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Bu calismada Streptozotocin (STZ) ile diyabet olusturulan ratlarda karaciger
enzimleri ve serum proteinlerindeki elektroforetik degisiklikler incelendi. Karaciger
enzimlerindeki degisimler saptandi ve diyabetten kaynaklanan hasar tespit edildi.
Aspartat aminotransferaz enzim aktiviteleri kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla
221,40 + 16,06 mmol/L ve 281,40 + 30,60 mmol/L olarak, alanin aminotrasferaz
enzim aktiviteleri kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla 64,70 = 4,21 mmol/L ve
139,00 + 21,86 mmol/L olarak, adenozin deaminaz enzim aktiviteleri kontrol ve
diyabetli ratlarda sirasiyla 33,60 + 4,30 mmol/L ve 71,80 £+ 4,33 mmol/L olarak,
alkalen fosfataz enzim aktiviteleri kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla 182,70 +
31,55 mmol/L ve 797,20 £ 153,94 mmol/L olarak tespit edildi. Total serum protein
miktarlar1 kontrol ve deneme grubunda sirasiyla 5,60 + 1,23 g/dl ve 4,41 £ 0,60 g/dl,
serum albumin miktarlar1 kontrol ve deneme grubunda sirasiyla 2,18 + 0,60 g/dl ve
2,08 = 0,36 g/dl olarak tespit edildi. Serum proteinlerindeki bu degisiklikler
elektroforetik olarak belirlendi ve diyabetin meydana getirdigi patolojik
degisikliklere olan etkisi degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Streptozotocin, serum proteinleri, elektroforez, karaciger

enzimleri.
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ABSTRACT

In this study, examined of liver enzymes and serum proteins electrophoretic changes
in streptozotocin induced diabetes rats. It determined changes in the enzymes of liver
and found the destruction from the source of diabetes. The activity of aspartate
aminotransferase enzymes is found respectively in rats which are control and
diabetes 221,40 £+ 16,06 mmol/L and 281,40 + 30,60 mmol/L, the activity of alanine
aminotransferase enzymes is found respectively in rats which are control and
diabetes 64,70 + 4,21 mmol/L and 139,00 + 21,86 mmol/L, the activity of
adenosine deaminase enzymes is found respectively in rats which are control and
diabetes 33,60 = 4,30 mmol/L and 71,80 + 4,33 mmol/L, the activity of alkaline
phosphatase enzymes is found respectively in rats which are control and diabetes
182,70 = 31,55 mmol/L and 797,20 + 153,94 mmol/L. Serum total protein quantity
was measured control and streptozotocin induced diabetes rats 5,60 + 1,23 g/dl and
4,41 + 0,60 g/dl respectively, serum albumin quantity 2,18 + 0,60 g/dl and 2,08 +
0,36 g/dl respectively. This changes of serum proteins are determinated with

electrophoretic term and exhibited effects of diabetes pathological changes.

Keywords: Streptozotocin, serum proteins, electrophoresis, liver enzymes.
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1.GIRIS

Diyabet olduk¢a sik rastlanan mutlak veya fonksiyonel insulin yetersizligi
sonucu; hiperglisemi, hiperlipidemi ve hiperaminoasidiiri ile karakterize kalitimla
ilgili faktorlerin rol oynadigi, kronik seyreden ve cesitli komplikasyonlara yol acan

bir sendromdur (Baydas ve ark., 2003; Saredi ve ark., 2005).

Diyabet, diinyada oliime sebebiyet veren hastaliklar arasinda iiciincii sirada
yer almaktadir. Diinyanin ¢esitli bolgelerinde degisik siklik gosteren bu sendromun
tilkemizde goriilme sikligt % 1,8 olarak hesaplanmistir. Bu hastalikta genel olarak
karbonhidrat metabolizmas1 etkilenmekle beraber, protein ve oOzellikle lipid
metabolizmasinda da ©nemli bozukluklar olusmaktadir. Diyabette metabolizma
bozukluklarina yol acan baslica etken insulin yetersizligi veya eksikligidir. Insulin
yetersizliginde Once karbonhidrat metabolizmasi, bunu takiben de lipid ve protein

metabolizmalar1 bozulmaktadir (Mieko ve ark., 2006; Valentovic ve ark., 2006).

Diyabette belli basli erken belirtiler metabolik bozuklukla ilgilidir.
Hastaliktaki ge¢ bulgular vaskiiler defektle ilgili organ komplikasyonlaridir.
Sakatliklarin ve dliimlerin ¢cogu diyabetin ge¢ komplikasyonlar1 olarak adlandirilan,
diyabetik retinopati, nefropati, ndropati ve cesitli vaskiiler hastaliklarina bagl olarak
meydana gelmektedir (Memisogullar1 ve ark., 2003; Chang ve ark., 2005; Vasqueza
ve ark., 2006; Surendran ve ark., 2000).

Diyabet hayati 6neminden dolayr bir¢ok yonden arastirilmaktadir. Bu
arastirmalardan bir¢ogunu da karaciger enzimleri ve serum proteinlerine olan
etkisinin arastirtlmas: olusturmaktadir. Bu amacgla hayvanlarda travma, cerrahi
uygulama, neoplazmalar yaninda streptozotocin gibi diyabetojenik ajanlar ile
pankreasin [ hiicrelerinin zarar gormesi sonucu diyabetin  olusturulabilecegi

bildirilmistir (Szkudelski, 2001; Yavuz ve ark., 2003).



Diyabet hastaliginin seyri sirasinda alkolizme bagli olmayan yagl karaciger
sendromu, nekroz, hepatoseliiler karsinoma, hepatit, akut karaciger bozuklugu ve
safra yollar1 hastaliklar1 gibi ¢ok cesitli hepatobiliyer karaciger hastaliklar1 gibi
karacigerde ¢ok onemli degisiklikler olugsmaktadir (Tolman ve ark., 2004; Janina ve
ark., 2004). Bu amagla karaciger enzimlerindeki degisikliklerin saptanmasiyla

karacigerde meydana gelen hasar tespit edilebilmektedir (Turgut, 2000).

Serum proteinlerinin SDS-PAGE yontemiyle elektroforezinin yapilmasiyla
metabolizmada meydana gelen degisiklikler izlenebilmektedir (Turk ve ark., 2001).
Bu proteinlerin konsantrasyonu direkt olarak kan glikozunu yansitmasa da diyabetin
metabolik kontroliine etki etmektedir (Kemp ve Frindik, 1991). Serum proteinlerinin
diyabetin erken donemlerinde viskozitesinin artmasinin diyabetin metabolik
bozukluklarindan olan diyabetik mikroanjiyopatinin olusumunda rol oynayabilecegi

diistiniilmektedir (McMillan, 1974).

Bu arastirmada streptozotocin ile diyabet olusturulan ratlarda karaciger
enzimleri ve serum proteinlerindeki elektroforetik degisikliklerin incelenmesi
amaclanmigstir. Serum proteinlerindeki degisiklikler elektroforetik olarak belirlenmis
ve diyabetin meydana getirdigi patolojik degisikliklere olan etkisi degerlendirilmistir.
Karaciger enzimlerindeki degisimler saptanmis ve diyabetten kaynaklanan hasar

tespit edilmigtir.



2. KONU iLE iLGILi ONCEKi CALISMALAR

2.1. Tarihce

Diyabet hastalig: ile ilgili en eski kayitlar Milattan once 15501 yillarda
Misir'da yazilmig bir papiriiste bulunmustur. Bu papiriiste, seker hastaligina benzer
cok idrara cikma ile seyreden bir durumdan bahsedilmektedir. Hindular da Ayur
Veda'da bocek, sinek ve karincalarin bazi insanlarin idrarinin yapildigr yere

toplandiginmi kaydetmislerdir (Frank, 1957).

Giliniimiizde tip literatiiriinde kullanilan, Diabetes ve Mellitus kelimeleri
Yunanca akip gitmek anlamina gelen dia+betes ve bal kadar tathh anlamina gelen
mellitus kelimelerinden tiiretilmistir. Diyabet kelimesi ilk kez Anadolu topraklarinda,
Kapadokya'da M.S. 2. yiizyilda Arateus tarafindan kullanilmistir. Arateus seker
hastaligini idrar miktarinda artma, asir1 susama ve kilo kaybinin oldugu bir hastalik

olarak tanimlamistir (Bagriacik, 1997).

Diyabet hastalarinin idrarinin tatli, bal gibi oldugu ve bu nedenle karincalarin,
sineklerin ve diger boceklerin bu idrara iisiistiigiinii Susruta ve diger Hintli doktorlar
M.S. 5-6. yiizyilda fark ederek agiklamiglar, bu hastaligin iki formu oldugunu
yazmuglardir. Bir formunda hastalar zayif ve kisa siirede 6lmekte, diger grupta ise
hastalar sisman ve daha uzun yasamaktadir. Bu giiniimiiziin modern siniflamasinda

belirtilen Tip 1 ve Tip 2 diyabet siniflamasina cok benzemektedir (Raju, 2003).

Diyabet hastalarmin idrarinin tatl oldugu 17. yiizyilda bir Ingiliz doktor olan
Thomas Willis tarafindan tekrar kesfedilmistir. Willis, sekersiz seker hastalig1 olarak
adlandirilan ve viicudumuzun su dengesini ayarlayan bir hormon olan antidiiiretik
hormon eksikligi sonucu ortaya cikan diabetes insipidus ile diabetes mellitusun

ayirimini yapmistir (Zoltan, 2004).



Fransiz fizyolog Claude Bernard 19. yiizyilda seker hastaligi ile ilgili ¢cok
onemli buluslar yapmistir. Bunlar arasinda en Onemlisi idrarda goriilen sekerin

karacigerde glikojen olarak depo edildigini bulmasidir (Reaven, 1995).

Paul Langerhans 1869 yilinda verdigi doktora tezinde pankreas bezi i¢cindeki
kiigiik hiicre topluluklarimi  gdstermistir. Bu  hiicre topluluklart giiniimiizde
"Langerhans Adaciklar1" olarak bilinmektedir. Edouard Laguesse de 1893 yilinda bu
hiicrelerin pankreas bezinin endokrin hiicreleri oldugunu 6ne siirmiistiir (Kloppe ve

Bauer, 1969).

Oscar Minkowski ve Josef Von Mering Strasburg'da pankreas bezinin hayati
onemini degerlendirmek i¢in bir kopegin pankreas bezini cikartmiglar ve kopekte
ameliyat sonrasinda seker hastaliginin tipik belirtileri olan susama, ¢ok su icme, ¢cok
idrara ¢cikma ve kilo kaybi gelistigini gozlemislerdir. Ilk kez bu arastirma ile
pankreas bezindeki hasarin seker hastaligi gelismesine yol acgtig1 gosterilmistir (Bruni

ve ark., 1989-1990).

Yirminci ylizyilin basinda Berlinli doktor George Zuelzer, Romanya'dan
Nicolas Paulesco ve Amerikali E.L.Scott ve Israel Kleiner pankreastan kan sekerini
diisiiren ancak saf olmayan bir ¢ozelti elde etmislerdir. Ancak saf olmadigr icin

istenmeyen sonuclar dogurmus ve kullanilamamustir (James, 1992; Bright, 1997).

Banting ve Best, kopek pankreasindan elde ettikleri c¢ozeltiyi pankreasi
cikartilarak diyabetik yapilmis kopege vererek kan sekerinin diistiigiinii saptamislar
ve ardindan insulini 1921 yilinda izole ederek Onemli bir mucize

gerceklestirmislerdir (Banting ve ark., 1991; Kenez, 1978).

Collip elde edilen insulini daha da saflagtirarak ilk kez 1 Ocak 1922 tarihinde
diyabetik bir hasta olan Leonard Thompson iizerinde denemis ve o zamana kadar
Oliimciil bir hastalik olan seker hastaligini tedavi etmistir. Bunu takiben de Eli Lilly

firmasinin ¢abalart ile insulin iiretimi daha da gelistirilmis ve 1923 yilindan itibaren



yaygin olarak Kuzey Amerika ve Avrupa'da kullanilmaya baslanmistir (Banting ve

ark., 1991).

Amerikali doktor Eliott P. Joslin insulini ilk kullanan doktorlardandir.
Boston'da insulinin kullanilmaya baslandig1 1922 Agustos'tan itibaren ilk y1l toplam
293 seker hastasini tedavi etmistir. Dr. Joslin giiniimiizde de tedavinin en 6nemli
parcasini olusturan hasta egitimini sistemli olarak uygulamaya baslamistir (Allan,

1971).

Ikinci diinya savasi yillarinda Fransa Montpellier'de tifo tedavisi ile ilgili
arastirmalar yapan Dr. M.J. Janbon, siilfoniliirle hayvanlar iizerinde yaptig1 deneyler
sirasinda hayvanlarin kan sekerinin diistiiglinii fark etmistir. Bunu meslektas1 Dr.
Loubtieres ile birlikte diyabet hastasi insanlarin tedavisinde denemis ancak bu ilacin
insulin salgisim1 uyardigini ve insulin yerine gecmedigini pankreasi cikarilmis
hayvanlarda yaptiklar1 arastirmalarla ortaya koymuslardir. Bu arastirmalar
giiniimiizde tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan ilaglarin ilk 6rneklerindendir (Singer

ve Hurwitz, 1967).

Cambridge’li bilim adami Frederick Sanger 1955 yilinda insulinin iki
aminoasit zinciri yapisinda oldugunu bulmus ve bu ¢alismasi ile 1955 yilinda Nobel
odiiliinii almistir. Dorothy Hodgkin 1969 yilinda insulinin ii¢ boyutlu yapisini ortaya
koyarak bir baska Nobel odiilii kazanan bilim adami olmustur (Dodson, 2002;
Sanders, 2002).



2.2. Diyabet

Diyabet; hiperglisemi, dislipidemi, glikoziiri ve bunlara eslik eden bircok
klinik ve biyokimyasal bulgu ile seyreden sistemik kronik bir metabolizma

hastaligidir (Caliskan ve ark., 2006; Song ve ark., 2004; Mesa ve ark., 2006).

Diyabet akut metabolik komplikasyonlarinin yani sira, uzun donemde
vaskiiler, renal, retinal ya da noropatik bozukluklara yol acan, erken mortalite riski
yiiksek, yaygin bir hastaliktir (Farhangkhoee ve ark., 2006; Haffner, 2006; Huanga
ve ark., 2006).

Tiim diyabet vakalarinin %80’ini olusturan Tip II diyabet (insuline bagiml
olmayan diyabet “NIDDM”)’in toplumumuzdaki sikliginin % 2-5 civarinda oldugu
tahmin edilmektedir. Ozellikle yasam tarzi biiyiik olciide degisiklige ugramis
tilkemiz gibi endiistrilesmekte ve gelismekte olan iilkelerde Tip II diyabetin goriilme
siklig1 artmaktadir (Bagriagik, 1997; Schernthaner, 1996; Molnér, 2004; Harding ve
ark., 2000).

Diyabet, organizmada pankreasin [ hiicrelerinin insulin yapma ve salgilama
giicliniin azalmakta veya yok olmakta ve bazen, buna ek olarak, dokularin insuline
olan cevabindaki diizen bozulmaktadir. Bu diizensizlik sonucu, organizma,
besinlerden gelen karbonhidratlari, proteinleri ve yaglart normal bir sekilde
kullanamaktadir. Sonu¢ olarak kandaki seker ve Ozellikle glikoz diizeyi

yiikkselmektedir (Marchetti ve ark., 2006; Fanelli ve ark., 2006).

Beslenme esnasinda, sindirim sistemine karbonhidrat, protein, lipid seklinde
bir yakit akist baglar. Bu maddeler sindirim sisteminin c¢esitli boliimlerinde
kendilerini olusturan birimlere parcalanarak emilirler. Daha sonra, barsak duvarlarini
asip kan dolasimina katilirlar ve kan yoluyla viicudun biitiin hiicrelerine dagilirlar.
Karbonhidrat sindiriminin son iiriinii glikozdur ve bunun 6nemli bir kismi1 glikojene

doniiserek karacigerde ve kaslarda depolanir. Yemek aralarinda viicut enerji



ihtiyacin1 bu depolardan saglar. Burada, sindirim olayimnin tersine isleyen bir siire¢
s0z konusudur. Glikojen, kendini olusturan glikoz birimlerine ayrilarak kana salinir
ve buradan da organlara ve hiicrelere gonderilir (Roden ve Bernroider, 2003;

Ugochukwu ve Babady, 2003).

Depolardan hiicrelere, hiicrelerden depolara yonelen glikoz metabolizmasini
hem diizenleyen hem de yoneten bir hormon sistemi vardir. Karbonhidratlarin
sindiriminden, enerjinin yonetiminden sorumlu hormon ise “insulin”dir. Insulin, bir
i¢gsalgr bezi olan pankreas tarafindan iiretilir (Ceddia ve ark., 2003; Wang ve ark.,

2006).

Pankreas onemli fonksiyonlar1 olan bir organdir. Islevlerinden ikisi, 6zellikle
cok onemlidir. Bunlardan ilki, besinlerin sindirimi icin bagirsaklara ¢esitli enzimler
iceren bir 6zsu salgilamaktir. ikincisi ise, “Langerhans adaciklari” denen hiicre
kiimeciklerindeki ‘“beta” (B) hiicrelerinden insulin, “alfa” (a) hiicrelerinden ise
glukagon salgilayarak kana aktarmaktir. Bu iki hormon ortaklasa calisirlar;
dokulardaki seker tiiketimini denetlerler ve diizenlerler (Tura ve ark., 2006; Zhao ve

ark., 2000).

Besinler, ozellikle de glikoz, sindirim sisteminden kana gecince pankreas da
kana insulin salgilar. Aslinda pankreas ¢ok ©nce, daha glikoz kana ulasmadan
calismaya baglar. Yemek masaya kondugu anda, gorme ya da koklama duygusu
yoluyla giidiilenip ise koyulur. Insulin, karacigere ve kaslara glikozla eszamanl
olarak ulagsir; biiyiik bir hizla, glikozun glikojen seklinde depolanmasinda anahtar

gorevini iistlenir (Petersen ve Shulman, 2006).

Insulin organizma hiicrelerinin ¢ogunu etkiler. Bir hiicrenin insulin
tarafindan etkilenebilmesi i¢in, hiicre membraninda insulin reseptorlerinin bulunmasi
gerekir. Soyle ki insulin hiicre i¢ine girmeden, hiicre membranindaki reseptore
baglanir ve bu baglanti sonucu, reseptoriin hiicre i¢i kisimlarindaki tirozin

aminoasitler; ATP’den fosfat radikalleri alarak tirozin fosfat olusturur. Tirozinlerin



fosforilasyonu sonucu, reseptorler uyarilir ve bir tirozin kinaz olarak calisip, hiicre
icinde birtakim olaylarin baglamasina yol acgar. Olaylar, hiicrelerin gorevlerine gore
degisir. Karaciger hiicrelerinde, insulin etkisi altindaki en 6nemli olaylar arasinda,
glikozun glikojene cevrilip depolanmasinin artmasi, glikojenin ¢oziilmesinin ve
boylelikle glikozun hiicre disina ¢ikabilmesinin Onlenmesi ve bagka besinlerin
glikoza cevrilmelerinin Onlenmesi vardir. Kas ve yag doku hiicrelerinde insulin,
hiicre i¢inde 6nceden yapilmis glikoz tasiyicilarinin hiicre membranina gelmelerini
saglar; boylelikle tasiyicilar glikozun kandan hiicre igerisine girmesini kolaylastirir

(Fawcett ve ark., 2004; Duckworth ve ark., 2004; Luis ve ark., 2005).

Ayrica insulin, bu hiicrelerde glikozun metabolizmasini arttirarak piruvata
(oksijene bagli olmayan “glikoliz”) cevrilmesini saglar; sonradan piruvat oksijene
bagli metabolizma ile CO, ve H,O’ya cevrilir ve bu arada enerji kaynagi ATP
molekiilleri yeniden ortaya c¢ikar (Krebs siklusu). Sonu¢ olarak insulin, glikozu
kandan disar1 c¢ikartmak, kullanilmasi ya da depolanmasi i¢in organlara sokmak,
kandaki seker diizeyini asagi degerlere ¢ekmek gorevini iistlenir. Dahasi insulin,
glikozun hiicrelere girmesi ve aminoasitler, yag asitleri gibi karbonhidrat icermeyen
maddelerin depolanmasi i¢in de calisir (Mohan ve ark., 1991; Avramoglu ve ark.,

2006).

Pankreas beslenme aralarinda, bir anlamda dinlenmeye cekilir. Bu evrelerde,
cok az miktarda, glikozun yakilmasina yetecek kadar kana insulin salgilanir. Ciinkii,
insulin anahtar gorevini yapamazsa, glikoz hiicrelerin biiyiikk bir kismina giremez,
dolayisiyla yakilamaz. Bu yiizden, tam yemek sirasinda insulin ihtiyaci iist diizeye

cikar, yemek aralarinda ise azalir (Rane ve ark., 2006).

Kanda seker diizeyi diisiince, insulin salgilanmasi azalir ve kan sekeri
diizeyini arttirict1 hormonlar (glukagon, katekolaminler, biiylime hormonu, kortizol)
devreye girer. Ardindan, depolardan glikozun kana salinim baslar. Iste, karbonhidrat
metabolizmasim diizenleyen bu sistemin herhangi bir nedenle bozulmasi, diyabetin

ortaya ¢cikmasina yol acar (Altuntas, 2001).



2.3. Diyabet ve Karaciger

Karaciger anatomik ve fonksiyonel olarak gastrointestinal kanal ve dolasim
sistemi arasinda yer alan, sindirim sisteminin onemli bir organidir. Yapisal olarak
hepatositler, biliyer kanal sistemi, venoz ve arteriyel damar sisteminden olusur.
Karaciger c¢cok degisik fonksiyonlara sahip kompleks bir organ olup; gidasal
aminoasitler, karbonhidratlar, yaglar ve vitaminlerin iglenmesi, hormonlarin, ilaglarin
ve bilirubin metabolizmasi, proteinler, safra asitleri ve kan koagulasyon faktorlerinin
sentezi, vitamin ve minerallerin depolanmasi, amonyagin iireye doniisiimii, endojen
ve eksojen toksinlerin detoksifikasyonu, kandan bazi maddelerin fagosite edilmesi,
artik Uriinlerin safra icinde atilimi gibi fonksiyonlariyla viicudun metabolik

hemostazisinin siirdiiriilmesinde 6nemlidir (Arakawa, 2004; Chiang, 2004).

Karaciger hepatik arter ve portal venden olusan iki kan kaynagina sahiptir.
Hepatik arter gida ve oksijen saglar. Portal ven ise ortalama hepatik kan akiminin
%80’ini olusturur ve gastrointestinal sistemden absorbe edilen maddeleri ve
pankreastan salinan hormonlar tasir. Hepatik biitiinliik ve fonksiyon kardiyovaskiiler
yetmezlikte, portasistemik santlarda, hastaliklar sonucu barsak biitiinliigii
bozuldugunda artan intestinal bakteri ve {iriinlerine maruz kaldiginda bozulur. Kan
portal triada gecer ve sentral vene drene olmadan Once zona 1, 2 ve 3’e geger.
Sonugta zona 3’teki hepatositler (sentrilobuler) kalp yetmezligi ve sok gibi

durumlara ¢ok duyarhidir (Turgut ve Ok, 2001).

Hepatik zonalarin protein, lipid ve karbonhidrat metabolizmalaryla ilgili
cesitli aktivitelerde farkli gorevleri vardir. Albumin, glikoz ve glikojen sentezi icin
glikoneogenezis, kolesterol sentezi, aminoasit metabolizmasi, iire olusumu, [-
oksidasyon ile oksidatif enerji metabolizmasi ve safra asitlerinin portal dolasimdan
uzaklastirilmas1 baslica zona 1’de olusur. Zona 3; lipogenezis, keton olusumu,
glikolizis, glikozdan glikojen sentezi, glutamin olusumu ve ksenobiyotik
metabolizmasini destekler. Bu fonksiyonlarin ¢ogu gidasal enerji kaynagi ile

ekstrahepatik doku enerji ihtiyaci arasindaki hepatosit metabolizmasi ile ilgilidir. Bu
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nedenle, metabolik hastaliklar cogunlukla karacigeri etkiler. Bunlara Ornek
hiperadrenokortizm, diyabet, hipertroidizm, hipotroidizm ve lipid bozukluklaridir

(Turgut ve Ok, 2001; Beath, 2003).

Diyabette insulin direncinin en ¢ok yerlestigi yerler karaciger, iskelet kaslari
ve yag dokusudur. Karacigerde insulin direnci, bir gecelik agliktan sonra glikoz
meydana gelisini arttirir ve 6glin sonrasindaki glikoz yapiminin baskilanmasin
azaltir. Emilim sonrasi1 insuline bagimsiz (baslicasi beyin) en biiyiik glikoz tiiketen
dokular glikozun % 25’ini tasir. Bu yiizden bu durumlar altinda insulin direncinde
ekstrahepatik dokulardan ziyade karaciger olduk¢a onemli rol oynar. Ogiin
sonrasinda, glikoz benzer sekilde karaciger ve iskelet dokular1 tarafindan alinir. Bu
yiizden karaciger ve kaslar 6giin sonrasi insulin duyarlilifinda esit olarak énemli rol

oynar (Ostenson, 2001).

Diyabet glikojen ve lipid metabolizmasini etkileyerek karacigerde yapisal ve
fonksiyonel bozukluklara neden olmaktadir. Ratlar {izerinde yapilan deneysel diyabet
calismasinda diyabetli ratlarda hepatomegali egilimi ve gangliyositlerden sentezlenen

enzim aktivitelerinin etkilendigi goriilmiistiir (Sanchez ve ark., 2000) .

Diyabetli hastalardan olumsuz prognoz gosterenlerde karaciger sirozunun
bulundugu tahmin edilmektedir. Karaciger sirozuyla beraber var olan hepatoseliiler
karsinoma hastalar1 arasinda diyabetin yaygin oldugu saptanmis ve bu hastalarda

post-operatif risk artisi rapor edilmistir. (Huo ve ark., 2003; Teh-Ia ve ark., 2003).

Karaciger hastaligina yakalanmis hastalarda glikoz intoleransinin yiiksek
prevalansa sahip oldugu rapor edilmektedir (Picasso ve ark., 2000). Son yillardaki
caligmalarda diyabetli hastalar ve hepatitis C virusu (HCV) enfeksiyonuna

yakalananlar arasinda iligki oldugu bildirilmektedir (Thuluvath ve Preeti, 2003).
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Karaciger bozukluklar1 ile diyabet arasindaki iliskiler Levinthal ve Tavill

tarafindan tablo 1°de gosterildigi sekilde aciklanmistir.

Tablo 1. Karaciger Bozukluklar1 ve Diyabet ( Levinthal ve Tavill, 1999).

1. Diyabetin sonuclarinin karaciger hastaliklarinin olusumuna etkileri
¢ (Glikojen Metabolizmasi bozuklugu
e Karaciger yaglanmasi ve alkolizme bagli olmayan yaglanma (NASH)
e Fibroz ve Siroz
e Safra yolu bozukluklari, Safra taslari, Safra yollar1 yangisi

e Diyabet tedavisi komplikasyonlari

2. Diyabet bozukluklart ve glikoz hemostaz1 degisikliklerinden kaynaklanan
karaciger bozukluklar1
® Hepatitis
e Siroz
e Hepatoseliiler karsinoma
¢ Aniden ortaya c¢ikan karaciger hasari

e Karaciger transplantasyonu sonrasi komplikasyonlar

3. Diyabet bozukluklar1 ve glikoz hemostazi degisikliklerinin olusturdugu sik
rastlanmayan karaciger bozukluklar
¢ Hemokromatozis
¢ (Glikojen depolama bozukluklar1

¢ Otoimmunobiliyer bozukluklar

Insulin ile kontrol edilen net hepatik glikoz alimi portal ven ile hepatik arter
arasindaki glikozun yiikselme veya diismesinin intrahepatik uyarimi muskarinik
uyarimlara baghdir. Stimpel ve arkadaslarinin streptozotocin  ile diyabet
olusturulmus ratlarda intrahepatik uyarimlarin bu fonksiyonlarim1 inceledikleri
calismada; saglikli ratlarda ve akut diyabetli ratlarda glikoz gradientinin net glikoz
altmimna etkisinin kronik diyabetli olanlardan farkli oldugunu gosterilmistir.

Norotansmitter bir madde asetilkolin kronik diyabetlilerin karacigerinde eksilmesine
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ragmen glikozun yiikselme veya diismesindeki gorevini yapabilmektedir.
Intrahepatik uyarimlarin azalmasiin diyabetik ndropatiye bagl oldugunu ve yemek
sonrasi hipergliseminin buna katkida bulundugunu agiklamigladir (Stiimpel ve ark.,

1998).

2.3.1. Serum Hepatik Enzim Testleri

Serum hepatik enzim testleri hepatoseliiler hasar1 ve rejenerasyonu tespit
eden, safra retensiyonu veya ila¢ stimiilasyonuna bagli artan enzim {iretimini
belirleyen testler olarak gruplandirilir. Serum enzim aktivitesindeki artis ve siiresi;
enzimin doku aktivitesine, seliiler lokalizasyonuna, serumdan uzaklastirma oranina,
hasarin veya stimulasyonun tipi, siddeti, siiresine ve canlinin tiiriine baghdir (Ballet,

1997; Lenaerts ve ark., 2005).

Karaciger enzimlerinde artisin biiyiikliigii etkilenmis hepatosit sayist ile
orantilidir. Hiicre membran permeabilitesinde degisiklikler sitozolik enzimlerin
ekstraseliiler s1v1 i¢ine (serum) sizmasiyla sonuglanir. Hepatoseliiler hasar genellikle
kolestazisin derecesi ile iliskilidir. Karacigerdeki hasardan dolay1 hepatositlerin

sismesi de safra kanallarinda daralmaya yol agar (Li ve ark., 1998; Turgut, 2000).

2.3.1.1. Aspartat Aminotransferaz (EC 2.6.1.1)

Aspartat aminotransferaz (AST) organ spesifik olmayan bir enzimdir.
Hepatositlerde, kalp kasinda, iskelet kaslarinda, bobrek dokusunda ve plasentada
bulunur. Bu dokularda nekroz gelistiginde serum aspartat aminotransferaz
konsantrasyonunda artig  goriiliir. Hepatositlerin  i¢inde bulunan aspartat
aminotransferazin % 60-80’1i mitokondri i¢inde bulunurken diger boliimii ¢oziiniir
formda sitoplazma i¢inde bulunur. Aspartat aminotransferazin mitokondriyel
formunun salinimi igin membran permeabilitesinde degisime neden olan harabiyetten

daha siddetli bir bozuklugun olmasi gereklidir. Bunun sonucu olarak aspartat
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aminotransferaz aktivitesindeki artig, alanin aminotransferazin artisindan daha geg
gerceklesir. Aspartat aminotransferazin konsantrasyonundaki artis en yaygin olarak

hepatoseliiler hastaliklarda goriiliir (Lenaerts ve ark., 2005; McKenna ve ark., 2006).

Aspartat aminotransferaz (AST), L-aspartat ve a-ketoglutarat’in oksaloasetat
ve glutamata transaminasyonunu katalize eder. B¢ vitaminin aktif metaboliti olan
Piridoksal 5’-fosfat, aspartat aminotransferaza sikica baglanan bir kofaktordiir ve
enzimin aktivitesi icin gereklidir. Bu vitaminin alimindaki yetersizlik enzim

aktivitesinde azalmaya sebep olur (Jamieson ve ark., 1999).

Aspartat aminotransferazin sitozolik (AST;) ve mitokondrial (AST,) iki
izoenziminin ¢ok sayida formlar1 vardir (Panteghini, 1990). Aspartat aminotransferaz
pek cok yumusak dokuda bulundugundan (iskelet kaslari, kalp kas1 ve karacigerde
yiikksek konsantrasyonda; eritrositler ve bobreklerde daha az) serum aktivitesinde
yiikselme yumusak doku hasarinin bir gostergesidir (Lenaerts ve ark., 2005). Ancak
organ spesifik bir enzim degildir (Okada ve ark., 1997). Tiim hayvanlarda yumusak
doku nekrozunun spesifik olmayan indikatoriidiir. Aspartat aminotransferaz albumin

metabolizmasinda da gorevlidir (Turgut, 2000).

2.3.1.2. Alanin Aminotransferaz (EC 2.6.1.2)

Alanin aminotransferaz  (ALT) sitoplazmik bir enzimdir. Hepatoseliiler
membran permeabilitesinin artisinda hiicre disina salinimi artar. Yiiksek serum
alanin aminotransferaz seviyesi hepatoseliiler hasarin siddetli oldugunu gosterir.
Alanin aminotransferaz transferazlar grubunda yer alir ve albumin metabolizmasinda
aspartat aminotransferaz ile birlikte gorev alir. Alanin aminotransferaz, hiicre
sitoplazmasinda L-alanin ve a-ketoglutarat’in piruvat ve glutamata geri doniisiimlii
transaminasyonunu katalize eder. Piridoksal 5’-fosfat, alanin aminotransferaz ve pek
cok aminotransferazlara siki sekilde baglanan bir kofaktordiir ve aspartat
aminotransferazda oldugu gibi Bg vitamininin alimmindaki yetersizlik enzim

aktivitesinde azalmaya sebep olur. Serum ve spinal sivida alanin aminotransferaz
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aktivitesi olmasina ragmen, cok diisiik renal spesifik aktivitesi nedeniyle idrarda
alanin aminotransferaz aktivitesi yoktur. Spesifik izoenzimleri yoktur (Jansonius,

1998; Turgut, 2000).

Aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz’in serumdaki yiikselmis
aktiviteleri genellikle klinik pratikte ve saglik taramalarinda karaciger hastaliklarinin
belirteci olarak kullanilir. Bu bozukluklar yiiksek alkol alimi ve hepatitis virusu
enfeksiyonu olmadan rastlanan alkolik olmayan karaciger yaglanmasinin taniminda
onemlidir. Diyabetli hastalarda serum aminotransferazlarinin yiikselmesi siklikla
gozlenmekte ve bu ¢ogunlukla karacigere yag infiltrasyonundan kaynaklanmaktadir.
Sigsmanlikta da serum aminotransferazlarinin 6zellikle de alanin aminotransferazin

(ALT) aktivitesinin yiikseldigi bilinmektedir (Miyake ve ark., 2003).

Diyabette serum glikoz konsantrasyonu; aspartat aminotransferaz aktivitesi
ile birlikte serum alanin aminotransferaz diizeylerinde de  Onemli oranda

yiikselmektedir (Maritim ve ark., 2003).

2.3.1.3. Adenozin Deaminaz (EC 3.5.4.4)

Adenozin, adenin niikleotidinin degredasyon {iriiniidiir ve cesitli dokularda
glikoz metabolizmasinda insulin aksiyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar

(Murraya ve ark., 2006).

Adenozin deaminaz (ADA) purin metabolik bir enzimdir ve adenozinin
inozine daeminasyonunu spesifik olarak katalize eder. Bu yolla da adenozinin
intraseliiler ve ekstraseliiler konsantrasyonunu ayarlar ve muhtemelen enerji

metabolizmasini da kontrol eder (Coi ve ark., 2006).

Adenozin cesitli siireglerle direkt olarak insulin aktivitesini sitimule ederek

etki eder. Bu siirecler hakkinda bazi farkli bilgiler olsa da glikoz tasinmasi, lipid
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sentezi, piruvat dehidrogenaz aktivitesi, l0ysin oksidasyonu ve siklik niikleotid
fosfodiesteraz aktivitesi seklinde kendini gosterir. Yapilan caligmalar gostermistir ki
purin niikleositi olan adenozin, insulinin etkisini cesitli dokularda farkli uyarimlar
seklinde etkisini gosterir. Ornegin yag dokusu ve kalp kasinda insulinin etkisini

kuvvetlendirirken iskelet kasinda azaltir (Newsholme ve ark., 1985).

Baz1 adenozin reseptorlerinin arabuluculuk aktivitesi, kalp kasinda glikoz
aliniminda insulinin sitimulasyonu icin gereklidir. Adenozin, karacigerde insulinin
cevabinin azaltilmasini diizenler ve bu lokal insulin direncinin olugsmasina neden
olabilir. Keza, bu etki iskelet kasinda da benzer sekilde insulin direncine sebep
olabilir. Adenozinin memeli dokularindaki yapimi ve yararlamimi Oncelikle 5°-
nukleotidaz enziminin iiretim aktivitesine bagimlidir. Adenozin, adenozin deaminaz

ve adenozin kinaz enzimleri tarafindan kullanilir (Nakamaru, 2005).

Adenozin deaminaz aktivitesi Tip 2 Diyabetli hastalarin serumlarinda
yiikselmektedir (Hoshido ve ark., 1994). Bundan baska diyabeti yetersiz olarak
kontrol edilen hastalarda diyabeti 1yi kontrol altinda tutulan hastalara oranla daha
yiikksek bir adenozin deaminaz aktivitesi bulunmaktadir (Bottini ve Bottini, 1999).
Keza, adenozin deaminaz aktivitesi ile glikalize hemoglobin diizeylerinde de bir

korelasyon bulunmaktadir (Hasegawa, 2002).

Adenozin deaminaz hiicre zarinin dis ylizeyinde lokalize oldugundan dis ara
yiizde adenozin konsantrasyonunu diizenler ve adenozinin membran reseptorlerinin
adenozine olan cevabimi degistirir. Adenozinin 4 adet reseptorii tanimlanmustir (Aj,
Asa, Ab, ve Ajz). Ancak bunlarin hiicresel fonksiyonlar1 tam olarak aciga
kavusturulmasa da muhtemelen kompleks yapida oldugu diisiiniilmektedir.
Adenozinin hormonla aktive edilen lipolizi endojen geri dondiiren etkisi ile inhibe
ettigi kabul edilmektedir. Adenozinin kuvvetli antilipolitik ve siklik AMP (cAMP)’yi
azaltict etkisi 1iyi bilinmektedir ve bu siirece ara buluculuk eden olaylar
tanimlanmistir. Endojen adenozinin adenozin deaminaz yolu ile geri alinimi, lipolitik

aktivitesinin hemen yiikselmesi ile sonuclanmaktadir. Sonu¢ olarak diyabetli
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hastalarda yiikselen adenozin deaminaz seviyesi lipolizisi arttirarak hiperlipidemiyi

siddetlendirmektedir (Chatzipanteli ve Saggerson , 1983).

Adenozin deaminaz, adenozinin geri doniisiimsiiz olarak sirasiyla 2’-
deoksiadenozin’den 2’-deoksinozine ve inozine deaminasyonunu katalizler. Inozin
ve 2’-deoksinozin sirasityla hipoksantine, ksantine doniistiiriiliir ve son iiriin olarak
tirik asit olusur. Bu ylizden artmis adenozin deaminaz aktivitesi {irik asitin asir
tiretimiyle sonuglanir. Bu diyabetli hastalarin idrarlarindaki yiiksek iirik asit
seviyelerini aciklar. Keza diyabetlilerde serum adenozin deaminaz seviyeleri ile iirik

asit seviyeleri arasinda dnemli bir korelasyon mevcuttur (Kurtul ve ark., 2004).

Adenozin deaminazin izoenzimleri ADA; ve ADA, insan dokularinin
hepsinin sitosollerinde 6zellikle lenfoid dokularda bulunmaktadir. ADA, izoenzimi
eritrositlerde lenfoid organlarda ve serumda tek olarak 38.2 kDa agirliginda ve
ADA,’den daha ¢ok bulunmaktadir. ADA, izoenzimine ise daha ¢ok serumda
rastlanmaktadir ve molekiilii 100 kDa agirligindadir (Aghei ve ark., 2005). Adenozin
deaminaz aktivitesi streptozotocin ile diyabet olusturulmus ratlarda kalp kasinda,
iskelet kaslarinda ve beyaz yagdokusunda artmaktadir. Bu hayvanlara uygulanan
insulin tedavisi yiikselen adenozin deaminaz aktivitesini diisiirmektedir. Adenozin
deaminazi1 kodlayan gen ile anneden diyabetli olarak dogan gencgler arasinda da iliski

oldugu rapor edilmistir (Hoshido ve ark., 1994).

Streptozotocin ile diyabet olusturulmus ratlarda plazma insulin seviyelerinde
oldukca fazla bir azalis adenozin deaminaz enziminin dokulardaki aktivitesinde ise
yiikselme tespit edilmektedir (Pawelczyk ve ark., 2000). Diyabetli ratlara uygulanan
insulin tedavisi ise iskelet kaslarinda, kalp ve karacigerde yiikselen adenozin
deaminaz aktivitesini azaltmaktadir. Buradan insulinin plazma konsantrasyonunun
adenozinin lokal konsantrasyonunu etkiledigi sonucuna varilmistir (Rutkiewicz ve

ark., 1990).
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Yag dokusu hiicreleri streptozotocin ile diyabet olusturulmus ratlarda
glukagonun lipolitik aktivitesine yaklasik 50 kat daha fazla duyarlidir. Bu
degisikligin bazal lipolizis iizerine az etkisi olan adenozin deaminazin miktarinin az
miktarda olusuyla iliskili oldugu tespit edilmistir. Insulin tedavisi ile bu duyarlilik

normal sekline geri donmektedir (Chatzipanteli ve Saggerson , 1983).

2.3.1.4. Alkalen Fosfataz (EC 3.1.3.1)

Alkalen fosfataz (ALP), pek cok fosfat esterlerini hidrolize eden spesifik
olmayan enzimlerin bir izoform grubudur. ATP’nin defosforilasyonunu katalize eder.
Alkalen fosfataz viicutta yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Kemik doku
(osteoblastlarda), intestinal mukoza, renal tiibiiler hiicreler, karaciger (safra kanali
epiteliyal hiicreler ve hepatositler) ve plasentada yiiksek konsantrasyonda bulunur.
Her doku farklr alkalen fosfataz izoenzimlerine sahiptir (Dziedziejko ve ark., 2005).
Glikokortikosteroidler ve diger bazi ilaglar izoenzim sentezini arttirirlar. Plazma
aktivitesindeki artis karaciger ve kemik izoenzimlerinden kaynaklanan izoenzimlerle
olusur. Plasental, renal ve intestinal izoenzimlerin yar1 émiirleri 3-6 dakikadir ve bu
nedenle genel aktiviteye ¢ok az katkida bulunurlar. Diger enzimlerin aksine, plazma
alkalen fosfataz aktivitesindeki artis hasara ugrayan hiicrelerden salinimindan ziyade
sentezinin artmasindan kaynaklanir. Gen¢ ve biiylimekte olan hayvanlarda kemik
dokudan kaynaklanan alkalen fosfataz izoenzimi daha c¢ok bulunmaktadir.
Biiylidiikce ve epifiz kapandik¢a bu izoenzimin genele orani azalir. Kemiklerde
osteoblastlar alkalen fosfatazdan zengindir ve enzimin osteogenez ile ilgili oldugunu
diisiindiirmektedir (Reddi ve Huggins, 1972). Tim hayvanlarda kemik
hastaliklarinda total serum alkalen fosfataz aktivitesinin diagnostik onemi vardir.
Kemik tiimorleri (primer osteosarkomlar ve kemige metastaz yapan karsinomlar),
kiriklarin iyilesme donemleri ve rasitizmde alkalen fosfataz aktivitesi artis gosterir
(Sarathchandra ve ark., 2005). Kalsiyum ve inorganik fosfor seviyelerindeki
degisikliklerde alkalen fosfataz aktivitesi normal veya yiiksek olabilir. Bunun

nedenleri renal sekonder hiperparatiroidizm, nutrisyonel sekonder hiperparatiroidizm
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primer hiperparatiroidizm ve paratroid hormon iireten non-paratiroid tiimorler

(baslica lenfosarkomlar ve perirenal adenosarkomlar) olabilir. (Turgut, 2000).

Karaciger hasar ile diyabet arasinda iliski bulunmaktadir. Hepatomegali ve
karaciger enzimlerinin normal olmayan aktivite diizeyleri hepatoseliiler glikojen
birikimine bagh olarak ger¢eklesmektedir. Tipik biyokimyasal bulgular orta dereceli
alkalen fosfataz aktivitesine baghi veya bagli olmaksizin aminotransferaz
aktivitesinin 1limlidan orta dereceye kadar yiikselmesi seklindedir. Karacigerin
sentez fonksiyonlari ise genellikle normaldir. Hiperglisemi diyabette karaciger
fonksiyonlarinin normalin disina ¢ikmasinda kendi basina rol oynamaktadir. Viicut
kiitle indeksi (BMI) her ne kadar diyabetik komplikasyonlarla beraber veya
olmaksizin farkliliklar gosterse de yag dokusu dagiliminin daha ¢ok mide bolgesi
etrafinda olmasi baz1 hastalarda karaciger yaglanmasi riskini arttirmaktadir.
Calismalar gostermistir ki diyabetli hastalarda serum ALP seviyesi yiikselmektedir

(Bentyn ve ark., 2004).

Diyabette, hepatoseliiler glikojen birikimi sonucu hepatomegali ve karaciger
enzimlerinde degisiklikler olugsmaktadir. Bunun tipik bulgular: orta derece yiikselmis
aminotransferaz ve buna her zaman eslik etmeyen alkalen fosfataz aktivitesidir.
Karacigerin sentez fonksiyonlar1 ise genellikle normaldir. Diyabetli yetigkinlerin
%350’sine yakin bir oranda kisitlanmis eklem hareketi bulunmaktadir. Bu oran mikro
vaskiiler komplikasyon ve retinopati olusmus diyabetli hastalarda iice hatta dorde
katlanmaktadir (Fernandes ve ark., 1999). Diyabetli hastalarin kisitlanmis eklem
hareketi belirtisi gosterenlerinde akcigerlerin fonksiyonlarinda da bozulma oldugu

tespit edilmigtir (Arkkila ve ark., 2001).

Alkalen fosfataz aktivitesine kemik olusumu indeksi olarak bakilmaktadir.
Dolasimdaki alkalen fosfataz aktivitesi barsak kokenli olarak goziikmesine karsin
kemik ve karacigerden salinan da goz ardi edilmemelidir. Diyabetik hastalarda ve
deneysel olarak insulin yetmezligi olusturulan laboratuvar hayvanlarinda kemik ve

mineral metabolizmasinda degisimler saptanmistir (Fernandes ve ark., 1999).
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Kronik diyabetli ratlarda serum alkalen fosfataz aktivitesinde 6nemli oranda

artis gozlenmektedir (Hough ve ark., 1981).

Diyabet halen hiperglisemi ile karakterize bir hastalik olarak diisiiniiliir.
Bundan bagka karaciger ve diger insuline bagli dokular1 da (ki buna yag dokusu,
iskelet kaslar1 da dahildir) etkiler. Endokondriyal kemik olusumu ve gelisimini de
insulin etki altina alir. Diger taraftan insuline bagimli diyabetle iliskili bazi
degisimler serum vitamin D seviyesinin azalmasi, kollogen metabolizmasindaki
degisiklikler, osteopeni, kalsiyum ve fosfat emilimi degisiklikleri kalsitonin
seviyeleri degisimleri mineralizasyon siirecine dolayl1 olarak etki eder (Fernandes ve

ark., 1999)

2.3.2. Serum proteinleri ve Diyabet

Karaciger hemen hemen tiim serum proteinlerini sentezlediginden bunlarin
serum konsantrasyonlarinin Ol¢iimii hepatik fonksiyonlarin degerlendirilmesi icin
kullanilir (Furumoto ve ark., 2002). Bunlarin arasinda en Onemlileri albumin,
fibrinojen, protrombin kompleks koagulasyon faktorleri, alfa (a) globulinler ve beta
(B) globulinlerdir. Gamma (y) globulinler karaciger tarafindan {iiretilmez, ancak
konsantrasyonlar1 hepatik hastaliklar tarafindan sekonder olarak degistirilebilir

(Ceriello, 1997; Turgut, 2000; Barazzoni ve ark., 2006).

Diyabette glikalize albumin seviyelerindeki degisikliklerin serum glikozunu
yansitmada glikohemoglobulinlerdeki farkliliklara gore daha ayirt edilebilir oldugu
ve serum proteinlerinin 6l¢timiiniin diyabette kan glikozunun hemostazinin tespitinde

daha uygun ve duyarl oldugu bildirilmektedir (Day ve ark., 1980).
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2.3.2.1. Albumin

Albumin serum proteinlerinin % 50’sini olusturur. Bu nedenle plazma
onkotik basincina dnemli derecede katkida bulunur. Albuminin hepatik sentezinin
onkotik basinctaki degisikliklerle regiile edildigi bilinmektedir. Ag¢lik sirasinda
glikokortikosteroidlerin etkisi altinda oncelikle kas proteinleri harcanir. Daha sonra
hepatik proteinler kullanilir. Albumin globulinlerden daha kiiciik oldugundan kapiller
porlar vasitasiyla kiiciik miktarlarda sizar ve bdylece interstitisyel sivi kolloid
basincina katkida bulunur. Serum albumin konsantrasyonu dehidrasyonda artar.
Albumin  konsantrasyonu baslica  hepatik  sentezin  azalmasi, albumin
yikimlanmasinin artmastyla, bagirsaklar ve idrar yoluyla asir1 kayip nedeniyle azalir.
Kayiplarin en biiyiik nedenleri renal glomeriiler hastaliklar, protein kaybina yol acan
enteropatiler, aclik ve bazi kotii huylu tiimére benzer olusumlardir (Prinsen ve ark,

2004).

Beslenme yetersizligi ve hepatik hastaliklar albumin sentezini azaltabilir.
Hepatik yetmezlik siddetli olmadikca hepatik albumin sentezi Onemli derecede
azalmaz. Hipoalbuminemi olusmadan Once karaciger fonksiyonunun ortalama % 80
azalmasi gerekir. Total viicut albumin seviyesi sabit kaldiginda, albuminin azalmasi
hipoalbuminemiye neden olur. Hepatik hastaliklar ve hepatik ensefalopatiyi kontrol
altina almak i¢in diisiik protein iceren diyetlerle besleme marjinal seviyede protein
malnutrisyonu olusturabilir (Okita, 2004). Bu durumun hepatik hastaliklarla ilgili

olmas1 hipoalbuminemi ile sonug¢lanir (Zaina ve ark., 2004).

Saglikli karaciger, protein sentezi i¢in biiyiik bir protein rezervine sahiptir ve
kaybolan protein yenilenebilir. Hayvanlarda albumin yar1 omrii uzun oldugundan,
serum albumin Kkonsantrasyonu ancak diffuz ve kronik hepatopatilerde ve
portasistemik santta azalir. Siddetli hepatik hastaliklar hipoalbumineminin diagnostik
onemi ¢ok azdir. Hepatik problemler, anormal plazma enzim seviyeleri ve fonksiyon
testlerinin sonucu teshis edilirler. Bununla beraber, serum albumin seviyelerinin

Olctimii hepatik hastaliklarin komplikasyonlarinin ortaya konmasi i¢in Onemlidir.
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Albumin 6l¢iimii aym1 zamanda kronik hepatit gibi baz1 problemlerin prognozunu

tahmin etmek icin faydalidir (Turgut, 2000).

Diyabette dolasimda bulunan glikalize proteinlerin % 80’ini glikalize albumin
olusturmaktadir. Albuminin glikalizasyanu; karakteristik biyolojik aktivitesinin ve
fonksiyonel ozelliklerinin degisimi ile sonuglanmaktadir. Insulin tedavisi diyabetin
akut komplikasyonlarini en aza indirse de kronik komplikasyonlarindan albuminin
glikalizasyonu ilerlemis oldugunda hipergliseminin kontrol altina alinmasi diyabetik

komplikasyonlar1 6nleyememektedir (Mariee ve Al-Shabanah, 2006).

2.3.2.2. Globulinler

Globulinler dort ana grupta toplanmaktadir. Birinci grup Alfa 1 globulinler
olarak bilinmekte ve transkortin, tiroksin baglayan protein, lipoprotein, glikoprotein,
antitripsin’i igermektedir. ikinci grup ise Alfa 2 globulinler olarak tanimlanmakta ve
glikoprotein, makroglobulin, haptoglobulin, seruloplazmin bu grupta yer almaktadir.
Uciincii grupta ise lipoprotein, glikoprotein ve transferrin yer almaktadir ve Beta
globulinler olarak isimlendirilmektedir. Gama globulinler olarak adlandirilan
dordiincii grupta ise IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD bulunmaktadir (Turgut, 2000;
Carapeto ve ark., 2006). Globulinlerde artmaya yol acan baslica patolojik durumlar;
Dehidratasyon, atesli hastaliklar, malnutrisyon, multiple miyeloma, kollojen doku

hastaliklari, akut ve kronik enfeksiyonlar, metastatik karsinomlar’dir (Turgut, 2000).

2.3.2.2.1. Alfa 1 globulinler

Transkortin, tiroksin baglayan protein, lipoprotein, glikoprotein, antitripsin,
alfa 1 globulinlerdir. Alfa 1 globulin gebeligin son iki trimesterinde orta derecede
artis gosterir. Alfa 1 globulinlerin artti§i baglica patolojik durumlar; akut
enfeksiyonlar, kronik enfeksiyonlar, romatoid artrit, poliarteritis nodoza, akut

romatizmal atesin erken donemi, sistemik lupus eritematozis, koroner arter
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trombozu, radyasyona bagli doku hasari, kemik kiriklari, akut ve kronik nefritler,
piyelonefritler, karaciger hastaliklari’dir. Alfa 1 globulinlerin azaldigi baslhica

patolojik durumlar ise; nefrotik sendrom, karaciger nekrozu’dur (Turgut, 2000).

2.3.2.2.2. Alfa 2 globulinler

Glikoproteinler, makroglobulinler, haptoglobulin, seruloplazmin alfa 2
globulinlerdir. Alfa 2 globulinler gebeligin 2. ve 3. Trimesterinde yiikselir. Dogumda

yiiksek bulunur, 6 aylikken normal seviyelerine diiser (Ceriello, 1997).

Alfa 2 globulinlerde artmaya yol acan baslica patolojik durumlar; akut
enfeksiyonlar, kronik enfeksiyonlar, sistemik lupus eritematozis, romatoid artrit,
poliarteritis nodoza, akut romatizmal atesin erken donemi, akut ve kronik nefritler,
piyelonefritler, nefrotik sendrom, cushing sendromu, viral hepatit, siroz, karaciger

nekrozu, malign hastaliklar’dir (Turgut, 2000).

2.3.2.2.3. Beta globulinler

Beta globulinler; lipoproteinler, glikoproteinler ve transferrini olusturur. Bu
globulinler gebeligin 2. ve 3. Trimesterinde yiikselirler. Yeni doganda hafif artis
vardir. Beta globulinlerin artisina yol agan baslica patolojik durumlar; primer
ksantomatozis, esansiyel hiperkolesterolemi, esansiyel hiperlipidemi, biliyer siroz,
viral hepatit, poliarteritis nodoza, multiple miyeloma, nefrotik sendromdur. Beta
globulinlerde azalmaya yol acan baslica patolojik durumlar ise bazi karaciger

nekrozlu olgulardir (Turgut, 2000).

2.3.2.2.4. Gamma globulinler

Gamma globulin bandi genis ve yaygindir; ciinkii yapilarinda degisiklik
gosterirler ve bu nedenle farkli hizlarda hareket ederler. Immunoglobulinler olarak

adlandirilan gamma globulinler, karacigerde yapilmayan tek serum proteinleridir.
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Yangt veya infeksiyonun diyabetin gelisimine katkida bulundugu
bildirilmektedir. Bunun arastirilmasi i¢in glikoz tolerans riski bulunan diyabete
predispoze Hindistan’in Pima yerlesim yerinin halkinda yapilan bir calismada
humoral immun sistemin spesifik olmayan 6l¢iimii i¢in serum gamma globulinleri
tespit edilmistir. Populasyonun olumlu sekilde incelenebilmesi icin yas, viicut-kiitle
indeksi (BMI) uygun olan ve cinsiyet olarak kadin bireyler kullanilmistir. Gamma
globulin konsantrasyonlar1 ailesel ozellikleri tasimaktadir. Kardesler arasinda ve
anne baba arasinda pozitif bir korelasyon vardir. Gamma globulin konsantrasyonlari
Kizilderili kokenli Amerikalilarda ve diyabet Oykiisii bulunan ailelerde daha biiyiik

Olciide yiiksek bulunmustur. (Lindsay ve ark., 2001).

Diyabetli hastalarda deri ve glomeriiler kapillerlerdeki depozisyona ugramis
immunoglobulinler yahut akut faz proteinlerinin mikroanjiyopatinin gelismesi
tizerine etkilerinin incelendigi bir ¢aligma yapilmistir. Diyabetik nefropati gelisen
diyabetli hastalarda ve nefropati gelismeyen diyabetli hastalardan deri ve bobrek
biyopsisi Ornekleri kullamilmustir. IgG, IgA, IgM, C3, APR proteinleri ve beta-
lipoprotein anti serumlar1 tanimlanmistir. Bunlardan IgA, IgG ve akut faz proteinleri
arasinda her iki hasta grubunun bazilarinda dogrusal depozisyon gozlenmistir. Bu da
gostermistir ki diyabetli hastalardaki bu maddelerin etkisi yada saliniminin oldugu
deri ve glomerular kapiller duvarlarinda  mikroanjiyopatinin olusmasi icin

immunglobulinlerin her biri depozisyona ugramaktadir (Inoe ve ark., 1986).

2.4. Deneysel Diyabet Modelleri

Diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin incelenmesi ve tedavi
yaklasimlarinin  belirlenmesinde deneysel diyabet modelleri O6nemli bir yer
tutmaktadir. Deneysel diyabet c¢alismalarinda cerrahi, kimyasal, viral yolla
olusturulan ve kendiliginden gelisen modeller kullanilmaktadir (Baxter ve
Duckworth, 2004). Giiniimiizde deney hayvanlarinda cesitli kimyasal ajanlar

kullanilarak deneysel diyabet olusturmak miimkiindiir. Laboratuvar hayvanlarinda
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kimyasal diyabet (tip I), yaygin olarak streptozotocin (STZ) ya da alloxan
enjeksiyonuyla olusturulmaktadir. STZ ve alloxan pankreatik B hiicrelerine olan
spesifik toksisiteleri nedeniyle diyabetojenik ajan olarak kabul edilmektedirler. Her
iki ajan da kan sekeri diizeyinde ii¢ fazl etki olusturur. Maddenin kullanimini izleyen
2 saat icinde kan sekeri karaciger glikojeninin ani yikimi nedeniyle yiikselir. Ikinci
faz oOluimle sonuclanabilecek hipoglisemik fazdir. Bu sirada hasara ugrayan
hiicrelerinden hizla saliverilen insulinin plazma diizeyi hizla yiikselir. Uciincii faz,
kalict hiperglisemik fazdir. Bu noktadan baslayarak insulin diizeyleri, kullanilan
diyabetojenik ajanin dozu ile iligkili olarak diiser ve kan sekeri yiikselir (Szkudelski,

2001).

STZ, pankreasta serbest radikal temizleyicisi (scavenger) olan superoksit
dizmutazi inhibe eder ve boylece serbest radikallerin birikmesi sonucu f hiicreleri

yikima ugrar (Aruzmozhi ve ark., 2004).

Hayvan modellerinde gozlenen diyabetik durum klinik diyabete c¢ok
benzemekle birlikte, deneysel modeller aslinda hem kendi aralarinda farkli 6zellikler
tasimakta, hem de bu modellerden hicbiri insanda gozlenen diyabeti tam olarak
yansitmamaktadir. Ancak, insanlar iizerindeki arastirmalarin etik nedenlerden dolay1
kisith olmasi, diyabet ile ilgili arastirmalarda kullanmak amaciyla cok c¢esitli
deneysel modellerin gelistirilmesini saglamistir. Yine de diyabet arastirmalarinda
kullanilan hayvan modellerinin, insanlardaki diyabetin bir¢ok 0Ozelligini tasidigi

kabul edilmektedir (Oztiirk ve ark, 1998).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec

3.1.1. Materyal ve Deneysel Diyabet Olusturulmasi

Bu calismada, 8-10 haftalik ortalama 159,95 + 3,6 g agirliklarinda 20 adet
disi Wistar rat kullanildi. Deneme siiresince hayvanlar Bornova Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiisii Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda 11k (12 saat giindiiz ve
12 saat gece) ve 1s1 (25°C) kontrollii odalarda, ad libitum % 20 protein iceren Taris

Yemta kobay yemi almak iizere ve antidiyabetik tedavi verilmeden izlendi.

Hayvanlar kontrol ve deneme grubu olmak iizere (n=10) iki gruba ayrildi.
Deneme Oncesi tiim hayvanlarin ortalama aglik kan sekeri Accu-Check Active kan
sekeri ol¢iim cihaziyla (Roche, Isvigre) olciildii ve 128,15 + 4.1 mg/dl olarak tespit
edildi. Deneysel diyabet olusturmak i¢in 0,01 M sodyum sitrat tamponu (pH=4.5)
icinde streptozotocin’in (572201, Calbiochem) 50mg/kg intraperitonal olarak
deneme grubuna (n=10) tek doz enjekte edildi. Enjeksiyondan 21 giin sonra
caligmadaki tiim ratlarin kuyruk venlerinden eter anestezisi altinda alinan kan
ornekleri ependorf santrifiij tiiplerine aktarildi. Deneme grubundaki ratlarin aclik kan
sekeri degerleri 436,1 + 55,44 mg/dl olarak tespit edildi. Ependorf tiipleri santrifiij
(NF1200R, Niive, Tiirkiye) cihazinda 1700 g’de 12 dakika santrifiij edildikten sonra
serumlar1 ayrildi. Enzim analizleri hemen yapildi. Serum protein elektroforezi igin

ayrilan serumlar analiz yapilana kadar -20°C’de derin dondurucuda saklandi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlarinda bulunan; Elektroforez sistemi Mini-
Protean 3 Cell and Systems (BioRad, Kanada), Elektroforez giic kaynagi PowerPac
Basic Power Supply (BioRad, Kanada) spektrofotometre UV-1601 (Shimadzu,
Japonya), pH metre pH 211 (Hanna, Amerika Birlesik Devletleri), taginabilir kan
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sekeri 6lciim cihazi Accu-Check Active (Roche, Isvicre), su banyosu BM 402 (Niive,
Tirkiye), santrifiij NF1200R (Niive, Tiirkiye) kullanilmistir.

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda kimyasal madde olarak streptozotocin (572201,
Calbiochem), %30 acrylamide/bis (37,5:1), (Merck, 1.00639.1000), amonyum
persiilfat (Serva, 13375), temed (N, N, N, N,-Tetra-methyl-ethylenediamine) (Bio-
Rad 161-0800), trizma baz [ Tris(hydroxymethyl) aminomethan | ( Merck, 737
K00758282), sodyumdodesilsiilfat (SDS) (Serva, 20760), gliserol (Merck, 534
K1001191), glisin (Merck, K27061401 007), brom fenol mavisi (Merck, 9714942),
metanol (%96) (Merck, 106009), commasie brilliant blue R 250 (Merck, 102085),
asetik asit ( Riedel de Haen, 27225), adenozin (Sigma, A9251), sodyum dihidrojen
fosfat (Merck, 106345), sodyum hidrojen fosfat (Merck, 159323) kullanilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Serum AST, ALT ve ALP Aktivitesi Olciimii

Serum aspartat aminotransferaz aktivitesi, aspartat aminotransferazin 25
°C’de bir dakikada 1 mmol L-aspartat ve a-ketoglutarati; oksaloasetat ve glutamata
transaminasyonu sonucu meydana gelen absorbans artisinin 340 nm’de 1-3 dakika
boyunca olciilmesi (AA/dakika) prensibi ile calisan aspartat aminotransferaz hazir

Olctim kitleri (Labkit AST, LOT 284, Barcelona, Spain, 30251) ile tespit edilmistir.

Serum alanin aminotransferaz aktivitesi, alanin aminotransferazin 25 °C’de
bir dakikada 1 mmol L-alanin ve o-ketoglutarati; piruvat ve glutamata

transaminasyonu sonucu meydana gelen absorbans artisinin 340 nm’de 1-3 dakika
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boyunca Olciilmesi (AA/dakika) prensibi ile calisan alanin aminotransferaz hazir

Olctim kitleri (Labkit ALT, LOT 176, Barcelona, Spain, 30241) ile tespit edilmistir.

Serum alkalen fosfataz aktivitesi, alkalen fosfatazin 25 °C’de bir dakikada 1
mmol p-nitrofenil-fosfati p-nitrofenol ve fosfata ¢evirmesi sonucu meydana gelen
absorbans artisinin 405 nm’de nm’de 1-3 dakika boyunca olciilmesi (AA/dakika)
prensibi ile calisan alkalen fosfataz hazir ol¢iim kitleri (Labkit ALP, LOT 285,
Barcelona, Spain, 30131) ile tespit edilmistir.

3.2.3. Serum ADA Aktivitesi Olciimii

Serum Adenozin deaminaz aktivitesi. Pfrogner (1967) tarafindan gelistirilen

yontem ile olciildii.

Testin prensibi

Reaksiyon hizi adenozinin 265 nm’de deaminasyonu sonucu meydana gelen
absorbans degisikligi ile olgiiliir. Adenozin deaminaz, pH 7,4 ve 25°C’de bir

dakikada 1 mmol adenozini inozine ¢evirmektedir.
Kullanilan Ayiraclar

0.05 M Fosfat tampon (pH 7.4) cozeltisi : 5,99 g sodyum dihidrojen fosfat
(NaH,PO,) tartilarak distile su ile bir litreye tamamlandi. 7,09 g sodyum hidrojen
fosfat (Na,HPO,) tartilarak distile su ile bir litreye tamamlandi. Sodyum dihidrojen
fosfat (NaH,POy4) cozeltisinden 19 ml, Sodyum hidrojen fosfat (NayHPO,)

cozeltisinden 81 ml alind1 ve balon igerisinde karistirilarak pH’s1 7,4’e ayarlandi.
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1.4 mM Adenozin (0.05 M Fosfat tampon, pH 7.4) cozeltisi: 0,37 g
Adenozin MW= 267.24) alind1 ve 0.05 M Fosfat tampon (pH 7.4) cozeltisi ile bir

litreye tamamlandi.

Testin yapihisi

Spektrofotometre 265 nm ve 25°C’ye ayarlandi. 0.05 M Fosfat tampon (pH
7.4)ten 2.88 ml, 1.4 mM Adenozin ¢ozeltisinden 0.1 ml 1 cm 151k  yollu
spektrofotometre  kiivetine pipetlendi ve spektrofotometreye kondu ve
spektrofotometre sifirlandiktan sonra kiivete 0,02 ml serum 6rnegi kondu ve vakit
gecirmeksizin kanstirildi. 2-3 dakika boyunca Ajes’deki absorbans degisimi
kaydedildi ve dakikadaki absorbans degisimi hesaplandi (AAjes/min).

Hesaplama;

A A265/ min*1000
0,054

mmol/L =

3.2.4. Serum Total Protein ve Albumin Diizeyi Olciimii

Total protein miktarinin Ol¢limii, serum proteinlerinin alkali soliisyon
icerisindeki bakir iyonlar1 ile olusturduklar1 kompleks yapinin mavi renk olusturmasi
(Biiiret reaksiyonu) ve olusan mavi rengin yogunlugunun test kitindeki standart
protein c¢ozeltisi ile 540 nm’de Olciilen absorbans degerlerinin oranlanmasi ile tespiti
prensibine dayanan IBL (Ankara, Tiirkiye) firmasinin hazir Olgtim kitleri

kullanilarak yapildi.

Serum albumin miktarinin Ol¢iimii, albuminin brom fenol green ile
olusturduklar1 kompleks yapinin yesil renk meydana getirmesi ve olusan yesil rengin
yogunlugunun test kitindeki standart albumin c¢ozeltisi ile 630 nm’de 6l¢iilen
absorbans degerlerinin oranlanmasi ile tespiti prensibine dayanan IBL (Ankara,

Tiirkiye) firmasimin hazir 6l¢iim kitleri kullanilarak yapildi.
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3.2.5. Serum Proteinlerinin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel
(SDS-PAGE) Elektroforezi

Serum Proteinlerinin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel (SDS-PAGE)

Elektroforezi Laemmli (1970) tarafindan gelistirilen yontem ile yapildi.

Testin prensibi

SDS (Sodyum dodesil siilfat) anyonik bir deterjan olup iki amino asitte bir
peptit zincirine baglanarak protein molekiillerini olusturan alt birimleri birbirinden
ayirir. Ayrica negatif yilkk tasidigindan peptitlere de yiiksek oranda negatif yiik
kazandirir. Boylece elektrik yiikii agisindan karisim igerisindeki biitiin protein
molekiilleri esit duruma getirilir. Poliakrilamit jele elektrik uygulandiginda negatif
yiiklii olan proteinler pozitif kutba dogru go¢ ederler. Agirhig fazla olan proteinler
yavas, agirligi daha az olan proteinler daha hizli hareket ettiginden protein

molekiillerinin molekiil agirliklarina gore ayrismalar: saglanir.

Kullanilan Ayraclar

IM Trizma Baz Soliisyonu : 121,14 g Trizma Baz bir balon joje igerisine
tartildi. Uzerine 300 ml distile su konarak erimesi saglandi. Distile su ile bir litreye

tamamlandiktan sonra elde edilen soliisyonun pH’s1 0,1 N HCl ile 6,8 e ayarlandi.

Ayirma Jeli Tampon Soliisyonu : 45,43 g Trizma baz az miktarda distile su
icerisinde eritildikten sonra pH’s1 HCl ile 8.8’e ayarlandi. 1 g sodyum dodesilsiilfat
(SDS) az miktarda distile su icerisinde eritildi ve Trizma baz iizerine eklendi. Trizma
baz ve SDS karisimi distile su ile 125 ml’ye tamamlandi. Bu tampon ¢ozeltisi oda

1s1s1nda saklandi.

Yigma Jeli Tampon Soliisyonu : 6,06 g Trizma baz az miktarda distile su

icerisinde eritildikten sonra pH’s1 0,1 N HCI ile 6,8’e ayarlandi. 0,4 g SDS az
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miktarda distile su igerisinde eritildi ve Trizma baz iizerine eklendi. Trizma baz ve
SDS karisimi distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Bu tampon ¢ozeltisi oda 1sisinda

saklandi.

Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (%10) : 0,1 g amonyum persiilfat bir deney tiipii
icerisine tartildi ve distile su ile 1 ml’ye tamamlandi. Bu soliisyon kullanilacagi

zaman hazirlandi.

Brom fenol mavisi boya ¢ozeltisi (%2) : 2 g brom fenol mavi boyas: bir erlen

igerisine tartild1 ve distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

SDS c¢ozeltisi (%10) : 10 g SDS tartilarak, distile su ile 100 ml ye

tamamlanarak hazirlandi.

Ornek Tampon Cozeltisi : Asagidaki oranlarda karistirilda.

1 M Trizma baz (pH=6,8) 12,5 ml Final Konsantrasyon 125mM
%10 SDS 40 ml Final Konsantrasyon % 4
Gliserol 20 ml Final Konsantrasyon % 20
%?2 Brom fenol mavi 2 ml Final Konsantrasyon % 0,04

Mavi renk olusana kadar NaOH ile pH’s1 ayarland: ve iizeri 100 ml’ye distile

su ile tamamlandi. Cozelti kullanilincaya kadar oda 1s1sinda saklandi.

Elektrot Tampon Cozeltisi: Asagidaki oranlarda karistirildi.

TrizmaBaz 3¢

SDS lg

Glisin 144 ¢

Distile su ile 1 litreye tamamland1 ve pH 8,5’e ayarlandi. Kullanilincaya

kadar +4°C’de saklanda.
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Testin yapilisi

Protein kontaminasyonunu 6nlemek i¢in deneyin yapilisi esnasinda eldiven
giyildi. Deneyde kullanilan cam ve diger malzeme test Oncesinde alkolle iyice
temizlendi. Biri kiiciik digeri daha biiyiik olan kendinden 0,75 mm aralikli (Biorad)
iki cam levha arasina konarak mengene seklindeki kiskaglar yardimiyla diizgiin
zeminde parcalar bir araya getirilerek sehpaya (casting stand) monte edildi. Cam
levhalardan sizinti olup olmadigin1 kontrol etmek icin camlarin arasinda olusan
araliga alkol dolduruldu ve sizint1 olmadig1 gozlendikten sonra alkol kurutma kagidi
ile emdirilerek uzaklastirildi. Daha sonra cam levhalar arasmma hava kabarcigi
kalmayacak sekilde ayirma jeli dokiildii. Ayirma jelinin hazirlanmasinda toksik
maddeler kullanildig1 i¢in ¢eker ocak i¢inde calisildi. Ayirma jeli asagidaki sekilde

hazirlandi.

Ayirma jeli (% 10’luk)

Distile su 7,65 ml
Ayirma tampon ¢ozeltisi 5,00 ml
Akrilamit / Bis (%30) 6,60 ml
TEMED 18 ul
%10 Amonyum persiilfat 130 ul

TEMED ve amonyum persiilfat polimerizasyon islemini baslattig1 icin en son
ilave edildi ve hi¢ bekletilmeden cam levhalarin aralarina bir pipet yardimiyla
dokiildii. Cam levha arasindaki bosluk 34’tine kadar dolduruldu. Jelin hava ile
temasin engellemek icin tizeri % 70’lik alkolle kapatildi. Polimerizasyon i¢in 30
dakika beklendi. Polimerizasyon asamasindan sonra jelin tizerindeki alkol kurutma

kagidi vasitasiyla uzaklastirildi. Yigma jeli ( %5°lik) asagidaki sekilde hazirlandi.

Yigma Jeli ( %5°1ik)
Distile su 2,90 ml
Yigma Jeli Tampon Cozeltisi 1,25 ml
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Akrilamit / Bis (%30) 0,835 ul
TEMED 5,0ul
%10 Amonyum persiilfat 50 ul

Hazirlanan yigma jeli ayirma jelinin iizerine dokiildii ve hemen bu jele
kullanim amacina uygun 10 disli tarak ; jelle arasinda hava kabarcigl kalmamasina
0zen gosterilerek (tarak mutlaka yigma jel icinde kalmali ve ayirma jeli ile temasi

olmamalidir) yerlestirildi. Bu jelin polimerizasyonu i¢in 20 dakika beklendi.

Serum orneginin hazirlanmasi

Total protein miktar1 tespit edilen serumlar 20 kat1 distile su ile sulandirildi.
Her bir ornekte 10 pg protein miktart olacak sekilde ependorf tiiplere 0,25 pl
aktarildi. Uzerlerine 0,25 ul 6rnek tampon ¢ozeltisi eklendi. Serumlarin bulundugu
ependorf tiiplerin kapagi {izerine igne yardimi ile delikler agild1 ve tiipler kaynayan
su icerisinde 5 dakika bekletildi. Buzdolabindan c¢ikarilan molekiiler agirlik
tanimlayicisi da bir pens yardimu ile beher icerisindeki kaynar suyun icine daldirilip

cikarilarak 1sitildi.

Orneklerin jelde elektroforezi

Arasinda jel bulunan cam levhalar elektroforez tankina yerlestirildi ve sonra
buzdolabindan c¢ikarilan elektrot tampon c¢ozeltisi ile elektroforez tanki jelin
tizerinden tasmayacak sekilde dolduruldu. Polimerizasyonu tamamlanan yigma jeli
tizerinden taraklar jele zarar vermeden cikarildi. Bu islemden sonra kuyucuklara
hamilton siringasi ile 10 pl 6rnek tampon ¢ozeltisi + serum 6rnegi karisimi konuldu.
Kuyucuklardan bir tanesine de molekiiler agirlik tanimlayicisi ilave edildi. Bu
islemden sonra elektroforez kapagi anod ve katod uglarinin dogrulugu kontrol
edilerek kapatildi ve 120 V sabit akim ile proteinlerin seperasyonu baslatildi. Ornek
tampon cozeltisinde bulunan brom fenol mavisinin jeli terk etmesine izin vermeden

yaklasik 2 saat boyunca akim verildi.
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Jellerin Boyanmasi

Boyama Cozeltisi Hazirlanmasi : 0,125 g commasie brilliant blue R 250 bir
erlen igerisine tartildi iizerine 200 ml metanol eklendi. Boya iyice eritildikten sonra
tizerine asetik asitten 35 ml konulup distile su ile 250 ml’ye tamamlanarak

hazirlandi.

Jel yukaridaki soliisyonda 20-25 °C’ de bir gece dakika bekletildi. Daha

sonra jeller soldurma ¢ozeltileri icerisine alindi.

1. Soldurma Cozeltisi Hazirlanmasi : 100 ml metanol, 17,5 ml asetik asit

karigtirilarak distile su ile 250 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

Jel bu ¢ozeltinin igerisinde calkalayiciya konularak 30 dakika bekletildi.

2. Soldurma Cozeltisi Hazirlanmasi : 12,5 ml metanol, 17,5ml asetik asit
karistirllarak  distile su ile  250ml’ye tamamlanarak hazirlandi. Soldurma
cozeltisinden alinan jel , 2. Soldurma ¢6zeltisine kondu.

Degerlendirme

2. Soldurma c¢ozeltisinden alinan jeldeki elektroforezi yapilan serum
proteinlerinin fotografi Infinity (Vilber Lourmat, Fransa) goriintiileme cihazinda
cekilerek bilgisayar ortamina aktarildi.

Jellerin Saklanmasi

2. Soldurma c¢ozeltisinde bekletilen jellerin saklanmasi amaciyla cozelti

igerisine %1 oraninda gliserol katildi.
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3.3. istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgularin istatistiksel analizi SPSS (for Windows Release 11.0.0
Standart Version Copyright © Spss Inc. 1989-2001) programi yardimi ile
gerceklestirildi. Bagimsiz ornekleme testi ile (Independent Samples Test) istatistiksel

acidan farklarinin anlamli olup olmadigi ve 6nemlilik diizeyleri saptandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Calismaya alinan ratlara ait serum AST, ALT, ALP ve ADA aktiviteleri,
Total protein ve albumin diizeyleri ve t testi sonuglari tablo 2’de gosterilmistir.
Ayrica kontrol ve deneme grubuna ait serum ALT aktivitesi diizeyleri sekil 1’de,
AST aktivitesi diizeyleri sekil 2’de, ALP aktivitesi diizeyleri sekil 3’te, ADA
aktivitesi diizeyleri sekil 4’te, serum total protein miktarlar1 sekil 5’te ve total

albumin diizeyleri sekil 6’da grafikler halinde verilmistir.

Tablo 2. Kontrol ve deneme grubundaki ratlarin ALT, AST, ALP ve ADA enzim aktiviteleri,

total serum protein ve albumin miktarlari.

Gruplar | n |Ortalama | Std. Sapma | Std. Hata On_egﬂ_lhk t

ALT Kontrol | 10 64,70 13,33 421 0.001 3,336
Deneme | 10| 139,00 69,15 21,86

AST Kontrol | 10| 221,40 50,79 16,06 0.127 1736
Deneme | 10| 281,40 96,76 30,60

ALP Kontrol | 10| 182,70 99,78 31,55 0.001 3.910
Deneme | 10| 797,20 486,81 153,94
Kontrol | 10 33,60 13,62 4,30

ADA 0,001 -6,254
Deneme | 10 71,80 13,70 4,33

Albumin Kontrol | 10 2,18 1,89 0,60 0235 0.131
Deneme | 10 2,08 1,13 0,36

Total Protein Kontrol |10] 5.0 3,90 1,23 0,045 0,867
Deneme | 10 441 1,90 0,60

Analiz sonuglarina gore ALT enzim aktiviteleri kontrol ve diyabetli ratlarda
sirastyla 64,70 £ 4,21 mmol/L ve 139,00 + 21,86 mmol/L olarak olciildii. Gruplar
arasindaki fark p < 0,001 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi.
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Alanin aminotrasferaz

180

21,86
160 5 %

140

120

100 ~

80 - 4,21
.......... 139,00

mmol/L

60 -
40 ~

20 ~

Kontrol Deneme

Sekil 1. Alanin aminotransferaz enzim aktivitesi sonuglari

Analiz sonuclarina gore AST enzim aktiviteleri kontrol ve diyabetli ratlarda
sirastyla 221,40 + 16,06 mmol/L ve 281,40 = 30,60 mmol/L’dir. Aspartat
aminotransferaz aktivitesi kontrol grubuna oranla diyabetli grupta yiikselmis

olmasina karsin aradaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi (p > 0,05).

Aspartat aminotrasferaz

350
300 -
250 -

200 -

mmol/L

Kontrol Deneme

Sekil 2. Aspartat aminotransferaz enzim aktivitesi sonuglari.
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Serum alkalen fosfataz enzim aktiviteleri kontrol ve diyabetli ratlarda
sirastyla 182,70 £ 31,55 mmol/L ve 797,20 + 153,94 mmol/L olarak tespit edildi.
Alkalen fosfataz aktivitesinin kontrol grubuna oranla diyabetli deneme grubunda
yiikselmis oldugu ve aradaki farkin p < 0,001 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli

oldugu tespit edildi.

Alkalen fosfataz

mmol/L

Kontrol Deneme

Sekil 3. Alkalen fosfataz enzim aktivitesi sonuglari.

Calismada kullanilan ratlarin serum ADA enzim aktiviteleri kontrol ve
diyabetli ratlarda sirasiyla 33,60 + 4,30 mmol/L ve 71,80 £+ 4,33 mmol/L olarak
tespit edildi. Adenozin deaminaz aktivitesinin kontrol grubuna oranla diyabetli
deneme grubunda yiikselmis oldugu ve aradaki farkin p < 0,001 diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi.
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Adenozin deaminaz

mmol/L

Kontrol Deneme

Sekil 4. Adenozin deaminaz enzim aktivitesi sonuglari

Serum total protein miktarlar1 kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla 5,60 +

1,23 g/dl ve 4,41 + 0,60 g/dI’dir. Total protein miktarinin kontrol grubuna oranla

diyabetli deneme grubunda azalmis oldugu ve aradaki farkin  p < 0,05 diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi.

Total Protein

1,23

Kontrol Deneme

Sekil 5. Serum total protein analiz sonuglari
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Serum albumin miktarlar1 kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla 2,18 + 0,60
g/dl ve 2,08 £ 0,36 g/dI’dir. Serum albumin miktarlarinin kontrol grubuna oranla
deneme grubunda azalmis olmasina karsin aradaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p > 0,05).

Serum Albumin

g/dL

Kontrol Deneme

Sekil 6. Serum albumin analiz sonuglari

Deneme ve kontrol grubundaki ratlarin aralarindaki serum protein
elektroforezindeki degisikliklerini uygun sekilde gozlemlemek icin kontrol ve
deneme gruplarinin serum proteinleri beserli gruplar halinde elektroforez jeline

uygulandi.

Elde edilen serum protein bantlarinin agirliklar1 hakkinda fikir edinmek amaci
ile de agirlik tamimlayicist ile kontrol ve deneme gruplarindan uygun goriilen

serumlar birlikte elektroforez jeline uygulandi.
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Albumin

Globulin

Gamma
globulin

Sekil 7. Kontrol-1, Kontrol-5; Diyabetli-1, Diyabetli-5 serumlarinin SDS-PAGE

elektroforegramlart.

Albumin

Globulin

Gamma
globulin

Sekil 8. Kontrol-6, Kontrol-10; Diyabetli-6, Diyabetli-10 serumlarinin SDS-PAGE

elektroforegramlari.
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Albumin

Globulin 45 KDa

Gamma 25 kDa
globulin

14,4 kDa

Sekil 9. Molekiiler agirlik tanimlayicist (Prestained Protein Molecular Weight Marker,
Fermentas, SM0449, Kanada) kullanilarak yapilmis kontrol ve diyabetli serumlarinin SDS-PAGE

elektroforegramlart.

Serum Orneklerinin SDS-PAGE yontemi ile protein elektroforegramlarinin
goriintiileri sekil 7, 8 ve 9’da verildi. Albumin ve globulinler agisindan gruplar
arasindaki farklar fotograf tizerinde gosterildi. Gamma globulin bantlarinin diyabetli
deneme grubunda miktarsal olarak azalmasi ve bantlarin gozden kaybolmaya yiiz

tutmasi dikkat ¢ekicidir.



-42 -

4.2. Tartisma

Diyabet; insulin salgilanma yetersizligi ve hedef dokularda insulinin
metabolik etkisine kars1 gelisen direng hali ile karakterize, genetik kokenli metabolik
bir hastaliktir. Diyabetli hastalarda doku ve organlarda biyokimyasal, morfolojik ve
fonksiyonel bir takim degisiklikler meydana gelmektedir (Aksoy, 1988; Yedigiin,
1995).

Diyabette; Ozellikle karbonhidrat metabolizmasinda bozukluklar olugmakta
ve gidalarla alinan karbonhidrat diizeyine gore hiicrenin insulin salgilamasi

uyarilarak, artan kan glikoz konsantrasyonu azaltilmaktadir (Aksoy, 1988).

Alloxan veya streptozotocin, deneysel diyabet olusturmak amaci ile yaygin
olarak kullanilan diyabet olusturan ajanlardir. Hayvanlarda travma, cerrahi
uygulama, neoplazmalar yaninda streptozotocin ve alloxan gibi diyabetojenik
etkenler ile pankreas beta hiicrelerinin zarar gormesi sonucu diyabetin olusabilecegi
bildirilmistir. Streptozotocin hem pankreatik insulin saliniminin hem de tirozin kinaz
aktivitesinin inhibisyonuna neden olan hedef doku hiicrelerindeki insulin
reseptorlerinde azalma ile etkisini gostermektedir (Feldman ve ark., 1993; Pilkis ve

ark., 1988; Sochor ve ark., 1991).

Karaciger, glikoz fosforilasyonu i¢in insuline ihtiya¢ duyarken, bdobrek,
hiperglisemi esnasinda glikozu kullanma ve glikoz transportu icin insuline ihtiyac
duymayan (insulin bagimsiz) bir organdir. Diyabette, insulin yoklugunda enzim
diizeyleri degismekte ve karaciger bundan etkilenmektedir (Plaschke ve Hoyer,

1993).

Yapilan caligmalar ile, etiyolojisinde bir cok degisik etkenin rol oynadigi
gosterilmis olan gerek kendiliginden gelisen, gerekse deneysel olarak streptozotocin

veya alloxan gibi diyabetojenik etkenler ile olusturulan diyabetin 6zellikle damarsal
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yapilar iizerinde yogunlasan komplikasyonlar1 ile daha cok g6z, bobrek, sinir ve
arterlerde olmak iizere organizmada pek ¢ok bozukluklara neden oldugu gozlenmistir
(Valentovic ve ark., 1987; McLennan ve ark., 1988; Handa ve ark., 1989). Deney
hayvanlarina streptozotocin uygulanmasi ile olusturulan diyabetin streptozocinin
etkisiyle pankreasin tahribatina bagli olarak cesitli biyokimyasal degisiklikler

meydana gelmektedir.

Plaschke ve Hoyer (1993) glikolitik ve glikoneogenetik enzimlerde
streptozocinin toksik etkisini arastirmak amaci ile yaptiklar bir ¢alismada enzimleri
in vitro 60 mmol streptozotocin ile inkiibe etmisler ve enzim aktivitesinde belirgin
bir degisikligin olmadigin1 saptamislardir. Baska bir ¢calismada ise (Hellweg ve ark.,
1992) sadece asetil transferaz aktivitesinde streptozotocin ile inkiibasyondan sonra
onemli olmayan degisiklikler saptanmistir. Streptozotocin enjeksiyonunu takiben 3.
ve 6. haftalarda ratlarn beyin korteksi ve hipotalamusunda glikojen
konsantrasyonunda artma ve glikolitik enzim aktivitelerinde ise belirli bir azalma
saptanmustir (Plaschke ve Hoyer, 1993). Kan glikozundaki artis; metabolize glikoz
icin karaciger veya perifer dokularin bozulmasinin ve karaciger ile bobrekte
glikoneogenezisin  aktivasyonunun baglica sonucudur. Hepatositlerde glikoz
fosforilasyon hizindaki degisiklikler kan glikoz diizeyinde diizensizlige neden
olabilir (Valera ve ark., 1993). Alloxan (200 mg/kg deri alt1) veya streptozotocin (60
mg/kg damar ici) verilerek diyabet olusumunu takiben 4. haftada ratlarin viicut
agirhiklarinin - %22 azaldigr rapor edilmistir (Sochor ve ark., 1991). Bizim
calismamizda da {i¢iincii haftanin sonunda diyabetli ratlarin viicut agirliklarinda % 5

oraninda bir azalma gozlenmistir.

Can ve arkadaslari1 (2004), diyabetojenik ajan olarak kullanilan
streptozotocinin 100 mg/kg dozunda periton i¢i uygulanmasi ile deneysel diyabet
olusturduklar1 c¢alismalarinda serum ALT seviyelerinin normal ratlara oranla
diyabetli ratlarda yiikselmis oldugunu ve bunun istatistiksel olarak p < 0,001
diizeyinde 6nemli oldugunu tespit etmislerdir. Gaithi ve arkadaslar1 (2004) ise 60

mg/kg streptozotocin ile deneysel diyabet olusturduklar1 ¢alismalarinda serum ALT
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seviyelerindeki artist p < 0,05 seviyesinde saptamislardir. Kusunoki ve arkadagslar
(2004), karaciger bozuklugunun belirteci olan ALT ve AST degerlerinin diyabetli
ratlarda normal ratlara oranla yiikselmis oldugunu tespit etmislerdir. Bu caligmalarin

sonuglar1 bizim calismamizin sonuglariyla uyumludur.

Tanaka ve arkadagslarinin (1988) diyabetli farelerde metabolik bozukluklar
ve karaciger enzim aktivitelerini degerlendirdigi c¢alismalarinda aspartat
aminotransferaz aktivitesinin kontrol grubuna oranla artmis oldugu tespit
edilmislerdir.  Yiiksek aspartat aminotransferaz aktivitesinin karacigerdeki
mitokondriyel kaynakli olmadig sitozolik kaynakli oldugu da ortaya konmustur. Bu
caligmada aspartat aminotransferaz aktivitesinin alanin aminotransferaz aktivitesine

oranla fark edilebilir derecede daha yiiksek oranda arttig1 saptanmistir.

Transaminazlarin  (ALT/AST) ve gamma glutamil transferazlarin
yiikselmesinin diyabetin komplikasyonlarindan retinopati ve noropati ile iliskili
oldugu one siiriilmektedir. Keza bu komplikasyonlar insulin tedavisi sirasinda da
olabilmektedir. Buna ek olarak oto-immun karaciger hastalifinin diyabetle olan
iliskisi , kronik etkili hepatit ve primer biliyer sirozdan daha zayif durumdadir.
Diyabetle iliskisi olmayan baska durumlarda da diyabetli hastalarin karaciger
fonksiyon testleri gbze carpan derecede yiikselme gosterebildigi one siiriilmektedir

(Jamieson, 2003).

Bu enzimler karaciger hiicrelerinin icinde bulunan enzimlerdir ve serum
aktivitelerindeki artis meydana gelen hiicresel hasar1 ve karaciger dokusundaki
bozulmalart isaret etmektedir. Aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz
aktivitelerinin birlikte artis1 diyabette olusabilecek muhtemel karaciger yaglanmasi

ve karaciger harabiyetine 151k tutmaktadir.

Hough ve arkadaslar1 (1981) serum alkalen fosfataz enzim aktivitesinin
streptozotocin ile diyabet olusturulmus ratlarda p < 0,001 diizeyinde istatistiksel

anlamda artmis oldugunu tespit etmislerdir. Tibi ve arkadaslar1 (1988) da diyabette
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kemik dokusu kokenli serum alkalen fosfataz enzim aktivitesinin anlamli derecede
artmamasina ragmen karaciger kokenli alkalen fosfataz aktivitesinin dnemli derece
de yilikselmis oldugunu tespit etmislerdir. Diyabette alkalen fosfataz enziminin
artisinin  kemik mineralizasyonundaki gozlemlenebilir bozulmaya isaret ettigini

Fernandes ve arkadaslar1 (1999) ortaya koymuslardir.

Alkalen fosfataz enziminin artisi, diyabetin kas ve kemik dokusu iizerine
etkilerini agiklamaya yardimci olmaktadir. Serum vitamin D seviyelerindeki
azalmalar, kollojen metabolizmasindaki degisiklikler, fosfat emilimindeki
degisiklikler ve kalsitonin degisikliklerinin hepsi alkalen fosfataz ile beraber

diyabetin bu etkisini ortaya koyabilmektedir.

Kurtul ve arkadaslar1 (2004) deneysel diyabet modelinde serum adenozin
deaminaz aktivitelerinin diyabetlilere oranla yiikselmis oldugunu bunun p < 0,05
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugunu tespit etmislerdir. Bizim
caligmamizda adenozin deaminaz aktivitesinde istatistiksel olarak anlamda artis
gozlenmistir (p < 0,001). Adenozin deaminaz aktivitesindeki artisin bu enzimin
insulin etkisinin kontroliindeki gorevine bagli olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir.
Sonug olarak diyabetli hastalarda yiikselen adenozin deaminaz seviyesi lipolizisi
arttirarak hiperlipidemiyi siddetlendirmektedir (Chatzipanteli ve Saggerson, 1983).
Enzimin lipolizis iizerine olan etkisi sebebiyle de diyabetli hastalarda meydana gelen

kilo kaybina katkida bulunmaktadir.

Smulders ve arkadaslar1 (1998) yapmis oldugu calismada diyabetli hastalarda
artmus iiriner albumin atiliminin endotelyal fonksiyon bozuklugu ve kronik yangilarla
ayni siire¢ igerisinde paralel olarak gelistigini zamanla tablonun agirlastigini ve
ilerledigini tespit etmislerdir. Glikoz konsantrasyonunun kontrolii saglanan insuline
bagimhi diyabetli 74 cocugun 10 giinliik kampa alindigr bir calismada serum
albumin, transferin ve retinol baglayan protein seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Albumin ve
transferrin seviyelerinde 21 cocukta ve normal (diyabet olmayan) yetiskinlerde

calisma periyodu esnasinda bir degisiklik goriilmemistir. Retinol baglayan protein
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seviyelerinin ise diyabetli olmayan kontrol grubuna gore azalmakta oldugu tespit
edilmistir. Bu calisma transferrin ve retinol baglayan proteinlerde meydana gelen
degisikliklerin arasinda bir korelasyon oldugunu gostermistir. Glikalize albumin ve
transferrin seviyeleri azalmaksizin kan glikozu kontroliinde ilerleme gostermistir

(Kemp ve Frindik, 1991).

1990 ile 1992 yillari arasindaki Palermo Universitesi Klinik Tip
Enstitiisiindeki; diyabetik hastalardan alinan serumlardaki proteinlerin elektroforezi
medikal kayitlarinin degerlendirildigi bir c¢alisma gerceklestirilmistir. Bu
arastirmada 68 tanesi Tip 1 diyabetli ve geriye kalan 88 tanesi de Tip 2 diyabetli
hastalardan olmak iizere toplam 156 hastanin kayitlar1 degerlendirilmistir. Tip 1
diyabetli insuline bagimli diyabetli hastalarin serum albumin seviyeleri, Tip 2
diyabetli insuline bagimli olmayan diyabetli hastalara oranla daha yiiksek
bulunmustur. Alfa 1 globiilinlerde bir korelasyon tespit edilememistir. Tip 1
diyabetli insuline bagimli diyabetli hastalarin serum alfa 2 globiilin seviyeleri, Tip 2
diyabetli insuline bagimli olmayan diyabetli hastalara oranla daha diisiik

bulunmustur (Sinagra ve ark., 1997).

Calismamizda ise kontrol grubuna gore diyabetli deneme grubunun albumin
miktarindaki diisiis ve total serum proteinlerindeki p < 0,05 diizeyindeki azalma ve
bazi protein bantlarindaki kaybolma diyabette hemostazi saglayan, pihtilagsmay:
saglayan ve bagisiklikta rol oynayan bu proteinlerin diyabetteki durumlarini ortaya
koymakta ve diyabetin patolojisinde ve komplikasyonlarindaki iligkiyi

aciklamaktadir.
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6.SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, 8-10 haftalik 159,95 + 3,6 g agirliklarinda 20 adet disi Wistar
rat alindi. Hayvanlar kontrol ve deneme grubu olmak iizere 10’arl iki gruba ayrildi.
Deneme oncesi tiim hayvanlarin ortalama aglik kan sekeri olciildii ve 128,15 + 4.1
mg/dl olarak tespit edildi. Deneysel diyabet olusturmak i¢in 0,01 M sodyum sitrat
tamponu (pH 4.5) icinde streptozotocin’in (572201, Calbiochem) 50mg/kg
intraperitonal olarak deneme grubuna (n=10) tek doz enjekte edildi. Enjeksiyondan
21 giin sonra deneme grubundaki ratlarin aclik kan sekeri 436,1 + 55,44 mg/dl
olarak tespit edildikten sonra kuyruk venlerinden alinan kanlarinin serumlari ayrildi.
Karaciger enzimlerindeki degisimler saptandi ve diyabetten kaynaklanan hasar tespit
edildi. Aspartat aminotransferaz enzim aktiviteleri kontrol ve diyabetli ratlarda
sirastyla 221,40 + 16,06 mmol/L. ve 281,40 + 30,60 mmol/L olarak, alanin
aminotransferaz enzim aktiviteleri kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla 64,70 + 4,21
mmol/L ve 139,00 + 21,86 mmol/L olarak, adenozin deaminaz enzim aktiviteleri
kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla 33,60 + 4,30 mmol/L ve 71,80 + 4,33 mmol/L
olarak, alkalen fosfataz enzim aktiviteleri kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla
182,70 £ 31,55 mmol/L ve 797,20 + 153,94 mmol/L olarak tespit edildi. Karacigerin
transaminaz  enzimlerindeki (ALT, AST) bu degisiklikler hepatositlerin
permeabilitesindeki bozukluklara ve olusan patolojik durumdan karacigerin etki
derecesini ortaya koymaktadir. Serum alkalen fosfataz enzimindeki artis diyabetteki
olas1 osteopeni ve kemik dokusu hasar1 hakkinda bilgi vermektedir. Adenozin
deaminaz  aktivitesindeki artig  diyabette meydana gelen dislipidemiyi

siddetlendirmektedir.

Total serum protein miktarlar1 kontrol ve deneme grubunda sirasiyla 5,60 +
1,23 g/dl ve 4,41 £ 0,60 g/dl, serum albumin miktarlart 2,18 + 0,60 g/dl ve 2,08 +
0,36 g/dl olarak tespit edildi. Serum proteinlerindeki bu degisiklikler elektroforetik
olarak belirlendi ve diyabetin meydana getirdigi patolojik degisikliklere olan etkisi

degerlendirildi. Pihtilasma faktorlerinin artis1 elektroforetik olarak tespit edilemese
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de serum proteinlerindeki azalma egilimi ve bazi protein bantlarindaki kayip
diyabetin hemostazi saglamada, immunizasyon iizerine ve pihtilasma faktorleri
izerine etkilerinin var oldugu bunlarin patolojisinin de aciklifa kavusturulmasinin

gerekliligi meydana ¢ikarmaktadir.
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OZET

Streptozotocin ile Deneysel Diyabet Olusturulan Ratlarda Karaciger Enzimleri

ve Serum Proteinlerindeki Elektroforetik Degisiklikler

Bu calismada Streptozotocin ile diyabet olusturulan ratlarda karaciger
enzimleri ve serum proteinlerindeki elektroforetik degisiklikler incelendi.
Calismaya, 8-10 haftalik 159,95 + 3,6 g agirliklarinda 20 adet disi Wistar rat alindi.
Deneme siiresince hayvanlar Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
Deney Hayvanlar1 Laboratuari'nda 151k (12 saat giindiiz ve 12 saat gece) ve 1s1 (25°C)
kontrollii odalarda, ad libitum % 20 protein iceren Taris Yemta Kobay yemi almak

izere ve antidiyabetik tedavi verilmeden izlendi.

Hayvanlar, kontrol ve deneme grubu olmak iizere (n=10) iki gruba ayrildi.
Deneme oncesi tiim hayvanlarin ortalama aglik kan sekeri olciildii ve 128,15 + 4.1
mg/dl olarak tespit edildi. Deneysel diyabet olusturmak i¢in 0,01 M sodyum sitrat
tamponu (pH 4.5) i¢inde streptozotocin (572201, Calbiochem) 50mg/kg
intraperitonal olarak deneme grubuna (n=10) tek doz enjekte edildi. Enjeksiyondan
21 giin sonra deneme grubundaki ratlarin acglhik kan sekeri ol¢iildii. Deneme
grubundaki ratlarin aclik kan sekeri 436,1 + 55,44 olarak tespit edildikten sonra
kuyruk venlerinden alinan kanlar1 ependorf santrifiij tiiplerine alindi. Ependorf
tiipleri 1700 g’de 12 dakika santrifiij edildikten sonra serumlar1 ayrildi. Enzim
analizleri hemen yapildi. Serum protein elektroforezi i¢cin ayrilan serumlar analiz

yapilana kadar -20°C’de derin dondurucuda saklandi.

Aspartat aminotransferaz enzim aktiviteleri kontrol ve deneme grubundaki
ratlarda sirasiyla 221,40 £ 16,06 mmol/L ve 281,40 + 30,60 mmol/L olarak, alanin
aminotransferaz enzim aktiviteleri ise sirasiyla 64,70 £ 4,21 mmol/L ve 139,00 +
21,86 mmol/L olarak bulundu. Adenozin deaminaz enzim aktiviteleri kontrol ve
deneme grubundaki ratlarda sirasiyla 33,60 + 4,30 mmol/L ve 71,80 + 4,33 mmol/L

olarak ve alkalen fosfataz enzim aktiviteleri sirasiyla 182,70 £ 31,55 mmol/L ve
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797,20 £ 153,94 mmol/L olarak tespit edildi. Total serum protein miktarlar1 kontrol
ve deneme grubunda sirasiyla 5,60 + 1,23 g/dl ve 4,41 + 0,60 g/dl, serum albumin
miktarlar1 kontrol ve deneme grubunda sirasiyla 2,18 £+ 0,60 g/dl ve 2,08 + 0,36 g/dl
olarak tespit edildi. Serum proteinlerindeki bu degisiklikler elektroforetik olarak
belirlendi ve diyabetin meydana getirdigi patolojik degisikliklere olan etkisi
degerlendirildi.
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SUMMARY

Liver Enzymes and Serum Proteins Electrophoretic Changes in Streptozotocin

Induced Experimental Diabetes Rats

In this study, examined of liver enzymes and serum proteins electrophoretic
changes in streptozotocin induced diabetes rats. It determined changes in the
enzymes of liver and found the destruction from the source of diabetes. 8-10 week
age 159,95 + 3,6 g weight 20 piece male Wistar rats were taken in study. Animals
were observed at Bornova Veterinary Control and Research Institute Experiment
Animal Laboratory in light and (12 hour day and 12 hour night) heat controlled room
(25°C) by ad libitum % 20 protein included Taris Yemta rat feed without
antidiabetic theraphy.

Animals are divided in two groups (n=10) which are called control and
experimental. Previously study were measured hunger blood sugar and it was
determinated 128,15 + 4.1 mg/dl. For the experimental diabetes, were enjected single
dose 50 mg/kg intraperitoneal streptozotocin that is in the 0,01 M phosphate citrate
buffer (pH 4,5). Hunger blood sugar were measured after enjection 21 day. Tail vein
blood is taken in to the eppendorf santrifuge tubes after experimental groups’s
hunger blood sugar were measured 436,1 + 55,44. Serum was divided after
eppendorf santrifuge tubes were santrifuged 1700 g by 12 minute. Enzym analysis
were measured immediately. Samples are divided for the serum protein
electrophoresis keep into 20°C deep freze as make as analysis. It was determinated

liver enzymes and established destruction to based on diabetes.

The activity of aspartate aminotransferase enzymes is found respectively in
rats which are control and diabetes 221,40 + 16,06 mmol/L and 281,40 + 30,60
mmol/L, the activity of alanine aminotransferase enzymes is found respectively in
rats which are control and diabetes 64,70 + 4,21 mmol/L and 139,00 + 21,86

mmol/L, the activity of adenozine deaminase enzymes is found respectively in rats
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which are control and diabetes 33,60 + 4,30 mmol/L and 71,80 + 4,33 mmol/L, the
activity of alkaline phosphatase enzymes is found respectively in rats which are
control and diabetes 182,70 + 31,55 mmol/L and 797,20 + 153,94 mmol/L. Serum
total protein quantity was measured control and streptozotocin induced diabetes rats
5,60 £ 1,23 g/dl and 4,41 + 0,60 g/dl respectively, serum albumin quantity 2,18 +
0,60 g/dl and 2,08 + 0,36 g/dl respectively. Those changes of serum proteins are
determinated with electrophoretic term and exhibited effects of diabetes pathological

changes.
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