA)’nin oksidatif yikimina lipid
p¢roksidasyonu denir. Olusan lipid peroksil radikalleri membran yapisindaki diger
poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikalerinin olusumuna yol
acarken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarmmi alarak lipid
hidroperoksitlerine doniisiirler. Bu olay kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidasyonu ile olugan membran hasar1 geri

doniisiimsiizdiir’.
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Hidroperoksitlerin hiicreler iizerine toksik etkileri vardir. Demir
veya bakir gibi metallerle reaksiyona girerek karafh aldehitler olustururlar. Buna
ornek olarak MDA verilebilir. MDA, hiicre membramini tahrip eder. Peroksil
radikalleri lipidlerden hidrojeni ayirir, hidroperoksitleri olusturur bdylece serbest

radikal iiretiminde artiga neden olur’.

STZ veya ALL uygulanan siganlarda tiyobarbitiirik asit reaktif
maddelerinde (TBARS) artig gézlenmistir. Bu artis, serbest radikal tiretimindeki

yiikselmenin indirekt kanitidir™.

I1.8.3. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Bivolojik kaynaklar

e Aktive olmus fagositler (Respiratory burst): Bakterisidal
rollerinin sonucu olarak stiperoksit tiretirler.

e Alkol ve uyusturucu maddeler

'3 Radyasyoh

e Antineoplastik ilaglar

e Stres: Stres sonucu katekolemin artist olmakta ve
katekolaminlerin  oksidasyonu yla serbest radikaller

olugmaktadir’,
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Intraselliiler kaynaklar

e Tioller,  hidrokinonlar, flavinler, tetrahidrdpterinler,
antibiyotikler

e Ksantin oksidaz, Hemoglobin, Triptofan

e Mitokondrial elektron transportu

o Iskemi, travma, intoksikasyon

o Peroksizomlar

e Lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz, lipid peroksidasyonu2

I1.8.4. Serbest Radikallerin Siipiiriilmesi

Reaktif oksijen tiirlerinin olugumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasan 6nlemek i¢in viicutta bircok savunma mekanizmalari geligmistir. Bunlar
“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca ‘“antioksidanlar” olarak

adlandirilirlar™.

Superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon reduktaz,
katalaz ve glutatyon bir sistem olugturarak hiicreleri, oksijen radikallerinin tahrip -

edici etkisinden korumaktadirlar*®.

Serbest radikallerin siipiiriilmesi enzimatik ve non-enzimatik

reaksiyonlarla miimkiin olmaktadir®®.
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Endojen antioksidanlar

Enzimler: Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, stiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz  ve

hidroperoksidaz’.

Enzim olmayanlar: a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit, melatonin,
sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, myoglobin, ferritin, metionin,

hemoglobin, albumin, bilirubin ve glutatyon®.

Cesitli ROS kaynaklarn vardir. Fakat mitokondri elektronlarin
- liretimi ve transportu sebebiyle imtiyazli bir kaynaktir. Hiicresel antioksidanlar iki
ana gruba ayrilir. Sitozolik Qéiﬁnen hiicrese.I antioksidanlar ve membrana bagli,
yagda ¢Gziinen antioksidanlar. Plazmada albumin ve tirik asit ROS yakalamada

onemli bir role sahiptir'®,
Mitokondrial sitokrom oksidaz

Mitokondrial sitokrom oksidaz, solunum zincirinin son enzimidir

ve siiperoksidi detoksiﬁye eder’.
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Siiperoksit dismutaz

Stiperoksit  dismutaz (SOD) izoformlar1 hiicrenin  gesitli
kisimlarinda bulunmaktadir. CuZn-SOD hem sitoplazmada hem de niikleusta
bulunurken, Mn-SOD ise mitokondriye &zglidiir. Fakat ekstraseliiler ortamada
birakilabilmektedir. SOD, viicutta olugan siiperoksit anyon radikallerini hidrojen
peroksite doniigtiiriir. Boylece siiperoksit anyonun nitrik oksitle etkilesime girerek

reaktif peroksinitrit olusumunu azaltmaktadir”.

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri
stiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerine karg1 korumaktir. Boylece lipid
peroksidayonunu inhibe eder. SOD ayrica fagosite edilmis bakerilerin intraseliiler

olarak 6ldiiriilmesinden de sorumludur®.
20, +2H" sop____, H,0;,+0;
Katalaz

Katalaz, 4 tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir.

peroksizomlarda bulunur, hidrojen peroksiti su ve oksijene aynigtirir’.

2H;0; kartaLaz 0, +2H,0
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Glutatyon peroksidaz ve Glutatyon rediiktaz

Glutatyon (GSH) peroksinitriti, okside glutatyon (GS-SG)
olugturarak ortamdan uzaklastirir. GS-SG daha sonra NADPH-bagiml glutatyon

rediiktaz ile GSH’a doniigtiiriiliir**.
GSSG +NADPH +H _glutatyon rediiktaz, 2 GSH + NADP”

Glutatyon peroksidaz ve rediiktaz sitoplazma, mitokondri ve
niikleusta bulunan iki enzimdir. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksiti suya
donistiiriirken, rediikte glutatyonu hidrojen donorii olarak kullamir. Glutatyon

disiilfit, glutatyon rediiktaz sayesinde( NADPH kofaktor ) glutatyona doniigiir’®.
2 GSH + ONOO™  _glutatyon peroksidaz, GSSG + NO; + H,0

Glutatyon - S — transferaz

Ksenobiotiklerin bioformasyonunda &nemli rol oynar. Basta
aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine kars1
Se- bafimsiz GSH peroksidaz aktivitesi gOstererek bir defans mekanizmasi

olustururlar2 .

ROOH + 2GSH GST » GSSG+ROH +H,0
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IL9. NITRIK OKSIT (NO)

Arjinin (2_amino-5-guanidinovalerikasit), NO’in 6nciil maddesidir
ve ilk kez 1895 yilinda hayvansal proteinlerin bir komponenti olarak belirtilmigtir.
NO, yar1-6mrii yalnizca 5 saniye olan ¢énemli bir haberci molekiildiir. NO ayrica,
damar diiz kaslarin1 gevseterek vazodilatasyon saglayan endotel-k6kenli gevsetici

faktor olarakta adlandiriimaktadir® ',

Nitrik Oksit, Onemli bir intraselliiler ve interselliiler sinyal
molekiiliidiir. Organizma {izerinde kontrast rolleri bulunmaktadir. N&ronal
sistemdeki ndrotransmitterlere benzer biyolojik mediator gibi davranirken, endotel
hiicrelerinde sentezlenen NO damaf diiz kas hiicrelerine diffiize olarak cGMP
artistyla myozin hafif zincir kinazi fosforilleyerek inaktif hale getiren protein
kinaz G’nin uyarilmasi sonucu damar diiz kaslarim gevseterek vazodilatasyona

4
neden olur*%,

NADPH+H® NADP"

L-Arginin NQO entetaz  L-Sitriillin + H,0
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NO, kuvvetli bir vazodilatatordiir. Platelet agregasyonunu inhibe
eder. Uyarilmis | makrofajlar  oksijen serbest radikalleri olustururlar.
Lipopolisakkarid ve enfeksiyonlara yanit olarak salinan gama- interferon
tarafindan stimule edilen NO, olusan siiperoksit radikali ile birlegerek peroksinitrit
radikalini meydana getirir. Bu radikal daha sonra makrofajlarin fagosite ettigi
mikroorganizmalar igin zararl olan hidroksil radikalini olusturur. Bunun yaninda
NO, bir serbest oksijen radikalidir ve patolojik progeslerde sitotoksik bir ajan

olarak gorev yapmaktadir**>*.

Viicutta oksijen radikallerinin sentezinin artmadifi durumlarda,
indiiksiyonlar sonucu artmig NO sentezi kendi bagina oksidan stres neden

olabilir®.

NO, siiperoksit veya hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek
peroksinitriti olugturur. Peroksinitrit’in oksidan potansiyeli siiperoksit ve hidrojen
peroksit’den daha fazladir. Béylece NO" ‘in normal etkisi inhibe edilmis olur.
Ayrica peroksinitritlerin dogrudan proteinlere zararli etkileri vardir ve azot
~ dioksit, hidroksil radikali ve nitronyum iyonu gibi diger toksik ﬁrﬁnlere_

déniigebilirler”.
0" + NO© - ONOO

NOS, bir oksijenazdir ve biopterin, NADPH ve oksijen varlifinda

arjinini, sitriilin ve NO vermek iizere pargalar’.
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NO’un oksidan metabolitleri, antioksidan enzimlerden glutatyon
peroksidaz’1 inhibe ederken seliiler antioksidanlardan askorbik asit, iirik asi_t ve
plazma tiollerinin seviyelerinde azalmaya yol agmaktadlr. Artmig oksidatif stres
ve NF-kB (niiklear faktor kappa B) gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
diyabetin ge¢ komplikasyonlanyla iligkilendirilebilir. NF-kB, nitrik oksit

{iretimini arttirmaktadir®”.

NOS enzimi ii¢ sekilde bulunmaktadir.

1. Ca- Kalmodulin bagimh néral NOS (NOS I yada nNOS )
2. Endotelyal NOS ( NOS III yada eNOS )

3. Ca- bagimsiz, indiiklenebilir NOS (NOS II yada iNOS)

Hem endotelyal NOS hemde noéral NOS sigan iskelet kaslarinda
mevcut iken, indiiklenebilir NOS ise sadece endotoksemi ve kas yaralanmas: gibi
patolojik sartlarda ortaya ¢ikmaktadir. Endotelyal NOS, vaskiiler sekillenmede ve
kas vaskiiler yatagin hemodinamik regiilasyonunda rol oynar. Diger yandan NOS
enzimleri noral, metabolik ve Kkontraktil kas fonksiyonlarinda da rol

anamaktad1r87.

Organizmada NO biyosentezinde arjinin, oksijen ve NADPH"1
substrat olarak kullamrken hem, FMN (flavin mononiikleotid), FAD ve

tertrahidrobiopterin kofaktor olarak kullamlmaktadir*?°.

NO, fizyolojik konsantrasyonlarda proinflamatuar platelet

agregasyonunu, integrin aracili adezyonu ve proinflamatuar gen ekspresyonunu,
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vaskiiler inflamasyonu ve oksidatif hasann kontrol eden faktorleri inhibe
etmektedir. Fakat yiiksek konsantrasyonlarda NO siiperoksitle reaksiyona girerek
peroksinitfit ( ONOO ) olusturmakta biylece proteinler, karbonhidratlar ve DNA.
ile etkilesime girmektedirler. Peroksinitrit, mitokondrial respirasyonu geri
doniisiimsiiz olarak inhibe ederken g¢esitli mitokondrial bilesikleri de okside edici

reaksiyonlarla tahrip etmektedir®.

NO, L-arjininden, NOS’un (¢ izoformundan biri tarafindan
olusturulmaktadir. Néral NOS ( NOS I yada nNOS ), Endotelyal NOS ( NOS III
yada eNOS ) ve indiiklenebilir NOS ( NOS II yada iNOS ). Biitiin NOS
izoformlar1 oksijen, tetrahidrobiopterin, NADPH, kalmodulin, FAD, FMN ve

Hem’e katalitik aktivite icin ihtiyag duyarlar. nNOS ve eNOS aktivitesi icin Ca*

gereklidir®*.
NITRIK OKSIT

Zararh Etkileri Koruyucu Etkileri , Diizenleyici Etkileri
-Antioksidanlan titketmesi -Antioksidan fonksiyonu -Platelet agregasyonu
-Enzim Inhibisyonlari -Anti-inflamatuar etkileri inhibisyonu
-DNA hasarlan -TNF toksisitesine karst -Renal ve intestinal
-Lipid peroksidasyonu etkileri gorevler
-Diger toksik etkenlere kars: -Diiz kaslarin gevsemesi
duyarhlig: arttirmasi -Hiicre adezyonunun

kontrolii

-Damar gegirgenligi

~Immiin sistem
fonksiyonlar:
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11.10. VITAMIN C

Askorbik asit, rbir heksoz derivatifi olup, beyaz kristaller halinde
bulunur. Suda ve etil alkolde ¢6ziiniir. Iki nemli yapis mevcuttur; a-askorbik asit
(rediiksiyon ajani) ve a-dehidroaskorbik asit (okside derivatifi). Viicutta
cogunlukla indirgenmis formda bulunmasina kargin, her iki yapida biyolojik
olarak aktiftir. Bu iki yap1 birbirlerine dénigiirler. Déniiglim i¢in glutatyon
dehidrogenaz ve askorbat oksidaz enzimleri gereklidir. Dehidroaskorbik asidin

113

daha fazla okside olmas1 “ diketogulonik asidi “ olusturur ve vitamin 6zelligi

kaybolur3 .
Askorhet oksidaz //O

C=0 (|3 —l ("‘/OOH

HO—(l.': 1 HO o=c C=0Q

i | \ J 0= (I3 0 (l3== 0

HO-C O . 0=6 l —

B -~ ~" H-—- (13- H-—~ (|: — OH

HO—(',‘—-H HO-—(‘D—H HO—('?-H
bnon OS¢ 20SH CH,0H CH,OH

tatyon Dehidroaskorbik asit Diketogulonik asit

Askorbik ast dehidrogenaz

Bir¢ok hayvan ve bitki D-glukoz veya D-galaktozdan glukuronik
asit yoluyla vitamini sentezleyebilirler. Glukoz gesitli basamaklardan sonra D-
glukuronik aside ¢evrilir ve a-gulonate dontisiir. a-gulono-y-laktona déniisen bu
yap1 2-keto-a- gulonolaktona okside olur. Bu oksidasyon basamaginda a-gulono-

v-lakton oksidaz kisithdir. Reaksiyonun son basamaginda a-askorbik asit olusgur.
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Insanlar, kobaylar, alabalik ve somon baliklan bu sentezi yapamaz. Ciinkii a-

gulono-y-lakton oksidaz enzimleri yoktur’.

Insanda C vitamini buccal mukoza, mide ve ince bagirsakta emilir.
Buccal mukozada vitamin pasif difiizyonla alinir. Diyetle alinan miktarin % 70’1
emilir. Vitamin C depo edilmemesine karsin hipofiz, adrenal bezlerde, géz
lenslerinde ve lokositlerde konsantrasyonu yiiksektir. Kanda ve dokularda
indirgenmis formda bulunur ve okside formu % 10’dan azdir. Erigkin bir insanda
yarilanma omrii 20 giindiir. Giinliik doniisiimii 1mg/kg olup total olarak viicutta

bulunan miktar1 1500mg’dir’.

C vitaminin katabolizmasi diketogulonik aside hidrolize

olmasindan sonra treonik ve oksalik aside oksidasyonu ile olur’.

Insanda C vitamini atim formlar1 asborbat-2-siilfat, liksonik asit,
ksilonik asit ve ksilozdur. Az miktarda C vitamini (%2) ‘karbondioksite
metabolize olur ve solunum ile ¢ikarilir. C vitamininin oksidatif metabolizmasi

hemosiderozlu hastalarda yiiksektir’.

C vitamini giigli bir antioksidan olup, bir yada iki elektron verir.
Askorbik asit dehidroaskorbata, monodihidroaskorbik asit yoluyla okside olur. Bu
ara iiriin viicudun antioksidan savunmasinda reaktif oksijen ve serbest radikallere
kars1 doku tahribatin1 Onler. Askorbik asidin antioksidan hareketi diger indirgen
ajanlarin varhginda GSH ve NAD gibi, daha giigliidiir. Bu indirgenler askorbik

asidin (AH" ) oksidasyon iiriinii ( A~ )’e déniigiine yardime1 olurlar’.
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Askorbik asit noradrenalin sentezi igin gereklidir. Fizyolojik sartlar
altinda adrenalin okside olmaya eéili_mlidir. Fakat bunu askorbik asit Onler.
ATP’den cAMP olusumunu adenil siklaz aktive eder. Askorbik asit cAMP’yi 5°-
AMP ‘ye fosfodiesteraz enzimini inhibe ederek indirger. Boylece askorbik asit
cAMP’nin doku diizeyini onun sentezini uyararak ve degradasyonunu diisiirerek

artt1r1r3.

Askorbik asit, giiglii bir rediiktor (indirgen) ajan olmasindan dolay:
nitrit toplar. Nitritin kaynag1 gidalardaki nitrattir. Nitrat emildikten sonra buccal
kavitedeki mikroorganizmalar tarafindan nitrite gevrilir, mideye gelir, orada amin
veya amidlerle nitros bilesiklerini olugturur. C vitamini nitrosaminlerin
olusumunu Onleyen gii¢lii bir ajandir. Cunku nitritle aminlerden déha hizh
reaksiyona girer. Boylece nitriti indirger, kendisi de okside dehidroaskorbik asit

olur ve amin olusumu bdylece 6nlenir’.

C vitaminin, l6kositlerdeki yilkksek konsantrasyonu akut
hastaliklarda, enfeksiyonda, travmada hizla diiser. Hamilelik, yashhik ve
kortikosteroid t_edavisi, kanser, diyabet gibi durumlarda plazma ve 16kosit C
\}itamini diizeyinin diigiik oldugu saptamius’ur. C vitamini, allerjik reaksiyonlan
azaltmakta ve interferon iiretimini arttirmaktadir. Biyolojik sistemlerdeki en
onemli fonksiyonlan; antioksidan rolii vardir, serbest radikalleri tutar,
detoksifikasyonda rol oynar, demir ve folat gibi besin &gelerinin kullaniminda

dnemli bir rol oynar. Yetersizliginde; halsizlik, kas ve eklemlerde agr, hassas dis
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eti, sa¢ folikiilleri etrafinda hiperkeratoz goriiliir. Klinik yetersizlik belirtisi olan

“skorbiit” kollajen doku sentezinin inhibe olmasindan dolay1d1r3.

C vitamini, folik asidin aktif forma déniismesinde ve demirin
emilmesindeki fonksiyonundan dolay: yetersizligi halinde sekonder megaloblastik

anemi ve hipokromik anemi gelismektedir’.

Reaktif oksijen iirlinlerinden; hidroksil radikali ve siiperoksit
anyonu endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
gOstermigtir ki, diyabetik si¢anlarin endotel hiicrelerinde olusan reaktif oksijen
tiriinlerinin miktar1 kontrol gruplarina oranla daha fazladir. Diyabetik siganlarda,
askorbik asit, reaktif oksijen liriinlerinin olusumunu aialtmakta, aldoi rediiktazi

ve proteinlerin glukozilasyonunu inhibe etmektedir'".

I1.10.1. Vitamin C ve Diyabet iliskisi

Diyabetik siganlarda vitamin alimi, plazma ve karaciger lipid
peroksidasyonunu azaltmakta, plazma vitamin C seviyeleri normallegsmekte ve
vitamin E seviyeleri normal seviyenin iistiine gikmaktadir. Karacigerde glutatyon
peroksidaz ai(tivitesi belirgin derecede artmakta ve glutatyon-S- transferaz
vitamin alimiyla normallegsmektedir. Sonug¢ olarak vitamin C ve E alm lipid

peroksidayonunu serbest radikalleri siipiirmek suretiyle azaltmaktadir’>,

Glukozun kendisi ve  hiperglisemiyle iligkili  protein
glukozilasyonu, serbest radikallerin 6nemli kaynaklandir. Artmis glukoz yavas

fakat belirgin enzimatik olmayan protein glukozilasyonuna neden olmaktadir.
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Kumari ve Sahib, glukozilasyon ile hipergliseminin siiresi arasinda dogru bir

orant1 oldugunu belirtmislerdir*”.

Hiicresel askorbik asit alim1 enerji-bagimh bir progestir. Glukoz ve
diger monosakkaritler askorbik asit (AA) ve dehidroaskorbik asit ile ortak tasima

sistemini paylasmaktadirlar®2.

Sonu¢ olarak kronik hiperglisemi intraseliller AA eksikligi
olusturmaktadir. Bu da artmis plazma glukozu nedeniyle AA’nin membran

transportu, yarigsmali inhibisyona ugramaktadir’”,

STZ uygulamas: ile diyabet olusturulan su;anlarda hiperfaji,
polidipsi, azalmig viicut agirligi, hipoinsiilinemi, hiperglisemi, artmis plazma
trigliserit, kolesterol, serbest yag asidi ve myokardiyal disfonksiyon
goriilmektedir. Yapilan c¢aligmalar AA aliminin diyabetik siganlarda plazma
glukoz veya insiilin seviyelerinde veya viicut agirliklarinda degisiklige yol
agcmamstir. Fakat AA alimi1 STZ-diyabetik siganlarda hiperlipidemiyi ve kardiyak

fonksiyonu diizeltmektedir®2.

Diyabetin vaskiiler etkileri; vaza nervorumun hipoperfiizyonu ve
néronlar ve Schwann hiicreleri igin hipoksik mikrogevre gelisimidir. Cesitli
faktorler diyabette oksidatif strese neden olmaktadirlar. Bunlar artmis serbest
radikal iiretimi nedeniyle olusan sinir iskemik perfiizyonu ve bozulmus doku anti-

oksidan koruma sistemidir’'.
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Glutatyon kismen de olsa azalmug sinir iletim hiza olusumunu
azalmaktadir. Aldoz rediiktaz inhibitorleri, kronik elektrik uyarimi ve
aminoguanidin sinir iletim hizinm1 arttirmaktadir. Ayrica vazodilatatér tedavide

diyabetik siganlarda sinir iletim hizim diizeltmektedir®'.

Artmis poliyol aktivitesi, glutatyon seviyelerini diisiirmektedir.
Ciinkii glutatyon rediiktaz NADPH’a ihtiyag duymaktadir. Aldoz rediiktaz
NADPH kullanmaktadir. B6ylece ortamda bulunan ko-faktér igin bir yarigma
baglamaktadir. Bozulmus kan akimi, endondral hipoksi, oksijen serbest

radikallerinin ksantin oksidaz yoluyla artmasina neden olmaktadir®'.

Diyabette sinir disfonksiyonu artmig serbest radikal aktivitesi
nedeniyledir. Direkt olarak artmis lipid peroksidasyonu aksonal ve Schwann hiicre
membranlarinda fonksiyon bozulmasina neden olmaktadir. Onemli membran

proteinleri de artmig glukozilasyon nedeniyle hasar gormektedir® L

Diyabette endotelyal hasar ve atheroskleroz olusmaktadir. Lokal
vazodilatatorlerin endotelyal sentezi ve platelet anti-agregantlar (nitrik oksit ve
prostasiklin) azalmaktadir. Yiiksek lipid hidroperoksitleri siklooksijenaz aracili

prostasiklin sentezini inhibe ederken siiperoksit ise nitrik oksidi yok etmektedir’'.

Mitokondrideki glutatyon siklusu NADPH bagimhdir ve
disfonksiyonu durumunda hidroksil radikali hiicre membranim1 hasarlamakta

bdylece mitokondrial fonksiyon ve oksidatif metabolizma bozulmaktadir®'.
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Diyabetik monositler artmis siiperoksit olusturma kapasitesine
sahiptirler. Askorbat, demir ile etkilesime girer ve in vitro artmls serbest radikal
olusumu saglar. Oral askorbat demir absorpsiyonunu arttirir ve askorbat fazla
demir aliminda zararli olmaktadir. Askorbat ile tedavi edilen siganlarin serum

demir seviyeleri ve hepatik demir depolar: yiiksektir''°.

Dien konjugatlari, lipid peroksidasyonunun erke evresini belirtir.

Dien konjugatlar1 diyabetik hayvanlarda artmaktadir''®.

Dijfabetik hayvanlarda DHAA/AA idrarda artmaktadir. Askorbat
seviyeleri ise azalmaktadir. Retinol seviyesi de (plazma antioksidam) tedavi
edilmemis hayvanlarda azalmaktadir. DHAA/AA oram diyabette oksidatif stres

belirleyicisi olarak kullamilabilir' .



58

III. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim

Dalr’nda gergeklestirilmigtir.

I1.1. KULLANILAN GERECLER

I11.1.1. Deney Hayvanlan

Cahismada Refik Saydam Hifzissihha Enstitiisti Serum Ciftliginden
temin edilen agirliklart 200+£20 gr arasinda degisen 38 adet erigkin, erkek Wistar
Albino sigan kullamldi. Siganlarin her biri ayn kafeslerde 12 saat aydinlik-
karanhk siklusunda, 24 + 2 ° C’lik ortamda, standart sican yemi ve musluk suyu

ile serbest olarak beslendiler.

I11.1.2.Kullanilan Laboratuvar Cihazlar: ve Kimyasal Maddeler

o Spektrofotometre (UV-1208 Shimadzu )

¢ Homojenizator ( Hiedolph Diax 900 )

e Soputmali santrifiij ( Hermle Z 323K )

¢ Elektronik tart1 ( Sartorius basic )

e Subanyosu ( Guft DBS 12734)

¢ Glukometre (Glucotrend-Roche)

e Vorteks (Niive NM 110-02488)

¢ Mikropipet (10-100 Transferpette 01 Z 2517, 100-1000 Genex Beta CR

59389)
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e Metabolik kafes

. Elx 800 Bioelisa Reader

111.2. Uygulanan Yontemler

II1.2.1. Calisma Diizeni ve Diyabet Protokolii

Deney hayvanlan bir hafta siire ile laboratuvar ortamina uyum i¢in

bekletildikten sonra 4 gruba ayrildilar.

1. Kontrol grubu (K, n=9)
2. Vitamin C grubu ( Vit C, n=9 )
3. Diyabet grubu ( D, n=10)

4. Diyabet + Vitamin C grubu ( D+Vit C, n=10)

Cahgmanin 0. giinlinde 18 saat onceden a¢ birakilan hayvanlar
tartildi. Kuyruk veninden kan alinarak aglik kan sekeri (AKS) 6l¢tildii. Ayni giin
hayvanlara 0.1 Molar (pH:4.5) soguk sitrat tamponun 1 ml’sinde ¢6ziinen,
45mg/kg STZ tek doz, intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edildi. STZ
uygulainasmdan 48 saat sonra 18 saaf onceden a¢ birakilan hayvanlarnin beden
agirhklan ve AKS$’leri tespit edildi. AKS’leri 200mg/dl tizeri olanlar diyabet
kabul edilerek ¢aligmaya alindi. Vitamin C ve Diyabet + Vitamin C grubundaki
hayvanlara, 1.5 ml musluk suyunda ¢oziinen AA 20mg/kg dozda intragastrik (i.g.)
olarak gavaj uygulamasiyla giinde tek doz olarak 21 giin siire ile verildi*2. Diyabet
ve kontrol gruplarindaki hayvanlara ise musluk suyu i.g. olarak aym hacim ve

siire ile uygulandi. 22.giin 18 saat onceden a¢ birakilan hayvanlarm AKS’leri
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Olgiildiikten sonra Tiyopental Sodyum (50mg/kg) anestezisi altinda kalplerinden
kan alinarak feda edildi. Feda edilen hayvanlarin her 1k1 arka bacagindaki soleus
kaslar1 hizla ¢ikarilarak sivi nitrojende donduruldu ve gahisilincaya kadar —
30°C’lik derin dondurucuda saklandi. Dokuda MDA, GSH, AA ve glikojen
diizeyleri spektrofotometrik yontemle Olgiildii. Total NOx diizeyleri ise Griess

reaktifleri ile ELISA okuyucuda tespit edildi.

111.2.2. Dokuda TBARS Tayin Yéntemi

Dokuda MDA diizeyleri tiyobarbitiirik asit reaktif madde olusumu

yontemiyle ¢ahisildi®,

Kullanilan Soliisyonlar:

e %10’luk TCA
o %1’lik BHT ( %95’lik alkol i¢inde )

o %0.67°lik TBA

Soleus kasi Ornekleri tartildi. Homojenizator ile soguk TCA
(%10°luk TCA ) iginde homojenize edildi. Dahé sonra homojenat 15 dk siire ile
4000 rpm’de, +4°C de santrifiij edildi ve siipernatan alinarak 4000 rpm’de 8 dk
tekrar santrifiij edildi. Ornekten 750 pl almarak iizerine 750 pl %67°lik TBA ve
10 pl %1’lik BHT eklendi. Vorteksle iyice kanstinlarak kaynayan su banyosunda
15 dk siireyle bekletildi ve daha sonra oda 1sisina kadar sogutularak 4000 rpm’de

santrifij ~ edildi. = Stipernatan  alinarak  numunelerin  optik  dansitesi
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spektrofotometrede 535 nm’de, kore kargi okundu. Doku MDA diizeyleri nmol

olarak gr doku bagina hesaplandi.

I11.2.3. Dokuda Glutatyon Tayin Yontemi

Dokuda glutatyon tayini i¢in modifiye Ellman yontemi kullanildi'.

Kullamlan soliisyonlar:

L 0,3 M N8H2PO4
e DTNB (0,4 mg/ml %1’lik sodyum sitrat)

Soleus kasi Smekleri TBARS yontemindeki gibi homojenize edilip
santrifiij edildikten sonra 2 hacim siipernatan, 8 hacim NaH,PO,; ve 1 hacim
DTNB ¢ozeltisi ile kangtinldi. Oda isisinda 5- 10 dk bekletildikten sonra
kangimin absorbanst spektrofotometrede koére karst 412 nm Qalga boyunda

Slgiildii. GSH diizeyleri umol / gr doku olarak ifade edildi.
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111.2.4. Dokuda NOx Tayin Yéntemi

Dokuda nitrit oksidin temsilcisi olarak nitrit + nitrat diizeylerinin
tayininde modifiye Griess yontemi kullamld:”’. Standart olarak deiyonize su ile

hazirlanm:s sodyum nitratin 0-50 uM diliisyonlar kullanildi.

II1.2.4.1.Numunelerin Hazirlanmasi

Doku oOrneklerini pH 7.4 olan fosfat tamponu ile 10:1 (w/v)
oraninda homojenize edildi. Homojenat +4°C de 3000x g ‘de 20 dk santrifiij
edilerek stipernatan aynldi. 0.5 ml siipernatan alinarak iizerine 1ml etil alkol
eklendi. Vortekslenen kangim +4°C de 3000x g ‘de 5 dk santrifiij edildi. Ust

fazin tamamu ayrilarak +4°C de 14000 rpm’de 5 dk daha santrifiij edildi.

I11.2.4.2. Olciimiin Yapilisi

Doku drneklerinin deproteinizasyon ve ¢Sktiirme iglerinden sonra
elde edilen tist fazlarindan nitrat tayini i¢in 0.1 ml alinarak her bir 6mekten ¢ift
tekar olacak §eki1de 96 gukurlu ELISA plagina yerlestirildi. Eg hacimde standart
soliisyonlar1 da ayr gukurlara yerlestirildi. Standart soliisyonlar ve numﬁnelerin‘
fizerine 0.05 ml sulfanilamid ve ardindan 0.05 ml NEDD eklendi. Plak 37°C de 30

dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ELISA okuyucusunda 540 nm de okundu.
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IL.2.5. Dokuda Glikojen Tayin Yontemi

Siu Lo ve arkadaslarmin teknigi ile lgiilmiigtir’ .
Kullanilan Cézeltiler:
Sodyum siilfatla ( NaSO4 ) doyurulmus % 30 potasyum hidroksit

300 gr potasyum hidroksit (KOH) 11t distile suda ¢éziilerek,

hazirlanan soliisyon NaSQO, ile doyurulur.
% 5 fenol

250 gr kristal fenol 5 It distle suda ¢6ziiniir.
% 95 etanol

% 96-98 siilfiirik asit

Standart glikojen soliisyonu

25 mg glikojen 5 ml distile suda ¢oziiniir. Bu soliisyon 5 mg/ ml
glikojen konsantrasyonundadir. Standart glikojen soliisyonunun en az

konsantrasyonu, bu stok soliisyon voliimetrik diliisyonla hazirlanabilir.
Yontem:

1. Doku hizli olarak temizlenip, tartilip, kapakli tiipe

konur.
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1.5 ml NaSO, ile doyurulmus % 30 KOH eklenir.
Kaynar su banyosunda 30 dk beklenir.
Numuneler buzda sogutulur.

% 95 etanolden esit voliimde eklenir.

Numuneler 30 dk buzda bekletilir.

840 g devirde 30 dk siire ile santrifiij edilir.

Stipernatan aspire edilip, pelet glikojen {izerine 3 ml

distile su eklenip, peletin suda ¢6ziilmesi saglanir.

9. 1 ml alimip, iizerine 1 ml % 5 fenol, % 96-98
eklenir.

-10. Ornekler kangstinlip, 10 dk beklenir.
11. 30 derece su banyosunda 10-20 dk beklenir.

Omnekler, 490 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okunur.

Hesap, standartin sonucuna gore oranti kurularak yapilir.

I11.2.6. Dokuda AA Tayin Yontemi

Roe ve Kuether’in Berger tarafindan modifiye edilmis metodﬁ

kullanild:®.

Kullanilan ¢ozeltiler:

Perklorik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (PCA/EDTA)
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035 M PCA’de (Merck) 0.1 mg EDTA ( Sigma) ¢oOziilerek

hazirlandi.

Renk Ajant

100 ml] 0.35 M PCA igerisinde 0.6 gr bakursiilfat (Merck) ¢6ziildi.

100 ml 0.35 M PCA igerisinde 5 gr tiyotire ( Sigma) ¢6ziildi.

100 ml 0.35 M PCA igerisinde 5 gr 2.4-dinitrofenilhidrazin

(Sigma) ¢oziildi. Her birinden swasiyla 1: 1: 20 V:V.V olacak sekilde

karnigtinlarak hazirlandi.

% 65 HaSO4

100 ml distile suya 65 ml konsantre H,SO4 (Merck) eklendi.

Yontem:

6.

7.

Doku agirhiginin 9 ka1 PCA/EDTA konur.

Buz soguklugunda homojenize edilir.

15000 g devirde 3 dk 4 dérecede santrifiij edilir.
200 mikrolitre standart alinir.

200 mikrolitre siipernatan alinir.

200 ml mikrolitre kor igin 0.35 M PCA konur.

Her bir tiipe 50 mikrolitre renk reaktifi eklenerek

vortekslenir.
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8. 3 saat 37 derecede inkiibe edilir.

9. Numunelerin 1s1s1 0 dereceye getirilir.

10.  Her bir tiipe 300 mikrolitre buz soguklugunda % 65
H,S0y4 eklenir.

11. Kanstirilir.

12.  Oda sicakliginda 30 dk bekletilir.

13. Numuneler 515 dalga boyunda spektrofotometrede

okunur.

I

Sonug: Numunenin optik dansitesi (abs) X% 1 =... mikromol AA / gr

Standartin Optik dansitesi (abs)

I11.2.7. Kanda AA Tavyin Yéntemi’®

111,2.7.1. Kullamilan Cézeltiler

2.4-Dinitrofenilhidrazin (DNPH) — Tiyoiire —Bakarsiilfat (CuSO, )

ajani

100 ml 9 N H,S0, ‘de 2 gr 2,4 — Dinitrofenilhidrazin, 0.25 gr
Tiyoiire, 0.03 gr

CuS04 5 H,0 ¢oziilerek hazirlamir. Soliisyon berrak degilse filtre
edilir veya santrifiij edilebilir. Buzdolabinda saklamp haftalarca kullamlabilir.

% 65°lik H2SO4
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30 ml distile suya 70 ml konsantre siilfiirik asit eklenerek

hazirlamr. Buzdolabinda saklanir. Sogukken kullamimalidir.
% 5’lik TCA
100 ml distile suda 5 gr TCA ¢oziiliir.

I11.2.7.2.Yéntem (Plazma veya Serumda)

1. 40 pL % 5 TCA tizerine 10 uL 6rnek konulur.
2. Karngtirilir, tiip parafilmlenir.

3. 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edilir.

4, Sﬁpernaténdan 30 pL ahmir.
5. Standart i¢in 30 pl standart soliisyondan tiipe
konulur.

6. Kor i¢in 30 pL. % 5°lik TCA tiipe kon.ur.

7. Herbir tiipe 10 pL. 2.4 DNPH ajam konulur.

8. Herbir tiip kanigtinlir ve agizlan parafilmlenir.
9 4 saat 37° C su banyosuna konulur.

10.  Tipler banyodan ¢ikartilir.

11.  Buzda sogutulur.

12.  Herbir tiipe 50 pL soguk % 65°lik H,SO4 eklenir.

13.  Kangtinlir,

14.  Oda sicakliginda 30 dakika bekletilir.

15. 520 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunur.
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Numune optik dansite 0.2)

Sonug = : x standart konsantrasyon = ... mg AA /dl

Standart optik dansite

II1.3. Kullanilan istatistiksel Yontem

Dort gruba ait degerler bir arada ANOVA varyans analizi ile
degerlendirildikten sonra, kontrollar ile ikili kargilagtirmalar i¢in denek sayisi
nedeniyle nonparametrik Mann Whitney U testi kullamldi. Bu testler Windows

icin SPSS paket programi ile bilgisayarda yapildi.
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IV. BULGULAR

Uygulamalann‘ basarili olup olmadlglmn‘gésterge‘leri olan beden
agirh@ ve kas agirhigr degisimleri, AKS ve kan AA diizeyleri Tablo 3’de.
g0sterilmigtir. Tablodan da goriilebilecegi gibi diyabet gruplarinda beden agirh:
ve kas agirliginda belirgin diigmeler varken yiikleme yapilan grupta kan AA
diizeyinde ve diyabet gruplarinda AKS de belirgin artiglar vardir. Bu sonuglar

diyabet olusumunu ve AA yiiklemesini dogrulamaktadir.

Soleus kasinda olgiilen MDA, GSH, NOx, AA ve glikojen
diizeyleri ise sirasiyla Sekil 4, 5, 6, 7 ve 8°de gosterilmistir. Diyabetik gruplarda
‘soleus kas1 AA, GSH ve NOx diizeylerinde belirgin diismelere karslhk MDA ve

glikojen diizeylerinde artig saptandi.

Diyabetik siganlara C vitamini yliklemesi ile soleus kast MDA
diizeyinde diyabetik gruba goére anlamli bir diigme goriiliirken ( p<0.01) GSH ve
AA diizeylerinde anlamli bir artis tespit edildi.( p<0.05) Buna karsilik C vitamini
yiiklemesinin diyabete bagli olarak azalan NOx ve artan glikojen diizeyinde

anlaml bir degisiklik yapmadig goriildii.( p>0.05) |
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Tablo 3. Beden a'gnrhgl, kas baglrhgl, AKS ve kan askorbik asit diizeylerinin

gruplara gére degisimi
, Beden agirhg (gr) Kas agirh@ AKS (mg/100ml) Kan
Gruplar l.giin (a) 21.giin (b) % degisimi  1.giin (a) 21.giin (b) Askorbik asit
(nmol/1t)

1955+£1.5 212.7+34 | 78.8+1.4 78.7+£1.4 0.78 £ 0.003
K 1) -
VitC (2) 1988+1.1 210£3.3 - 842+23 783+2 1.05+0.03
D (3) 204+45 171.5+5.8 -8 351.3+£24.7  302.8+30.2 0.63 +0.03
D+VitC (4) 2009+34 168.1 + 6.7 -10.5 364.1+26 261.7+ 149 0.7 +0.03

Degerler % veya aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmistir.
Beden agirhg::

1.giin - 21.giin arasi kargilagtirmalar; la-1b, 2a-2b, 3a-3b, 4a-4b i¢in p<0.001
Gruplar aras: kargilagtirmalar (21.giin); 1-3, 1-4, 2-3, 2-4 i¢in p<0.001

AKS:

1.glin - 21.giin aras1 karsgilagtirmalar;  3a-3b i¢in p<0.05 4a-4b i¢in p<0.01
Gruplar aras1 karsilagtirmalar (21.giin); 1-3, 1-4, 2-3, 2-4 i¢in p<0.0001
AsKorbik asit: 1-4 i¢in p<0.01

1-2, 1-3, 2-3, 2-4, 3-4 icin p<0.001
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MDA diizeyleri
2 80
2 60
§, 40
© 20
K VitC D D+VitC
gruplar

Sekil 1. STZ diyabetik denekler ve kontrollarinda C vitamininin kas

MDA diizeylerine etkisi

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmistir.
Karsilastirmalar i¢in

Mann-Whitney U testi kullanilmigtir.

a-b, c-d i¢in p<0.01
a-c, a-d, b-c, b-d i¢in p<0.0001

GSH diizeyleri
2 4 a b
o
T
5
°
£
e
=
£
K vitC D D+VitC
gruplar

Sekil 2. STZ diyabetik denekler ve kontrollarinda C vitamininin kas
GSH diizeylerine etkisi

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmistir.
Karsilagtirmalar igin
Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

c-d i¢in p<0.05
a-b igin p<0.001
a-c, a-d, b-c, b-d i¢in p<0.0001
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NOx diizeyleri

% 150

T 100

o

3 50

E o

K VitC D D+vitC
gruplar

Sekil 5. STZ diyabetik denekler ve kontrollarinda C vitamininin kas
NOx diizeylerine etkisi

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmigtir.
Karsilagtirmalar igin

Mann-Whitney U testi kullanilmigtir.

a-c, a-d, b-c, b-d i¢in p<0.0001

AA diizeyleri
5 3
S
g2
B
D1
o
£ ,

K vitc D D+VitC
gruplar |

Sekil 6. STZ diyabetik denekler ve kontrollarinda C vitamininin kas
AA diizeylerine etkisi

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
Karsilagtirmalar i¢in

Mann-Whitney U testi kullamlmigtir.

c-d igin p<0.05
a-d i¢in p<0.001
a-b, a-c, b-c, b-d i¢in p<0.0001
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Glikojen diizeyleri

150
100

mg/gr doku
[4)]
o

Gk

K Vit C D D+VitC

o

gruplar

Sekil 7. STZ diyabetik denekler ve kontrollarinda C vitamininin kas
glikojen diizeylerine etkisi

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmigtir.

Karsilagtirmalar igin
Mann-Whitney U testi kullanilmigtir.

a-c, a-d, b-c, b-d i¢in p<0.05
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V. TARTISMA

Diabetes mellifus pék cok degisik viicut sistemini etkileyen ve
Onemli morbidite ve mortaliteye yol agan yag ve protein metabolizmasimin kronik
bir rahatsizligidir. Calismamizda aralarinda AKS ve viicut agirliklar agisindan
fark olmayan 4 grubun siganlarina i.p. yolla 45mg/kg tek doz STZ uygulanmis ve
STZ uygulamasindan 48 saat sonra 18 saat Onceden a¢ birakilan hayvanlarin
beden agirliklan ve AKS’leri tespit edilmis. AKS’leri 200mg/dl iizeri olanlar

diyabet kabul edilerek galismaya alinmistir.

Diyabet gruplaninda kan sekerinin yiikselmesi, deneyde kullanilan
45 mg /kghk STZ dozunun diyabet olusturmak igin yeterli oldugunu |
gostermektedir. Hipergliseminin yan: sira beden agirhiimin ve kas agirhginin

diismesi gibi kriterlerin varligi diyabet bulgularin1 dogrulamaktadir.

Diyabette lipid peroksidasyon iiriinleri i¢in gosterge olarak alinan
MDA diizeylerinin gerek kanda gerekse dokularda arttifini gsteren ¢alismalar

bulunmaktadir.

Haluzik ve Nedvidkova yaptiklari ¢ahigmalarda STZ ile diyabet
olugturulmus siganlarda renal MDA konsantrasyonlar artarken siiperoksit

dismutaz ve katalaz aktivitelerinin azaldigimi belirtmiglerdir®,

Gumieniczek ve arkadaslarnn da ALL wuygulamasiyla diyabet

olusturulmug tavsanlarda iskelet ve kalp kasinda lipid peroksidasyonun gostergesi
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olarak MDA diizeyinin artigini gostermislerdir*®. Arastirmamiza ait bulgular da

bu sonuglar1 dogrulamaktadir. -

Cahgmamizda lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan MDA,

TBARS metodu kullanilarak slgiildi?,

Soleus kast MDA miktarlan diyabet olusturulan gruplarda dikkat

cekici bir artig gosterdi

GSH, serbest radikalleri ve reaktif oksijen tirlinlerini siipiirerek
oksidatif strese karsi hiicresel savunma sisteminde rol alir. GSH seviyesindeki
distis diabet Vmellitusta hiperglisemiden kaynaklanan GSH ve serbest radikaller

arasindaki direkt reaksiyonu yansuabilmektedir%.

Nonenzimatik glukozilasyon, diyabet ve yaslanma
patéfizyolojisinde O6nemli bir yer tutmaktadir. GSH miktarlan yavag kasilan
oksidatif bir kas olan soleus kasinda, eritrosit, akciger ve beyin dokusundan daha
fazladir. GSH, glukozilasyonun miyozin fonksiyonu iizerindeki erken etkilerini

azaltmaktadir’..

Calisgmamizda diyabet grubunda GSH seviyeleri beklenildigi gibi
diigiik olarak gozlendi. Vit C ve kontrol gruplarinda ise GSH seviyeleri diyabet
olugturulan gruplara gore anlaml olarak yitksek bulundu. Bu durum diyabette
oksidatif stresin artip antioksidan kapasitenin azaldifim, diyabet tedavisinde

antioksidan sistemin gii¢lendirilmesi gerektigi yoniinde yorumlanabilir.
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Perreault ve arkadaglan STZ ile diyabet yapilan siganlarn
gastrokinemus kaslarinda 1., 2., 3. ve 4 haftalardaki NOS aktivitesini
incelediklerinde NOS aktivitesinin diyabetin ilerlemesiyle birlikte azaldigim tespit

etmiglerdir®’.

Diyabette iskelet kasi NOS aktivitesinde azalma proteinlerin
azalmasiyla iligkilidir. Noromuskiiler kavgaklarda ve ozellikle iskelet kaslarinda

anormal NO sentezi, diyabette néromyopati gelismesine neden olur®.

Calismamizda, Diyabet ve Diyabet + Vit C gruplanindaki NOx
degerlerinin kontrol ve Vit C gruplanndaki degerlerden anlaml derecede diigiik
oldugu yani diyabetin soleus kasinda NOx diizeylerini AA destegi olsun yada
olmasin azalttigy gorilmiigtiir. Diyabette NO diizeyleri ile ilgili artis, azalma veya

degismeme tarzinda ¢eligkili yayinlar vardir®.

Calismamizdaki STZ dozu, siire ve doku g6z 6niine alindiginda ve
GSH diististi ile birlikte degerlendirildiginde, diyabetiklerdeki NO diizeyinin
kontrollerden diigiik bulunmasi beklenen bir bulgudur. GSH, NO i¢in énemli bir

kofaktordiir'®!, -

Diyabette NO’nun doku diizeyinin azalmasi yikiminin artis1 veya
yapimimin azalmasi ile agiklanabilir. Caligmamizda GSH’min diismesine baglt

olarak NO olusumunun azalmasi beklenebilir.
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AA suda eriyen, plazma ve dokularda toksik serbest radikallerin
sﬁpﬁrﬁlmgsi i¢in gerekli 6nemli bir antioksidandur. Diyabetik insanda ve hayvanda

AA in plazma ve doku konsantrasyonlari diismektedir'*'.

Diyabetik siganlarda 21 giin siireyle yiikksek dozda C vitamini
takviyesi plazma, kas ve karaciger lipid peroksidasyonunu azaltmakta, plazma
TBARS seviyelerini normale déndiirmekte ve vitamin AE seviyesini normalin
iistiine gikartmaktadir. Es zamanli olarak C vitamini takviyesinin diyabetle azalan
GSH-Px aktivitesi ve GSH seviyelerini de ylikselttigi goriilmiistiir. Diyabetiklerde
yiikselen kas TBARS diizeylerini C vitamini yiiklemesi saglam kontrollere gore

de diisiirmiigtiir’”.

ALL uygulamas: ile diyabet olusturulan siganlarda kas SOD
aktivitesi, siilfidril(SH) ve AA diizeylerinin distiigi gésterilmistir“. Bir diger
aragtirmada diyabetik deneklerin plazma ve myokardiyal AA seviyeleri % 30 ve

+

% 25 oraninda diisiis gﬁstermistir3 2

Caligmamizda diyabetik deneklerde kan AA diizeyi kontrollere
gore % 19 dﬁsme gOstermistir. Vitamin yiiklemesiyle kontrollerde % 35 artis
saflanirken, diyabetiklerde diisme %10 kadardir, yani eksiklik kismen

giderilmistir.

Vitamin C grubunda kanda AA diizeyinin kontrollere gére %35
kadar yiikselmis olmas: yiiklemenin gergeklestigini diyabetik grupda ise yiikleme

yapilmasina kargin plazma AA diizeyinin kontrolden % 9 oraninda diisiik olmasi
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diyabetik grup i¢in yeterli yiikkleme yapllamadlgmm gostergesidir. Diger taraftan
soleus kaslarinda askorbik asit degerlerinin yﬁklemeli grupta kontrol grubundan
anlamli sekilde yiiksek .olma51 (vaklastk %15) bu arada diyabetik grupta
kontrolden % 32, D+ Vit C grubunda ise %18 kadar diisiik diizeyde olmasi ise
daha yiiksek dozda vitamin yiliklemesine gereksinimi bir kez daha ortaya
koymaktadir. 20 mg/kg x 21 giin vitamin yiiklemesi yapilan diyabetiklerde
vitamin yiiklemesi ile kas AA diizeylerinin kontrol diizeyine erigsmeyisi, bu arada
kasta MDA nin yiiksek, NOx ve GSH nin diisiik bulunmasi ancak diyabetik gruba
goreceli olarak kontrole daha yaklasmis olmasi dikkat gekicidir. Ozetle oksidan
olaylarla ilgili 6lgtiiglimiiz kriterlerin normale dénmeyisi yeterli antioksidan

destek saglanamadigimin bir gostergesi olabilir.

Diyabetik deneklerin kas glikojen diizeyleri farkhi ¢aligmalarda
degisik diizeylerde ve genellikle azalma veya degismeme seklinde

bulunmustur“’3 649,

Calismamizda diyabetik deneklerde soleus glikojen diizeyleri
artmigtir. Ferreira ve ¢aligma arkadaglar1 2001 yilinda yayinladiklar bir makalede
STZ diyabetik siganlarda azalmis GLUT;4 diizeylerine bagli glukoz tagimasinin
diismesi ile agiklanan kas glikojeninin yeniden sentezinin azalmasi durumunun
tekrar gdzden gegirilmesinin gerekliligini savunmuslardir. Arastiricilara gore
kasta laktat glikoneogenesisi insulinle etkilenmez, bu durumda laktatla ilgili yolak
diyabette de glikojen olugumunu saglamaya devam eder. Normal veya

diyabetiklerde goriilebilen bu durumu egzersiz sonrasi, kas glikojenini yerine
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koyarken laktatin 6nemli bir karbon kaynagi olmasi nedeniyle kullanilarak laktat
~ ve Kkas’ gli_kojeni arasinda baglanti olmasina baglammla.rdlrQ Bu arada
calismamizda AA eklemesiyle kas glikojen diizeyinin diyabetiklerde artis1 ile
oksidan olaylar arasinda iligki oldugu sdylenebilir. GSH azalmasinin askorbat

sentezi ile sonuglanabilecegi yaymnlanmigtir®®,

Glikojenoliz ise okside ve rediikte GSH ile regiile edilir'’. Ayrica
askorbatin glikolizisi inhibe ederek kasta glikojen depolanmasim kolaylastirdig:
da ileri sﬁrﬁlmﬁstﬁr” . Deneylerimizde diyabetik deneklerde ozellikle AA
uygulananlarda daha ¢ok olmak lizere glikojen artis1 saptanmigtir. Bu gruplarda

GSH azalmasi da dnemlidir.

Diyabetle ilgili daha once yaymlanmig bilgiler ve ¢alismamizin
bulgular 1s13inda diyabetiklerde mutlaka C vitamini desteginin ve ozellikle de

biiyiik dozlarda yapilmasimin uygun olacagi sonucuna varilmigtir,
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VL. OZET

VI.1. Tiirkce Ozet

Artmis veya kontrolstiz oksidatif aktivite kronik diyabetik durumla
ilgili komplikasyonlarin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Hiperglisemi,
prooksidan/oksidan dengesini bozarak serbest radikal olusumunda artisa ve

antioksidan miktarinda azalmaya yol agmaktadir

Streptozotosin (STZ) deneysel diyabet olustmmada kullanilan bir
ajandir. Diyabette ¢izgili kas glikojen diizeylerine ait farkhh bulgular |
yayinlanmigtir. Bu ¢alismada STZ diyabetik deneklere, diyabetiklerde eksikligi
gosterilmis olan antioksidan etkili C vitamini (AA) uygulamasinin, soleus kasi

glikojen diizeyleri ve oksidatif olaylarla etkilesiminin gézlenmesi planlandi.

Aragtirmada 38 adet, 200+20 gr.lik yetigkin erkek Wistar Albino
sican 4 gruba aynlarak kullanildi: 1. Kontrol (n=9), 2. Vitamin C (n=9, 21 giin
i.g., 20 mg/kg), 3. Diyabet (n=10, STZ 45 mg/kg ip deney baslangicinda tek doz),

4. Diyabet + Vitamin C ( n=10, 2 ve 3.gruptaki uygulamalar birlikte yapildi).
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Deney baginda ve sonunda beden agirliklari, aglik kan sekerleri
olgiildii. Deney Bitiminde soleus kaslan ¢ikanlarak tartildi, AA, Tiyobarbitiirik.
asit reaktivitesi (TBARS), Glutatyon (GSH), Nitrit + nitrat (NOx) ve glikojen
diizeyleri ve kan AA diizeyleri 6l¢giildii. Anova varyans ve Mann-Whitney U

testleri ile karsilagtirildi. P<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.

Diyabet gruplarinda beden ve kas agirhiinda belirgin diigmeler
goriildii. Diyabetiklerde kasta AA, GSH ve NOx diizeylerinin diisiik,
Malondialdehit (MDA) ve glikojen diizeylerinin yiiksek oldugu tespit edildi.
Vitamin C uygulamasiyla kasta ve kanda AA diizeyinin kismen arttif1 goriildii.
Yine diyabet grubuna C vitamini uygulamasi ile kasta GSH, NOx ve glikojen

diizeyinde bir artig buna karsilik MDA diizeyinde bir azalma tespit edildi.

Sonug olarak, diyabetiklerde C vitamini kullaniminin metabolik ve

oksidan olaylara etkili olabilmesi igin biiylik doza gereksinim vardir.
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VI. 2. Summary

Increased or uncontrolled oxidative activities play important roles
on the pathogenesis of the complications related to chronic diabetic condition.
Hyperglycemia causes increasing in the formation of free radicals and reducing in

antioxidant amounts by disturbing the pro-oxidant / oxidant balance.

Streptozotocin (STZ) is an agent used in creating experimental
diabetes. Varying findings have been reported about the striated muscle glycogen
levels in diabetcs. In this study, it was planned to observe interaction of vitamin C
(AA), of which deﬁciency has been shown in diabetics, with soieus muscle

glycogen levels and oxidative events on STZ-diabetic subjects.

In the study, 38 male adult Wistar Albino rats with vyeights 200+20
g were used by separating them into four groups: 1% group: Control (n=9), 2™
group: Vitamin C (n=9, 21 days, i.g., 20 mg/kg), 3™ group Diabetes (n=10, STZ 45
- mg/kg i.p. single dose in the beginning of the experiment), 4™ group: Diabetes +

Vitamin C ( n=10, applications for 2" and 3™ groups were performed together).
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Body weights and fasting blood glucose were measured at the
beginning and end of the experiment. Soleus muscles were removed and weighed
at the end of the experiment, and AA, Thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), Glutathione (GSH), Nitrite + nitrate (NOx) and glycogen levels, and
blood AA levels were measured. The results were compared using Anova variance

and Mann-Whitney U tests and criterion significance level of P<0.05 was used.

Significant loss in body and muscle weight has been shown in
diabetics; AA, GSH and NOx levels in the muscle were low and MDA and
glycogen levels were high in diabetics; AA levels in blood and muscle increased
partially with vitamin C loading; GSH, NOx and glycogen levels were high but
(Malondialdehyde) MDA levels were low in muscle of diabetics with vitamin C

loading.

Large dosages of Vitamin C are required for being effective on

metabolic and oxidizing events in diabetics.
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