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TESEKKUR

“Tip II diyabet olusturulmus siganlarda Melatonin ve L-carnitin tedavisinin oksidatif stres ve damar
yanitlar1 {izerine etkilerinin incelenmesi” basglikli tez konumun belirlenmesinde ve tiim hazirlik
asamalarinda ve ayrica egitimim siiresince tecriibelerinden yararlandigim telkin ve ydnlendirmeleriyle
sonuca ulasmami saglayan degerli danigsman hocam Dog. Dr. Tugba Cavusoglu’na,

Yiiksek lisans egitimim siiresince bana emek veren ve yonlendiren Farmakoloji Anabilim Dalindaki tim
hocalarima, tez ¢alismamda degerli yardimlarini esirgemeyen, Dog. Dr. Kamil Vural ile ¢alismamdaki
biyokimyasal analizlerdeki katkilarindan dolay1 Prof. Dr. Ahmet Var’a,
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OZET

Tip 2 diyabet ¢ok yaygin goriilen bir saglik sorunudur. Vaskiiler disfonksiyon diyabetik kardiyo
vaskiiler hastaliklarin patogenezinde major rol oynar. Hiperglisemi, oksidatif stres ve dislipidemi gibi bir
¢ok Onemli faktoriin  vaskiiler disfonksiyona neden oldugu disiiniilmektedir. Antioksidan
parametrelerdeki azalma ve serbest radikal olusumunda artma oksidatif strese neden olur ve bu durum
diyabetik komplikasyonlarin gelismesine katkida bulunur.

L- karnitinin melatonin kadar giiglii bir antioksidan O6zelligine sahip oldugu goriilmiistiir.
Melatonin triptofandan derive edilen bir lipofilik indolamindir, esas olarak pineal bezden {iretilir ve en
giiclii antioksidan ajanlardan biri olarak kabul edilir. Daha 6nce melatoninin streptozosin ile indiiklenen
diyabetik ratlarda bozulmus oksidatif durumu etkili bir sekilde normallestirebildigi gosterilmistir. L-
Karnitin kii¢iik bir suda eriyen kuaterner amin olup, lipit metabolizmasinda ¢ok onemli rol oynar.
Diyabette plazma karnitin diizeylerinde belirgin bir azalma gosterilmistir bu da diyabetik
komplikasyonlarin patofizyolojisinde L- Karnitinin 6nemli bir rol oynayabilecegini akla getirmektedir.

Bu c¢alismada diisiik multipl doz intraperitoneal STZ enjeksiyonu (2 kez, 30 mg/kg/ i.p) ve 8
haftalik yiiksek yagli diyet ile diyabet indiiklenmistir. Daha sonra diyabetik hayvanlar ; Kontrol (K),
yiiksek yagl diyet (HFD) ve STZ ile indiiklenen diyabetik grup (HFD + STZ), melatonin (10mg/kg/g i.p)
tedavisi alacak diyabetik grup (HFD+STZ+MLT), L- karnitin (0.6 g/kg i.p) tedavisi alacak diyabetik grup
(HFD+STZ +LC) ve glibenklamid (5mg/kg/g oral) tedavisi alacak diyabetik grup (HFD+STZ+GB)
olmak tizere rastgele gruplara ayrilmistir. Serumda aglik kan sekeri, insiilin ,total kolesterol, HDL-
kolesterol, LDL kolseterol, trigliserit ve malodialdehid (MDA) seviyeleri 6l¢iildii. Aortadaki endotel
fonsiyonunun belirlenmesinde, endotel bagh gevseme igin asetilkolin , endotelden bagimsiz gevseme igin
isee sodyum nitroprussid ile indiiklenen yanitlara bakildi. Ayrica sigan karaciger 6rneklerinde, glutatyon
peroksidaz, siiperoksid dismutaz ve nitrik oksit aktivitelerine bakildi.

Sonuglarimiza goére melatonin ve 1- karnitin tedavisi kan sekeri, total kolesterol ve LDL
diizeylerini belirgin olarak arttirdi. MDA diizeyleri melatonin tedavisi ile anlamli olarak azalirken SOD
diizeyleri gruplar arasinda degisiklik gostermedi. Sonuglara gore 6zellikle melatoninin diyabette damar

yanitlar1 ve endotel disfonksiyonu iizerine olumlu etkileri gosterildi.

Anahtar kelimeler: Diyabet, Oksidatif Stres, Melatonin, L-karnitin, Sigan



SUMMARY

Tip 2 diabetes mellitus is a very common health disorder. Vascular dysfunction may
play a major role in the pathogenesis of diabetic cardiovascular diseases. Mechanisms
underlying the vascular dysfunction are multifactorial, hyperglycaemia, oxidative stress and
dyslipidaemia are thought to be the important factors. Reduction in the antioxidant parameters
and increased free radical formation contribute to the development of oxidative stress in diabetes
and responsible in the development of diabetic complications.

L-carnitine as well as melatonin were shown to possess strong antioxidant properties.

Melatonin is a lipophilic indolamine derived from tryptophan, mainly produced from pineal
gland and is considered to be the one of the most potent antioxidative agent. It has been shown
that melatonin reduces streptozotocin (STZ) -induced oxidative stress in diabetic rats. L-
Carnitine is a small water-soluble quaternary amine that plays an important role in lipid
metabolism. In the diabetes a significant reduction in plasma carnitine levels has been shown,
which suggests that L-carnitine may play an important role in the pathophysiology of diabetic
complications.
Diabetes induced with high fat diet (for 8 weeks) and multipl low doses intraperitoneal injection
of STZ (twice, 30 mg/kg/ i.p). The diabetic animals were randomly assigned to one of the
experimental groups as follows: Control group high fat diet (HFD) and STZ-induced diabetic
group (HFD + STZ) , HFD + STZ diabetic group received L-carnitine (0.6 g/kg i.p), HFD + STZ
diabetic group received melatonin (10mg/kg/g i.p) and HFD + STZ diabetic group received
glibenclamide (5mg/kg/g oral). The serum fasting blood glucose, insulin, total cholesterol, HDL -
cholesterol, LDL- cholesterol, triglyceride and malondialdehyde (MDA) level were tested.
Acetylcholine-induced endothelium-dependent relaxation and sodium nitroprusside induced
endothelium-independent relaxation were measured in aortas for estimating endothelial function.
Also, glutathione peroxidase (GSH- Px), superoxide dismutase (SOD) and nitric oxide (NO)
levels activities were determined in rat liver.

According to our results. melatonin and L carnitin treatment significantly increased
fasting blood glucose, total colesterol, and LDL levels. MDA levels significantly decreased with
the melatonin treatment whereas SOD levels were not significantly changed between the groups.
The results showed that especially melatonin restores the vascular responses and endothelial
dysfunction in diabetes.

Key words: Diabetes, HFD, Oxidative stress, Melatonin, L-carnitin, Rat



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), giinlimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay1 tiim
diinyada hizla yayilan, yiiksek mortalite ve morbidite riski tagiyan bir hastaliktir. DM;
insiilinin ~ salgilanmasindaki  ve etkisindeki defektlerden ya da ikisinin
kombinasyonundan kaynaklanan karbonhidrat, yag ve protein metabolizma
bozukluguyla birlikteki kronik hiperglisemi ile kendini gosteren, birden ¢ok sayida
etiyolojiye sahip, metabolik bir hastaliktir. Tip I veya insiiline bagimli DM ve tip II
veya insiiline bagimli olmayan DM olmak tizere iki farkli DM tiirii tanimlanmaktadir.

Tip 2 diyabetes mellitus diinya popiilasyonunun yaklasik % 5’ini etkileyen, tiim
diyabetlilerin ise %80-90 ‘i1 olusturan ciddi bir saglik sorunudur. Tip 2 diyabet,
inslilinin duyarli dokulardaki etkisinin yetersizligi ve bozulmus insiilin sekresyonu
sonucunda ylikselmis kan glukoz konsantrasyonu ile karakterize metabolik bir

hastaliktir.

Diyabet, kronik hiperglisemi sonucu gozlerde, bobreklerde, sinirlerde, kalpte ve
kan damar sisteminde kronik komplikasyonlara yol agarak bu organlarin fonksiyonlarini
bozar. Diyabetik popiilasyonda kardiyovaskiiler komplikasyonlara bagli mortalite genel
popiilasyona gore 3-5 kat daha yiiksektir (1). Diyabette hiperglisemi, insiilin direnci,
dislipidemi ve hipertansiyon ile indiiklenen oksidatif stres gibi ¢esitli risk faktorleri
endotel fonksiyonunu bozabilir. Endotel disfonksiyonu aterosklerotik siirecin ilk
basamagi olarak kabul edilir. Ozellikle son yillarda yapilan galigmalar non-invaziv
metodlarla ortaya konan endotel disfonksiyonunun kardiyovaskiiler hastaliklarla direkt
iliskili oldugunu ve prognostik bir faktor olarak kullanilabilecegini gostermistir (2). Bu
nedenle diyabette kardiyovaskiiler komplikasyonlarin 6ngdriilmesinde ve takibinde

endotel fonksiyonlarinin degerlendirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir.

Diyabet ayn1 zamanda artmis bir oksidatif stres durumudur. Diyabette artmis
serbest radikaller lipidler, proteinler ve niikleik asitlerle etkileserek membran
biitiinliiglinlin kaybina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel degisikliklere ve genetik

mutasyonlara yol ag¢maktadir. Organizma bu zararli radikallerin etkisiyle basa



¢ikabilmek i¢in bazi enzimatik ve non enzimatik antioksidan defans sistemlerine

sahiptir (3-7).

Ayrica diyabette eksojen antioksidanlar verilerek serbest radikallerin etkileriyle
basa c¢ikilabilir (3). Oksidatif stres serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki
dengenin serbest radikaller lehine bozulmasidir. Bunun da diyabetin makro ve
mikrovaskiiler komplikasyonlarina neden oldugu pek c¢ok arastirici tarafindan

vurgulanmaktadir (3-7).

L-Karnitin  (B-hidroksi-trimetilaminobiitirik  asit) kiigiik, suda ¢oziinebilir,
kuaterner amindir ve lipid metabolizmasinda olduk¢a 6nemli bir rol oynar. Uzun zincirli
yag asitlerinin sitoplazmik kisimdan mitokokondri zarini gegerek i¢ mitokondriyal alana
gecebilmeleri igin esansiyel bir kofaktor olarak rol oynar. Bu yiizden yeterli karnitin
diizeyleri normal yag asidi metabolizmasinin devami i¢in ve karbonhidrat

mekanizmasinin regiilasyonu i¢in muhakkak gereklidir (8,9).

Diyabetik insanlarda ve ratlarda plazma karnitin diizeylerinde 6énemli oranda bir
diistis gozlenmistir. Karnitin diizeylerinde goézlenen bu diisiis L-karnitinin diyabetik
komplikasyonlarda 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (10,11). Tedavide
yapilan karnitin diizenlemesinin retinopati, ndropati ve kardiyomiyopati gibi diyabetik

komplikasyonlarda bazi diizeltici etkilerinin oldugu gdsterilmistir (10,12,13).

Melatoninin serbest radikalleri temizlemede ve doku hasarini 6nlemede giiglii bir
kapasitesi vardir (14-16). Ayn1 zamanda hidroksil (OH’) ve peroksil (ROO’) radikal
olusumunu engelleyerek baska antioksidan aktivitelere sebep olur (17-20).

Son yillarda yapilan caligmalar, pankreas adacik hiicrelerinde (21) melatonin
reseptOrlerinin -~ bulundugunu ve  hipergliseminin  zararli  sonuglarima  karsi
koruyabilecegini gostermektedir (22). Ayrica melatonin streptozotosin ile diyabet

olusturulmus ratlarda oksidatif stresi azalttig1 tespit edilmistir(23-25).

Biz de biitiin bu bilgiler 15181inda deneysel olarak olusturulan diyabet modelinde
giiclii antioksidan etkileri olan L-karnitin ve melatoninin diyabetik aortanin
fonksiyonlarindaki iyilestirici etkilerini ve oksidatif strese karsi koruyuculugunu

arastirdik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Diyabetes Mellitus Tanim ve Tarihcesi

Diyabetes mellitus (DM), insiilin salimiminda, instilinin dokulardaki etkilerinde
veya her ikisinde defekt sonucunda olusan ve hiperglisemi ile karakterize bir grup
metabolik ve endokrinolojik bozukluktur. Olusan bozukluklar karbonhidrat, lipid ve
protein metabolizmalarmin tiimiinii ilgilendirmektedir. Diyabet, kronik hiperglisemi
sonucu ¢esitli organlarin fonksiyonlar1 ve yapilar1 lizerinde toksik etkilere yol agarak

zamanla noropati, retinopati, nefropati ve vaskiiler komplikasyonlara neden olur.(26-
28).

DM’da; insiilinin azligi veya yoklugu, ya da hedef hiicrelerin insiiline
yanitsizligi nedeniyle dokularda insiilin agligi s6z konusudur. Diyabetteki patolojik

olaylar, insiilin eksikligine bagl ti¢ major etki sonucu olusur:

1. 300 ile 1200mg/dl araliginda degisen kan glukoz diizeyi ytiksekligi ile birlikte,

viicut hiicrelerinin glukozdan yararlanimlarinin diigmesi

2. Yag depolarindan, yag mobilizasyonunun belirgin olarak artmasi ve bunun
sonucunda atheroskleroza sebebiyet veren vaskiiler duvarlarda lipidlerin

depolanmasi ile karekterize anormal yag metabolizmasi
3. Dokulardan protein yikimi (29).

Diyabet antik ¢aglardan beri ciddi bir saglik problemi olarak fark edilmistir. DM ile
ilgili en eski kayitlar Milattan 6nce 1550 yilinda Eski Misir'da yazilmig bir papiriiste
bulunmustur. Hindular da Ayur Veda'da; bocek, sinek ve karincalarin bazi insanlarin
idrarinin  yapildign yere toplandigini kaydetmislerdir (30,31). M.O. 400’lu yillarda
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yasamis olan Dhanvantari’ nin kitabinda “tatli idrar hastalig1” olarak ge¢mektedir (30).

Diyabetes ve Mellitus kelimeleri Yunanca akip gitmek anlamina gelen diyabetes

ve bal kadar tatli anlamina gelen mellitus kelimelerindenden tiiretilmistir.



M.S. 2. yiizyilda Areateus tarafindan “Diyabetes” kelimesi ilk kez kullanilmigtir.
Areateus DM’u, idrar miktarinda artma, asir1 susama ve kilo kaybinin oldugu bir

hastalik olarak tanimlamistir (30,31).

DM’lu hastalarin idrarinin tath, bal gibi oldugu ve bu nedenle karincalarin,
sineklerin ve diger boceklerin bu idrara usustugunu Susruta ve diger Hintli doktorlar
M.S. 5-6. Yuzyilda fark ederek aciklamiglar, bu hastaligin iki formu oldugunu
yazmiglardir. Bir formunda hastalar zayif ve cok uzun yasamadan kisa surede olmekte,
diger grupta ise hastalar sisman ve daha yash olarak belirtilmistir. Bu gilinlimiiziin
modern siniflamasinda belirtilen Tip 1 ve Tip 2 diabetes mellitus siniflamasina ¢ok

benziyor.

DM hastalarinin idrarmim tath oldugu 17. yuzyilda bir Ingiliz doktor olan
Thomas Willis tarafindan tekrar kesfedilmistir. Willis sekersiz seker hastaligi denilen ve
vucudumuzun su dengesini ayarlayan bir hormon olan antidiuretik hormon eksikligi

sonucu ortaya cikan diabetes insipidus ile Diabetes Mellitus'un ayirimini yapmistir.

18. yiizyllda William Cullen, “diyabetes” kelimesinin yanina tathh anlaminda
kullanilan “mellitus” u eklemistir. Paul Langerhans (1847-1888) pankreas bezi i¢indeki
kiiciik hiicre topluluklarin1 (Langerhans Adaciklar1) gostermistir. Kanada Toronto
Universitesi'nden Frederick G. Banting (1891-1941), Charles H. Best (1899-1978),
James B. Collip (1892-1965) ve J. J. R. Macleod’in (1876-1935) insiilin'i 1921 yilinda
izole etmeleri ile 6nemli bir mucize gergeklesmistir. Collip elde edilen insiilini ilk kez 1
Ocak 1922 tarihinde diyabetik bir hasta olan Leonard Thompson iizerinde denemis ve
basarili sonug elde etmistir. Diyabet tedavisinde oral ila¢ kullanimi i¢in ilk calismay1
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Erich Frank 1926 yilinda
yapmustir. Frederick Sanger 1955 yilinda insiilinin iki amino asit zinciri yapisinda
oldugunu bulmus ve bu calismas ile 1955 yilinda Nobel 6diiliinii almistir. Insiilin geni
1980 yilinda Prof. G. Bell tarafindan saptanmustir. insiilini kesfeden Frederic Banting’in
dogum giinii olan 14 Kasim, Diinya Saglk Orgiiti (WHO) ve Uluslaras1 Diyabet
Federasyonu (IDF) tarafindan 1992’den beri Diyabet giinii olarak kabul edilmistir.



2.2. Diyabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi

Diyabet prevelansi, niifus artis hizi ve ortalama yasam siiresinin uzamasi
sonucunda yaslanmaya ve kentlesmenin getirdigi yasam tarzi degisimi sonucunda

obezite ve fiziksel aktivitenin azalmasina bagli olarak artmaktadir.

Diyabet prevalansi diinya genelinde giderek artmaktadir. WHO tarafindan
yapilan global hesaplamalara gore, 2025 yilinda 300 milyon insan diyabet olacaktir
(32,33).

Diinyada tiim yas gruplarinda 2000 yilinda DM prevelans: %2.8, 2030 yilinda
%4.4 olarak hesap edilmistir. 2000 yilinda; diinyada toplam 171 milyon olan diyabetli
hasta sayisinin 2030 yilinda 366 milyon kisiye ulagsmasi beklenmektedir.

Diyabet prevalansi irka bagli olarak anlamli farkliliklar gdstermektedir. Papua
Yeni Gine’deki kabilelerde, Eskimolar arasinda veya Cin’de % 1 olan prevalans,
Avustralya vyerlilerinde, Mikronezya’daki Nauru’lularda veya Arizona’daki Pima
Kizilderililerinde % 20-45’ e kadar ¢ikabilmektedir. Gelismis tilkelerde diyabetli hasta
popiilasyonunu genelde 65 yas stii insanlar olusturmaktadir. Obezitenin

prevalansindaki artis da diyabet prevalansini etkilemektedir (34).

Tiirkiye’de diyabet taramalar ile ilgili veriler ilk kez 1960’11 yillarin basinda
Tiirk Diyabet Cemiyeti’nin baglattigi taramalarla bildirilmeye baslanmistir. O donemde
18 yas iistiinde ortalama %1,5-2 arali§inda bir prevalans bildirilmistir. Tiirkiye’de genis
caplt ilk diyabet taramasi 1999-2000 yillarinda Tiirk Diyabet Epidemiyoloji Calisma
Grubu (TURDEP) tarafindan yapilmis ve diyabetin prevalansi erigkin yas niifusunda
%7,2 ve bozulmus glukoz tolerans1 (BGT) prevalanst %6,7 olarak bildirilmistir. IDF
Diyabet Atlasina gore, 2010 itibar1 ile Tiirkiye eriskin (20-79 yas) niifusta diyabet
prevelanst %7,4’tur (35). Diinya niifus dagilimina gore standardize diyabet prevelansi
%8,0 olarak hesaplanmistir. Tiirkiye’de diyabetin artis hiz1 diinya ve Avrupa genelinin
tizerindedir. Bunun baslica nedeni Tiirkiye genelinde yash niifusun artmaya baglamis
olmas1 basta beslenme ve fiziksel aktivite olmak {izere yasam tarzinda meydana gelen

degisikliklerdir.



2.3. Diyabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi

Diyabetes Mellitus’un tiim tiplerinde ana bulgu hiperglisemi olmakla birlikte,
hiperglisemiye neden olan mekanizma farklidir ve genel olarak Tip I ve Tip II olmak
lizere 2 alt gruba ayrilabilir (36). Tip 1 Diyabet (Insuline bagimli DM), beta adacik
hiicrelerinin kitlesinde bir azalma ile insiilinin ciddi ve mutlak kaybindan kaynaklanir.
Genelde ¢ocuklukta gelisir ve pubertede ortaya ¢ikarak giderek ciddilesir. Adacik hiicre
destriiksiyonundan, genetik egilim, otoimmunite ve ¢evresel faktorler sorumludur. Tip 1

diyabetliler tiim diyabetlilerin yaklasik %5-10’unu olusturmaktadir.

Tip 2 Diyabet (insiiline bagimli olmayan DM), glukoz yiikiine gore gecikmis ya
da yetersizlik seklinde bozuk insiilin sekresyonu ve periferik dokularda insiiline cevabin
yetersizligi (insiilin direnci) sonucu olusur. Tip 2 diyabette genetik faktorler, Tip 1
diyabettekinden daha dnemlidir (37). Eskiden yapilan klinik klasifikasyonda hastaligin
baslama yas1 degerlendirilmis ve genclerde goriilene “gen¢ tipi=jiivenil tip”,
eriskinlerde goriilene “eriskin tip=adult tip” diyabet ad1 verilmistir. Daha sonra terapdtik
siiflama gelistirilmis ve insiilin bagimhi=insiilin dependent (IDDM) ve insiilin
bagimsiz=non insiilin dependent diyabet DM (NIDDM) terminolojisi kullanilmistir.
Daha sonra hastaligin etiyopatogenezi ile ilgili bilgiler arttik¢a etiyolojik klasifikasyona
gecilmistir (38). Diyabetes mellitusun en son kabul edilen teshis kriterleri ve
siniflandirmas1 Amerikan Diyabet Dernegi (ADA)’nin 2000 yilinda yayinlanan
raporlarina gore yapilmaktadir (39,40). (Tablo 2.1)

Tablo 2. 1 Diyabetin Etiyolojik Simiflamasi

I. Tip 1 Diyabetes Mellitus (B hiicre yikimi, genellikle mutlak insiilin yetersizligine yol
acar.)
e Immiin Aracihkh Diyabet: Tiim diyabetiklerin %5-10"unu olusturan diyabet

tipidir. Daha 6nce insiiline bagimli diyabet olarak adlandirilmis olan bu diyabet



sekli, pankreas beta hiicrelerinin otoimmiin olay sonucu harabiyetinden ortaya
cikmaktadir.
e lidiopatik Tip Diyabet: Tip 1 diyabet tanis1 konan olgularm bir kisminda hicbir

etyoloji tanimlanamaz ve otoimmiin belirtegler negatiftir.

Il. Tip 2 Diyabetes Mellitus (goreceli insiilin yetersizligi ile birlikte olan agirlikli
inslilin rezistansindan, insiilin rezistansi ile birlikte olan agirlikli insiilin sekresyon

kusuruna kadar degisebilir.)

I1I. Diger Spesifik Tipler

A. B hiicre fonksiyonunu genetik defektleri: Bu tip diyabetiklerde hiperglisemi
genellikle oldukea erken yasta (25 yas alt1) ortaya ¢ikmaktadir ve esas bozukluk insiilin
salgisindadir. Insiilin etkisindeki bozukluk ya ¢ok azdir, ya da genellikle
bulunmamaktadir. Bu tip diyabet MODY olarak adlandiriimaktadir (Maturity Onset
Diabetes of the Young/ Gencin eriskin tipte baslayan diyabeti).

B. insiilin etkisinde genetik defektler: Tip A insiilin resistansi, Leprechaunism,
Lipoatrofik diyabet, Rabson-Mendenhall Sendromu vs.

C. Ekzokrin pankreas hastaliklar:

Akut ve kronik pankreatitler, pankreatektomi, travma, pankreas kanseri, Kistik
fibrozis, hemakromatozis vs. diyabete yol agabilir.
D. Endokrinopatiler:

Insiilin etkisine zit olarak is goren biiyiime hormonu, glukagon, kortizon,
katekolaminlerin asir1 miktarlar1 diyabetin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Akromegali,
Cushing sendromu, glukagonoma, feokromasitoma bu yolla diyabet olusumuna neden
olabilir.

E. Ilac¢ ve kimyasal maddelere bagh olarak ortaya ¢ikan diyabet:

Alfa interferon, diazoksid, beta blokerler, pentamidin, vakor gibi ilaglarin

bazilar1 direkt beta hiicre fonksiyonunu etkilerler. Nikotinik asid, tiazidler,

glukokortikoidler ise insiilin etkisini bozabilirler.



F. Enfeksiyonlar:

Konjenital rubella, koksakiviriis B, sitomegaloviriis infeksiyonlar1 sirasinda
diyabet ortaya ¢ikabilir.

G. Diyabetin immiin aracilikh nadir formlari:

Bu tipte nadir olarak goriilen diyabet iki sekilde goriilebilir. “Stiff-
man’sendromu, Anti insiilin reseptor antikoru. Stiffman sendromu merkezi sinir
sistemini ilgilendiren ve kaslarda sertlik ve agrili spazmlarla seyreden otoimmiin bir
bozukluktur. Anti insiilin reseptdr antikorlar sistemik lupus eritematozusun seyrinde ve

diger otoimmiin hastaliklar sirasinda goriilebilir.

H. Diger genetik sendromlar:
Down sendromu, Klinefelter sendromu, Wolfram sendromu, Friedrich ataksisi,

Turner sendromu vs.

Digerleri
IV. Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM)

‘Gestasyonel Diyabet terimi’ ilk kez 1950’lerde ortaya atilmis olup, gebelik
sirasinda ortaya ¢ikan, yiiksek fetal anomali ve mortaliteye sebep olan ve gebelik
sonlaninca da diizelen gegici glukoz metabolizmas1 bozuklugunu tanimlamak i¢in
kullanilmistir. GDM ¢ogunlukla gebelikle iligkili insiilin antagonisti hormonlarin en {ist
diizeye ulastig1 ikinci veya licilincii trimesterde ortaya ¢ikar. Dogumdan sonra her zaman
olmamakla birlikte genellikle, glukoz tolerans1 normale doner. Ancak 5-10 yil igerisinde
gestasyonel diyabetli kadinlarin yaklasik yarisinda tip 2 diyabet gelisir; bazen gebelik
Tip 1 diyabeti de hizlandirabilir.

2.4. Diyabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diyabetin Komplikasyonlari, akut (metabolik) ve kronik komplikasyonlar adi

altinda iki ana baglik halinde incelenebilir:



1-) Akut Metabolik Komplikasyonlar:
- Diyabetik Ketoasidoz
- Non-ketotik Hiperosmolar Koma
- Laktik Asidoz Komas1
- Hipoglisemi Komasi
2-) Kronik (Dejeneratif) Komplikasyonlar:
a) Makrovaskiiler Komplikasyonlar
- Kardiyovaskiiler Hastaliklar
- Serebrovaskiiler Hastaliklar
- Periferik Arter Hastalig
b) Mikrovaskiiler Komplikasyonlar
- Diyabetik Nefropati
- Diyabetik Retinopati

- Diyabetik Noropati

2.5. Deneysel Diyabet Modelleri

Deneysel hayvan modelleri, deneysel degiskenlerin kontrol altinda tutulmasina,
arastirilan patolojiye genetik olarak uygun tiirlerin, hatta alt tiirlerin segilebilmesine;
istatistiksel degerlendirmeye yetecek sayida ornekle birden fazla risk ve patolojinin
caligilabilmesine; heniliz denenmemis tani koydurucu, koruyucu veya terapdtik

yaklagimlarin denenmesine olanak vermektedir.

Diyabet hastaliginin ve komplikasyonlarinin patogenezini aydinlatmak ve yeni
tedavi stratejileri kesfetmek amaciyla yapilan arastirmalarda, hayvanlarda deneysel
diyabet modellerinin kullanilmasi arastirmaciya birgok avantaj saglamaktadir. Kimyasal

ajanlarin kullanim1 sonucu veya diyet ile elde edilen diyabetik modeller, cerrahi



uygulamalar ve bunlarin kombinasyonlar1 veya genetik modifikasyonla elde edilen
diyabet tablolar1 deneysel diyabet modelleri arasinda sayilabilen metodlardan
bazilaridir. Beta hiicrelerine spesifik toksik glukoz analoglar1 olan alloksan ve
streptozotosin (STZ), kimyasal metodla deneysel diyabet olusturmak amaciyla siklikla
kullanilan toksinlerdendir ve uzun zamandir hayvanlarda deneysel diyabet olusturmak

amactyla kullanilmaktadir.

Hayvanlarda deneysel diyabet olusturmak igin fare, si¢an, tavsan, kobay,
hamster, maymun, domuz, kdpek ve kedi gibi deney hayvanlar1 kullanilabilmektedir
(41-47). Bununla birlikte tanimlanmis bir¢ok hayvan diyabet modeli bulunmakla
beraber, bu modellerden higbiri insan diyabetine tam olarak esdeger tutulamaz (48).
(Tablo 2.2)

Tablo 2. 2 Deneysel Diyabet Modelleri

I. Tip-1 Diyabet Modelleri

1. Kimyasal Olarak Olusturulan Tip 1 Diyabet Modelleri: Alloksan, streptozotosin,
¢inko selatorleri (dithizone, 8-hidroksikinolin), Rodentisid-Vacor, diet nitrozaminleri
vb.

2. Spontan Tip 1 Diyabet Modelleri: BB (Bio- Breeding) sigan, NOD (non-0bese
diabetic) fare ve digerleri (Macaca nigra maymunu, Keeshand kopegi, Cin hamsteri,

kobay Yeni Zelanda beyaz tavsani, KDP (Komedo Diabetes Prone) sican

3. Viriisle Olusturulan Modeller: Hayvanlarda diyabete neden olan viriislerden
tizerinde en cok ¢alisilmis olanlar; EMC (ensefalomiyokardit) viriisiiniin M varyant1 ve
Kilham Rat Virus (KRV) Diger viriisler; Coxsachie B, Rubella, Reovirus,

Sitomegaloviriis (CMV) ve "Venezuelan Equine Ensefalit" viriisleri
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4. Transgenik Tip 1 Diyabet Modelleri: Transgenik fare [I¢aligmalar1 Tip-1 diyabet

patogenezinin anlasilmasinda [I¢ok yararli olmaktadir. Transgenik fare, fertilize fare

yumurtasinin proniikleusuna yabanci bir DNA’nin agilanmasi ile olusturulur (48).

Transgenik modeller, transgenik genlerin beta hiicrelerinde eksprese edilmesi yoluyla

bu molekiillere ait diyabetojenik 6zellikleri belirlemede kullanilmaktadir. Bu sekilde

eksprese edilen transgenler; MHC antijenleri (I-E alfa, I-A antijenleri gibi), sitokinler

(interferon-gama, IL-2 ve IL-10 gibi) ve viral proteinler (LCMV antijeni, influenza

viriis hemagliitinini ve baska viral glikoproteinler

Il. Tip-2 Diyabet Modelleri
1. Spontan Tip 2 Diyabet Modelleri:

Agir hiperglisemili modeller (db/ db fare, Rhesus maymunu, ¢6l
kemirgenleri)

Orta hiperglisemili modeller (ob/ ob fare)

Iliml hiperglisemili modeller (Cohen diyabetik faresi, GK (Goto-
kakizaki) sican, wistar WBN/Kob (erkek) sican)

2. Eksperimental Tip 2 Diyabet Modelleri:

Kimyasal modeller (Streptozotosin, Alloksan): Streptozotosin
ve alloksanin yiiksek dozlart Tip-1 diyabete sebep olurken, daha
diisiik dozlar1 B hiicre kitlesinin kismen azalmasina sebep olur ve
ketozise egilimli olmayan orta derecede bir insiilin eksikligi
olusur. f hiicre toksisitesi daha spesifik oldugu i¢in
streptozotosin tercih edilen ajandir.

Cerrahi modeller (Parsiyel pankreatektomi, Hipotalamik
lezyon): Pankreatektomi; Orta derecede stabil bir glisemi artisi
icin pankreasin %90’nin ¢ikarilmasi gerekir. Teknik olarak zor
bir yontemdir. Hayvanin o6ldiiriicii insiilinopeniden korunmasi

gerekir.
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e Diyet ve Erken Malniitrisyon: Doymus yaglar ve basit
sekerlerden (slikroz gibi) zengin diyet insiilin konsantrasyonlarini
yiikseltebilir; yag dokusunda depolanmayr artirip, insiilin
duyarliligini azaltip glukoz toleransini bozabilir.

e Hormonal Olarak Indiiklenmis Hiperglisemi: Glukagon ve
glukokortikoidler ~ gibi ~ karsit  dilizenleyici  hormonlar

endokrinopatilere benzer hiperglisemik durumlar olusturur.

3. Transgenik Tip 2 Diyabet Modelleri: Insan insiilin reseptdrii, insan
GLUT-4 glukoz tasiyicis1 ve insan adacik hiicre amiloid polipeptidi

(IAPP) gibi transgenleri igeren fareler lizerinde calisilir.

111.BOZULMUS GLUKOZ TOLERANSI (BGT) MODELLERI:
1. Sisman Zucker fa/fa Sican
2. BHE Sican

Genetik yatkinlik, yaslanma, obezite ve sedanter yasam tarzi Tip 2 diyabet
gelisimindeki major risk faktorleridir. Yapilan calismalarda Tip 2 diyabet tanisi alan
bireylerin ¢ogunun obez oldugu gosterilmistir (49-50). Obezite ve diyabet, tiim diinyada
gittikce artan 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Obezite, Tip 2 diyabet icin

onemli bir risk faktorii olup Tip 2 diyabetiklerin % 90’1 obezdir.

Tip 2 diyabet tedavisine yonelik yeni yaklasimlar gelistirmek ve daha iyi
yontemler bulmak icin arastirmalar siirmektedir. Tip 2 diyabete bagh
komplikasyonlarin, dnlenmesi i¢in deneysel ¢aligmalar yapilmakta ve bu yolla vaskiiler
ve noronal lezyonlarin patogenezi, terapdtik ajanlarin  etki mekanizmalar
aydinlatilmaya calisilmaktadir. Bu konuda g¢esitli hayvan calisma modelleri de
bulunmasina ragmen (51-54), genellikle bunlar Tip 2 diyabetin seyri ve insandaki

klinigiyle cok uyum saglamamaktadir. Bu nedenle arastirmacilar Tip 2 diyabet i¢in yeni

12



hayvan modelleri ya da kombine modeller olusturmaya c¢alismaktadirlar. HFD (high fat
diet- yiiksek yag icerikli diyet) ile beslenmenin, Tip 2 diyabetin 6nemli bir &zelligi olan
insiilin direnci olusturulmasinda oldukga iyi bir yol oldugu disiiniilmektedir. Cesitli
calismalar siganlarda HFD ile beslenmenin net olarak hiperglisemi ya da diyabet

olusturmasa da insiilin direnci olusturdugunu bildirmektedir (54- 57).

Streptozotosin, deneysel DM olusturmak iizere hayvanlarda en ¢ok kullanilan
ajan olup, pankreas P hiicrelerinde 6liime neden olur. STZ yiiksek dozlarda insulin
salimimi siddetli olarak bozar ve Tip 1 DM’e benzer bir tablo olusturur. STZ’in diisiik
dozlarinin ise insulin saliniminda ilimli bir bozulmaya neden oldugu bilinmektedir ve

bu da Tip 2 DM’ nin ge¢ donemiyle benzerlik gostermektedir (51, 52).

Bu verilerden yola ¢ikilarak, HFD ve bunu izleyen diisiik doz STZ uygulamasina
yonelik, Tip 2 DM’in metabolik karakteristikleri ile hastaligin dogal seyrine uygun yeni
bir sigan modeli olusturmaya ¢alisilmistir. (51,52,54). Basarili bir model ucuz, kolay
uygulanabilir olmali ve Tip 2 diyabet tedavisine yonelik, pratik olarak kolay test

edilebilir parametreleri icermelidir.

Bu kombinasyonun disinda multipl diisik doz STZ wuygulamasinin da
yapilabilecegini bildiren caligmalar da vardir. Diyabet olusturulmak {izere ¢alisilan
siganlarda, tek yiiksek doz STZ uygulamasi yerine multipl diisik doz STZ
uygulamasinin f hiicrelerinde kademeli ve otoimmun bir destriiksiyona yol agiyor

olabilecegi bildirilmistir. (58-63).

2.6. Diyabet ve Endotel Disfonksiyonu

Diyabet metobolik oldugu kadar vaskiiler bir hastaliktir. Diyabette vaskiiler
endotel disfonksiyonu, diyabetik mikro-makro anjiopatinin patogenezinde 6nemli bir
faktordiir (64). Retinal mikroanjiopati diyabetik retinopatide, renal mikroanjiopati
diyabetik nefropatide, vaso nervorumlarin mikroanjiopatisi ise diyabetik ndropatide

onemli rol oynar. Diyabetik hastalardaki makroanjiopati aterosklerozun ileri bir sekli
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olup, koroner, karotis ve periferik arterleri etkileyerek miyokard enfarktiisii riskini

artirir, inme ve diyabetik ayak gelisimine neden olur (65-68).

Diyabetik hastalarda, hizlanmis ateroskleroz makrovaskiiler komplikasyon

gelisiminde en 6nemli etkendir (69,70).

Karakteristik olarak diyabetik hastalarda trigliserit degerleri yiikselmekte, HDL
diismekte ve aterojenik kii¢iik ve dens LDL kolesterol partikiilleri artmaktadir. Kiigiik
LDL partikiilleri daha kolay ve daha giicli olarak arteriyal duvarlara penetre

olabilmekte ve daha fazla oksidatif hasar kapasitesine sahip olmaktadir.

Diyabetik hastalarda makrovaskiiler komplikasyonlarin yanisira mikrovaskiiler
komplikasyonlarin olusumu da hizlanmistir. Bu komplikasyonlarin olusumunda

hizlanmis ateroskleroza ek olarak farkl fizyopatolojik siireglerden de s6z edilmektedir.

Mikrosirkiilasyon hem lokal hem de merkezi yollarla diizenlenir. Merkezi
diizenleme sempatik ve parasempatik sinir sisteminin koordinasyonu ile gerceklesir.
Lokal diizenleme ise endotel hiicrelerden salgilanan maddelerle saglanir. Lokal
salgilanan maddelerle mikrovaskiiler yapilarda vasodilatatdr ve vazokonstriktr yanitlar
diizenlenmektedir. Diyabetik hastalarda mikrovaskiiler yatakta nitrik oksit salinimindaki

azalma ve endotelinl saliniminda artis sonucu mikrovaskiiler dolasim bozulmaktadir.

Endotel, tiim damar diiz kaslarinda bulunan, damar duvarini kaplayan ince bir
squamoz epitel tabakasidir. Damar duvar1 ve kan arasinda tek sira hiicrelerden olugsmus
fonksiyonel bir bariyerdir. Endotel katmani eskiden diigiiniildiigii gibi yalnizca kan
damarlarinin i¢ ylizeyini kaplayan pasif yar1 gegirgen bir tabaka degil; aksine
sentezledigi ve salgiladigi mediatorler ile vaskiiler homeostazin saglanmasinda temel rol
oynayan en kii¢iik endokrin organdir. Endotel hiicreleri fizyolojik ve patolojik uyarilara
yanit olarak cesitli vazoaktif maddeler salgilayarak damar diiz kas hiicresinin tonusunu
ayarlar ve normal kan akisini devam ettirir. Normal endotel antitrombotik, antikoagulan
ve fibrinolitik 6zellige sahiptir (71). Bu genel fonksiyonlarna ek olarak endotel,
akcigerlerde gaz degisimi, kalpte miyokard fonksiyonun kontrolii, karaciger ve dalakta
fagositoz gibi c¢esitli organlarda farklilasarak o organa ozgii fonksiyonlarin yerine

getirilmesinde rol alabilir.
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Bir endokrin organ olan endotel hiicreleri yetiskin bir insanda 5500 m? alandan
daha fazla yer kaplar ve yaklasik 1 kg agirligindadir (72). Total endotel hiicre sayisi 1

trilyondur.

Endotelin birgok hastalikdaki 6nemi 1980°de Furchgott ve Zawadzkzi’nin

endotel kaynakli bir vazodilatator faktor oldugunu kesfetmesiyle anlagilmistir (73).

Endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) ismindeki bu faktoriin daha sonralar
nitrik oksit (NO) oldugu gosterildi (74). Normalde vaskiiler tonusun saglanmasi igin
belli bir seviyede gevsetici ve kontrakte edici faktorler endotelden devamli olarak

salgilanir. (Tablo 2.3)

Tablo 2. 3 Endotelden Salgilanan Mediyatorler

Endotel hiicrelerinden salgilanan mediyatorler (75,76):

1. Vasodilatatorler

Nitrikoksit (NO=EDRF)

e Adrenomediillin

e Endotelium derived hiperpolarizing faktorler

e Prostasiklin (PGI2)

e Bradikinin, asetilkolin, serotonin, histamin, substance P
2. Vasokonstriktorler

e Angiotensin converting enzim (ACE)

e Endotelinler (ET-1, ET-2, ET-3)

e Angiotensin Il

e Tromboksan A2

e Asetil kolin, arasidonik asit, PGH2, trombin, nikotin
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. Antitrombotik (homeostaz) maddeler

Trombomodiilin

Doku plazminojen aktivator (t-PA)

Plazminojen aktivator inhibitor tip I (PAI-1)

. Biiyiime modiilator / mediatorleri

Biiytime promotérleri PDGF, Basic FGF, IGF-1, IL-1, Endotelin, All
Biiyiime inhibitdrleri Heparin siilfat, TGF-f, NO, Bradikinin, Prostasiklin
. Inflamatuar mediatorler

Adezyon molekiilleri;

Endotelyal Lokosit Adezyon Molekiilii (ELAM)

Intraseliiler Adezyon Molekiilii (ICAM)

Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilleri (VCAM)

Antijenler ;

Major histokompatibilite kompleks 2 (MHCII)

Endotelyal disfonsiyon, o0zellikle NO olmak iizere vasodilatorlerin

bioavilabilitesinde, endotel bagimli vasodilatasyonda bozulma veya endotel kaynakli
kontraksiyon faktorlerinin artmasi ile karekterizedir. Genis agidan bakildiginda
endotelial disfonksiyon, endotelial aktivasyon ile birlikte birgok proinflamatuar ve
prokoagiilan degisiklikleri kapsar. Endotel disfonksiyonu atheroskleroziste belirgindir,

ayn1 zamanda diyabet, preeklempsi, hipertansiyon, iiremi ve diger hastaliklarda da

tanimlanmustir (77).

Endotel disfonksiyonunun patofizyolojisi karmasiktir ve cesitli mekanizmalar

yoluyla olugabilir. Bu mekanizmalardan belki de en Onemlisi endotelden NO

salmiminda azalmadir (78). NO amino asit argininin NO sentetaz enzimi ile NO ve L-
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citruline doniistiiriilmesi ile elde edilir. NO sentezleyen {i¢ farkli NOS formu vardir.
Bunlar; néronal (nNOS ), indiiklenebilir (iNOS ), endotelyal (eNOS)’dur. eNOS ve
nNOS; asetilkolin ve bradikinin gibi hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu artiran
ajanlarca aktiflenir. iNOS ise sitokinlerce uyarilir, kalsiyum ve kalmoduline bagimli

degildir ve yeni protein sentezine ihtiya¢ duyar.

NO sentezinden sorumlu olan enzim hiicre i¢cinde kaveoline bagl olarak inaktif
formda bulunur. Hiicre i¢i kalsiyum diizeyinde bir artis kalmodulin olusumuna, bu da
enzimin kaveolinden ayrilarak aktif hale gelmesine neden olur (79). Hiicre igi Ca*? artii
olmadan da NO fiiretilebilir. NO fosforilasyonu aracilig1 ile “shear stress” NO diizeyini
kontrol edebilir. NO serbest olarak diffiize olabilen bir gazdir ve damar liimeni yani sira
cevreleyen diiz kas ve dokularda da etkiye sahiptir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerine giren
NO guanilat siklaz aktivitesini ve sonucunda siklik 3’5’ guanozin monofosfat (cGMP)
seviyelerini arttirir. cGMP diiz kas hiicresi i¢indeki cGMP bagimli protein kinazi aktive
eder, bunun sonucunda potasyum kanallari fosforile, Ca*? kanallar1 hiperpolarize olur.
Hiicre i¢i Ca*? miktar azalir ve bu da diiz kas hiicresinde gevsemeye yol agar (80). NO
cGMP yolundan baska sodyum ve potasyum kanallarini dogrudan aktive ederek de
vazodilatasyona katkida bulunur (81). NG-monometil-L-arjinin (L-NMMA) gibi arjinin
analoglari ile NO {iretiminin tamamen bloke edilebilmesi NO etkilerinin ayrintili olarak

calisilabilmesine olanak saglamistir.

NO endotel-kaynakli gevsetici faktorlerden en 6nemlisidir ve vaskiiler tonusun,
vasodilatasyonun ayarlanmasinda en 6nemli rolii oynar. Olusan aterosklerozis ile
koroner arterlerde endotel-bagimli vasodilatasyonun bozulmasina ve paradoksal
vasokonstriksiyona, myokardial perfiizyonun azalmasina ve myokardial iskemiye neden
olur. NO vasodilatator etkinin yani sira, vaskiiler zararlanma, inflamasyon ve
trombosise karst koruyucudur. NO I6kositlerin endotele adezyonunu inhibe eder,
vaskiiler diiz kas hiicrelerini nonproliferatif konumda kalmasini saglar ve platelet

agregasyonunu sinirlar (82-84).

NO diizeylerinde azalmanin endotel disfonksiyonu ile iliskili oldugu bir¢cok
calismada rapor edilmistir. Bu durum eNOS enziminin aktivitesinin azalmasindan veya

NO in biyolojik aktivitesinde azalmadan kaynaklanabilir. Serbest oksijen radikalleri

17



(SOR) ve NO arasindaki etkilesimin peroksinitrit olusumuna neden oldugu, bu
sitotoksik oksidanin da proteinlerin nitrasyonu yoluyla hiicresel proteinlerin

fonksiyonunu bozarak endotel disfonksiyonuna yol actig1 bilinmektedir.

Peroksinitrit, LDL nin oksidasyonuna yol agarak proaterojenik rol oynar. Ayni
zamanda eNOS un kofaktorii olan tetrahidrobiopterin ile etkileserek eNOS aktivitesini
azaltir. Oksidatif stres artis1 eNOS enziminin rediiktaz fonksiyonunu aktif hale gegirerek
daha fazla SOR olusumuna neden olur. SOR de damar duvarinda proinflamatuar
olaylar1 baglatir. SOR adezyonu (Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii; VCAM-1 ve
interseliiler adezyon molekiilii; ICAM-1) ve kemotaktik molekiilleri (makrofaj
kemotaktik peptid; MCP-1) artirir. inflamasyonun baslamas1 NO in aktivitesini azaltir.
C-reaktif proteinin (CRP) de eNOS aktivitesini azalttig1 gosterilmistir (78).

NO azalmasina yol agan bir diger mekanizma eNOS enziminin endojen
kompetitif inhibitorii olan asimetrik dimetil arjinin (ADMA) diizeylerindeki artistir.
ADMA protein katabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan bir iiriindiir, bobrekler yoluyla veya
sitriilline metabolize edilerek elimine edilir. Kronik renal yetmezlikli hastalarda eNOS

inhibisyonunun artmis plazma ADMA diizeyleri ile iliskili oldugu gosterilmistir.

Hipertansiyon, diyabet ve hiperkolesterolemi gibi geleneksel kardiovaskiiler risk

faktorleri endotelin koruyucu fonksiyonunun bozulmasina neden olur.

Hiperkolesterolemi vaskiiler homeostazda bir¢ok degisiklige yol agar. NO
biyoaktivitesini azaltir, superoksit liretimini arttirir ve endotelin reaktivitesini arttirir
(85). Ayrica hiperkolesterolemi normal kosullarda 16kositlerin siki1 adezyonuna direngli
olan endotel tabakasina kandaki 16kositlerin baglamasina neden olur (86). Okside low-
density lipoprotein (LDL) endotelial aktivasyona ve NO’nun hiicre igi

konsantrasyonunu azaltarak biyolojik karakterinin degismesine neden olur (87).

Kolesteroliin  indiikledigi  endotel  disfonksiyonunun  sadece = LDL
konsantrasyonuna bagli olmayip, esas olarak LDL oksidasyonu ile ilgili oldugu

anlasilmistir (88).

Hipertansiyon endotel kaynakli vazoaktif faktorler arasindaki dengesizlik

nedeniyle olabilir: vazokonstriktor maddelerde bir artisa veya vazodilator maddelerdeki
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bir azalmaya baglidir. Hipertansiyon ile iligkili angiotensin II, vasokonstriiktordiir ve
NO’un karsit1 olarak etki gosterir. Angiotensin II reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimine, proinflamatuar sitokinler interlékin (IL)-6 ve monosit kemeotaktan protein-1
(MCP-1) ekspresyonlarinin artmasma ve endotel hiicrelerinde vaskiiler cell adesyon
molekiil -1 (VCAM-1) in ifadesinin artmasina neden olur (89-91).

Yeni risk faktorlerinden CRP seviyesinin artmasi; NO iiretimini baskilayarak ve

biyoaktivitesini azaltarak endotelyal disfonksiyona neden olabilir (92).

Bu endotelyal degisiklikler damar duvarinda inflamasyona yol acarak

aterosklerotik lezyonlarin baglamasi ve ilerlemesinde bir ilk basamagi olusturur.

Diyabette vaskiiler endotelde meydana gelen baslica degisiklikler; NO
saliniminda azalma, NO cevabinda azalma, A2 ve endotelin-1 gibi vazokonstriktorlerin
saliniminda artma, plateletlerin ve monositlerin vaskiiler endotele adezyonunda artma

olarak sayilabilir (93).
Diyabetteki endotel disfonksiyonunun ii¢ kaynagi vardir (94-97) :

1) Hiperglisemi ve onun biyokimyasal etkileri (94). Endotele ve vaskiiler diiz
kas hiicrelerine glukoz transportu insiiline bagimli ve kolaylastirilmis diflizyon ile olur.
Glukoz transportu, diiz kas hiicrelerindeki glukoz seviyesine gore otoregiilasyon yoluyla
kontrol edilmektedir; endotel hiicrelerinde ise bdyle bir mekanizma yoktur ve kan sekeri
arttiginda intraselliiler glukoz ve metabolitlerinin birikimi olur. Endotel hiicrelerinin in
vitro yiiksek glukoza maruz kaldiginda; kollagen-fibronektin-prokoagiilan proteinler
(VWF doku faktorii) gibi ekstraselliller matriks komponentlerinin iiretimi artar;

proliferasyon, migrasyon ve fibrinolitik potansiyel azalir ve apoptozis artar (98-103).

2) Yiiksek glikoz, endotelyal tabakanin permeabilitesini degistirir ve diger
hiicrelerde biiyiime faktorii ve vazoaktif ajanlarin sentezini artirarak endotel hiicre
fonksiyonunu indirekt olarak etkiler. 3)Metabolik sendrom komponentleri endotel
fonksiyonuna etki eder (64).

Cesitli calismalarda hem akut hem de kronik hiperglisemi esnasinda endotel

fonksiyonunun bozuldugunu gosterilmistir. Kanitlar, oral glikoz ile indiiklenen gegici
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hipergliseminin diyabetik olmayan hastalarda bile endotel kaynakli vazodilatasyonu

bozdugunu gostermistir (104).

Anormal endotel fonksiyonu aglik kan sekeri veya plazma glikozile alfa
hemoglobin (HbAlc) olarak tanimlanan hipergliseminin derecesiyle direkt olarak
iligkili bulunmustur (105). Hiperglisemi, aldoz rediiktaz yoluyla sorbitol olusumunu da
arttirir. Boylece nikotinamid adenin diniikleotid fosfatin (NADPH) azalmasina neden
olur. NADPH ise glutatyon, askorbat, tokoferol gibi antioksidan molekiillerin iiretimi
icin gereklidir. Hiperglisemi glikoliz araciligiyla glikozun diasilgliserole (DAG)
metabolizasyonunu arttirarak DAG arttirir. DAG protein kinaz C (PKC)’in 6nemli bir
regiilatoriidiir. Boylece hiperglisemi endotel hiicrelerinde e NOS’da azalmaya prostanoit
maddelerin iiretiminde artisa neden olur ve bunun sonucunda da endotel disfonksiyona

yol agar (106).

Hiperglisemi, glikasyon son iiriinleri (advanced glycation end products: AGE)
ve bunlarin endoteldeki spesifik reseptorleriyle etkilesime girerek endotel
disfonksiyonuna neden olabilir. AGE, NO’i etkisiz hale getirerek LDL’nin oksidasyona
olan duyarliligimi arttirir (107). AGE ve onlarin reseptorleri arasindaki etkilesim
trombomodulinde artisa yol agar ve ayrica interlokin-1 (IL-1), timor nekroz faktor-o
(TNF-a) ve biiylime faktorlerinin aktivitesini arttirarak damar diiz kas hiicrelerinin
artisina ve gogline neden olur. Plazma ¢6ziilebilir VCAM-1 ve E-selektin seviyeleri Tip
2 diyabetik hastalarda hiperglisemiyle iligkili olarak artar (108,109).

Glikoz oksidasyonu siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil gibi reaktif oksijen
radikallerinin de {iretimine yol acar. Siiperoksit NO’i inhibe eder ve diiz kas
gevsemesini azaltir (110). Diyabetik hastalarda, serbest radikallerin iretimi endotel
hiicrelerinde NO sekresyonunu azaltir ve ayn1 zamanda subendotelyal yiizeyde NO’i
inaktive eder (111). Biitin bu etkiler sonucunda diyabetik hastalarda endotelyal

disfonksiyon ortaya ¢ikar.
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2.7. Serbest Radikaller

Oksijen insan yasami i¢in ¢ok Onemli olmasia karsin, normal metabolizma
sirasinda tiretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda zarar verme potansiyeline sahiptir
(112). Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen tiirleri normal oksijen
molekiilii ile karsilastirildiginda, kimyasal reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen
formlaridir (113).

Yiiksek oranda reaktif ve tahrip giicli yiikksek molekiiller olan serbest radikaller,
insan sagligi ve hastaliklarindaki rollerinden dolayi son yillarda oldukg¢a 6nemli hale
gelmistir. Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis (ortaklanmamis) elektrona
sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisik ve ¢ok etkin molekiiller olarak
tanimlanir. Gergekte, soludugumuz molekiiler oksijen de bir serbest radikaldir. Serbest
radikaller, stabil olmayan bilesiklerdir ve stabilitelerini saglamak i¢in ihtiya¢ duyduklari
elektronu yakalamak amaciyla, diger bilesiklerle ¢ok hizli bir sekilde reaksiyon verirler.
Genelde, serbest radikaller, en yakinlarindaki stabil molekiile onun elektronunu ¢almak
lizere atak yaparlar ve atak yapilan molekiil elektronunu kaybettiginde, radikal haline
doner. Olusan bu reaktif radikaller, domino taslarmin birbirini takip etmesi gibi bir
zincir reaksiyonu baslatirlar. Bu siire¢, yasayan bir hiicrenin hasar1 veya olimii ile

sonuglanir.

Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. Biyolojik
sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (114). Her ne kadar serbest radikal
reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin
savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi doku hasari

ve hiicre 6liimii ile sonuclanmaktadir (115).

Serbest radikaller; aktive olmus fagositler, antineoplastik ajanlar, radyasyon,
aligkanlik yapan maddeler, c¢evresel ajanlar ve stres, kiiciik molekiillerin
otooksidasyonu, enzimler ve proteinler, mitokondrial elektron transport sistemleri,
peroksizomlar, plazma membran1 ve oksidatif stres yapicit durumlardan kaynaklanabilir

(114,116-121).
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Serbest radikaller notralize edilmezlerse viicutta ciddi hasarlara neden

olabilirler:
* Hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldiirmek,

* Membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre

fonksiyonunu engellemek,

* Niiklear membrani yararak niikleustaki genetik materyale etki edip DNA'y1 kirilma

ve mutasyonlara acik hale getirmek,
* Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini zorlamak.

Bu etkiler oksidatif stres olarak bilinen DNA mutasyonlari, hiicre dliimleri ve

hastaliklar1 gibi hasarlara neden olur.

Glukoz gibi maddeler ROS'lar1 olusturacak sekilde proteinlerle reaksiyona
girerler; bu ise diyabetik hastalarin seneler boyunca yiiksek kan glukozuna maruz
kalmas1 nedeniyle hipergliseminin yan etkilerini kolaylastirict oksidatif stres

olusumuyla sonuglanir.

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar gibi tiim 6nemli
bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin bozulmalarina neden olurlar. Lipidler serbest
radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre membranlarindaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyon iirlinleri olustururlar. Serbest oksijen radikallerinin membran
lipidleri ile etkilesmesi zincirleme reaksiyonlarla devam eden lipid peroksidasyonunu
baslatarak; membran yapisinin bozulmasina, permeabilite artigina hiicrenin iyon

gradientinin siirdiiriilememesine ve doku hasarina yol agabilir (122-124).

Lipid peroksidasyonu, lipidlerin disinda reseptér ve enzimleri de hasara
ugratabilir (125). Lipid peroksidasyonu &zellikle hidroksil radikali gibi serbest
radikallerin hiicre membranlarindaki poliansatiire yag asitlerinden, lipoproteinlerin ve
serbest yag asitlerinin polialkil zincirlerindeki metilen karbonundan bir hidrojen atomu
koparmasiyla baslamaktadir. Ortamda metallerinde bulunmasiyla peroksil radikalleri
olugsmaktadir. Boylece zincirleme reaksiyonlar meydana gelerek ortamda fazla miktarda

lipid hidroperoksidler olugsmaktadir (126). Lipid hidroperoksidlerinin yikilmasi MDA
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(Malondialdehid)'y1 da igine alan ¢ok sayida yikilim {irlinlerini olusturur (127,128). Bu
nedenle malondialdehit diizeyi oksidatif poliansatiire yag asitleri hasarinin bir gostergesi

olarak kabul edilir (129-135).

Diyabetteki oksidatif streste rol oynayan serbest radikaller; siiperoksit anyonu
(02 ), hidrojen peroksit (H,O,) hidroksil radikali (HO), NO' ve gecis metalleridir.

O, (Siiperoksid):

Stiperoksit radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir ve
olustugu yerden fazla uzaga diffiize olamaz. Dogal oksijen molekiiliiniin baska bir
molekiilden elektron almis hali olan O,” mitokondriyal elektron transfer zincirinde
rediikte nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)'n okside nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD)'a okside olmasi ile iiretilir. Ayrica pek ¢ok oksidaz tarafindan da
tiretilir. Siiperoksid, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak fazla zarar
vermez. Asil O6nemli olan, H,O, kaynagi ve ge¢is metal iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir. Siiperoksid, nétrofillerin bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve
vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararli etkilere sahiptir. Azalmis siiperoksid
diizeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol agabilir. Artmis siiperoksid
diizeyleri ise siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile H,O; ve oksijene doniistiiriilerek
azaltilir. Siiperoksidin asir1 {iretimi hiicresel metabolizmanin agir1 yiikselmis glukoz
tarafindan bozuldugu durumlarda gerceklesir. Bu da diyabetin komplikasyonlarina
neden olur. ATP sentezi inhibe edilir ve elektron transport zinciri yavaslar
(3,4,6,7,122,136).

H,0O; (Hidrojen Peroksid):

Dogal oksijen molekiilii bagska bir molekiilden iki elektron almigsa peroksid
olusur. Peroksid molekiilii iki H molekiilii ile birlesirse H,O, olusur. H,O; siiperoksidin
SOD ile dismutasyonu sonucu veya spontan olarak ta iiretilebilmektedir. H,O, aslinda
radikal degildir. Ancak tiretildigi bolgede kalan siiperoksidin aksine membranlar1 gecen,
sitozole diffiize olan ve uzun Omiirlii bir oksidan olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksidin
ulasamadigi membranla korunan yapilara kolaylikla ulasabilir. Burada siiperoksidle

reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali olusturmak

23



iizere kolaylikla yikilabilir. Hidrojen peroksid baska bir sekilde de serbest Fe*? ile
reaksiyona girerse demir okside olurken hidroksil radikali olusur. Bu da doku hipoksisi

ve endotel hasarina yol acabilen vazodilatasyon kaybina neden olur.
HO' (Hidroksil Radikali):

Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, niikleik asitler, organik
asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir coguyla reaksiyona
girebilir. Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H+ 'in birlesmesinden
olusur. Gamma radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali olusabilir.
Almman enerji hiicre suyu tarafindan absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen

kovalent bagmmin parcalanmasina neden olur. Bdylece hidrojen ve oksijen
tizerinde dis orbitalde tek elektron kalir ve 2 radikal olusur. Hidroksilin yarilanma dmrii

cok kisadir ve pek ¢ok molekiilden H atomu ¢ikarilmasini saglar (3,6,122,136).
NO (Nitrik Oksid):

NO, nitrik oksid sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi ile
olusur. Serbest radikal olan NO'in yarilanma omrii kisa olup, hizla nitrit ve nitrata
doniislir. Vaskiiler tonun regiilasyonunda guanilat siklazi aktive eden NO major rol
oynar. NO bir adet ¢iftlenmemis elektrona sahiptir ve bu nedenle ROS olarak kabul
edilebilir.

NO bazi durumlarda bir antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyonundan
korur. Bununla birlikte siiperoksid diizeylerinin arttigt durumlarda siiperoksidle

reaksiyona girer ve bir prooksidan olan peroksinitrit olusturur (3,137).

Diyabette goriilen endotel fonksiyon bozukluklarindan endoteldeki nitrik oksid
tiretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. (5,137-140). Ancak diyabette NO'in artmis

oldugunu rapor eden arastiricilar da vardir (141).
Gegis Metalleri:

Demir ve bakir gibi gecis metal iyonlar1 da canli sistemde serbest radikal
olusturan gii¢lii birer oksidatif katalist olarak gérev yapmaktadirlar. Metal iyonlar: lipid
peroksidasyonu esnasinda rol oynarlar. Olusmus lipid hidroperoksitlerin

parcalanmalarini ve lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu katalize eder. Boylece
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daha az zararli olan radikalleri daha zararli hale getirirler. Fenton reaksiyonu olarak
bilinen reaksiyonda Fe+® iyonlarmin H,O,i indirgeyip OH  olusturabildikleri
bilinmektedir (4,7,122,142).

H,0, + Fe+* > Fe+®+ OH + OH

2.8. Diyabet ve Oksidatif Stres

Katarakt, aterosklerosiz, diyabet gibi patolojik kosullar altinda metal iyonlarinin

serbest ve zararl formlarda bulunduguna dair giiclii kanitlar bulunmaktadir (143).

ROS’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta
baz1 savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar ‘‘antioksidanlar’’ olarak bilinirler.
Antioksidan molekiiller olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i
hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirilirler. Antioksidanlar peroksidasyon
zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid
peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar endojen kaynakli ve eksojen kaynakli
olmak tiizere iki gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin olusumunu Onleyenler ve

mevcut olan1 etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler (144,145).

Ayrica enzim ve enzim olmayanlar seklinde de simiflandirilirlar. Enzimatik
antioksidanlar siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz gibi
enzimlerdir. Enzimatik olmayanlar ise tokoferol, B karoten, askorbik asit, iirat, sistein,

seruloplasmin, transferrin ve albumindir (146-148).

Normal saglikli kisilerde serbest radikaller/antioksidanlar denge halindedir.
Diyabette ise bu denge serbest radikaller lehine bozulmustur(4,7). Bu da diyabetin
komplikasyonlarma neden olmaktadir. Iste bu antioksidan mekanizmalar1 daha aktif
hale veya bozulmus bu dengeyi antioksidanlar lehine artirabilirsek diyabetin
komplikasyonlariyla basa ¢ikabiliriz. Antioksidanlar etki mekanizmalarini serbest
radikalleri tutarak veya daha zayif yeni bir molekiile cevirerek, serbest radikalle
etkilesip aktivitelerini azaltarak, serbest radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon

zincirini kirarak ya da onarim yaparak gosterirler (144,145,147,148).
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Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 slirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin
bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum doku hasarina

yol agar (149).

Diyabette reaktif oksijen tiirlerinin rolii 1980°li yillardan beri genis ¢apta
tartisilan bir konu olmustur (150). Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin reaktif
oksijen tiirleri ile olan iligkisini gosteren caligmalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol
aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal
dretimini  arttirdign  (151) ve antioksidan savunma sistemini  degistirdigi

vurgulanmaktadir (152-156).

Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarinin ve antioksidan kapasitenin pankreas adacik hiicrelerinde, karaciger,
bobrek, iskelet kast ve adipoz doku gibi diger dokularla kiyaslandiginda en diisiik
diizeyde oldugu bilinmektedir (157,158).

Oksidatif strese en duyarli yapilardan biride pankreas beta hiicreleridir. Beta
hiicrelerinde gozlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandig:
diisiiniilmektedir (159). Serbest radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu
oldugunu destekleyen caligmalar bulunmaktadir (160). Bunun yani sira endotel ve diiz
kas hiicreleri yiiksek konsantrasyonda glukoz iceren ortamda inkube edildiginde de
serbest radikal olusumunun basladig1 gézlenmistir (161,162). Hiperglisemi ile oksidatif
stres arasinda yakin iliski oldugu goriisii in vivo ¢alismalar ile de desteklenmistir (163).
Deneysel hayvan calismalarinda insanlardakine benzer diyabet olusturmak igin
kullanilan streptozotosin (164), oksidan maddeler meydana getirerek langerhans
adaciklarin1 selektif olarak tahrip etmekte ve NO yanitlarin1 bozarak diyabeti

baslattigina dair kanitlar vardir (165,166).

Hidrojen peroksidin, yiiksek reaktiviteye sahip bir ROS firiinii olan OH

radikaline donilismesi sonrasi insiilin reseptor sinyal sistemi iizerinde etkili oldugu ve
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insiilin tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal transdiiksiyon yollarinda
anahtar bir rol oynayabilecegi goriisli arastirmacilarin savlart arasinda bulunmaktadir
(167). Glikasyon aracili serbest radikal iiretiminin insiilinin gen transkripsiyonunu
azalttigin1 ve beta hiicre apoptozuna yol agtigini gosteren g¢alismalarin bulgular1 bu

goriisti destekler niteliktedir (167,168).

Diyabetik komplikasyonlar ve lipid peroksidasyonu arasindaki iliski pek ¢ok
caligmayla  desteklenmistir(3-7,134).  Mitokondri ve endoplazmik retikulum
membranlar1 ve plazmada bulunan lipidler, peroksidasyonun ve ROS saldirilarinin ana

hedefidir.

Diyabetik olgularin plazma lipoproteinlerinde, eritrosit membran lipitlerinde ve
cesitli dokularinda lipid peroksidasyonunun arttigi, yapilan c¢alismalar sonucu
goriilmistiir. Bu artisin daha fazla enzimatik (arasidonik asit yolu) ya da nonenzimatik
lipid peroksidasyonundan mi kaynaklandigi bilinmemektedir. Lipid peroksidasyonu,
hem yaygin vaskiiler inflamasyon sonucu aktiflesen lipooksijenaz yolu ile
prostoglandinlerden, hem de serbest radikaller ve gecis metallerinin etkisi ile endotelyal
ve fagositik hiicrelerin membranlarinda bulunan lipidlerden, nonenzimatik yolla
olusmaktadir. Daha sonra her iki yola ait iirlinlerin, karsilikli olarak birbirlerini aktive
ederek, lipid peroksidasyonunu artirdiklar: bildirilmistir. Yapilan epidemiyolojik
caligmalar, plazma lipid peroksidlerindeki artisin, diyabetten ¢ok, vaskiiler hastaligin
kendisi ve hipertrigliseridemi ile iliskili oldugunu gostermektedir (165,169,170).
Diyabetik olgularda, lipidlerin yani sira protein oksidasyonu da artmaktadir. Ozellikle
kollajen, elastin ve myelin kilifindaki ekstraselliiler proteinlerin oksidasyonu sonucu;
lens, damar, bazal membran gibi dokularda katarakt, mikroanjiyopati, ateroskleroz ve

nefropati gibi diyabetik komplikasyonlarin gelistigi diisiniilmektedir (165,171,172).

Hipergliseminin  diyabetik komplikasyonlar {izerine etkisi birka¢ ana
mekanizmayla irdelenmektedir. Hiperglisemi aracili ROS iiretimi baslica li¢ mekanizma

ile agiklanmaktadir;

1. Glukozun oto-oksidasyonu ve siiperoksit tiretimi.
2. Proteinlerin glikasyonu ve ilerlemis glikasyon son tirlinleri olusumu.

3. Poliol yolu.
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Bir gecis elementinin varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere doniisiirken
reaksiyon sirasinda siiperoksit anyonu iiretilir. Siiperoksit radikali hidrojen peroksit
tizerinden son derece reaktif olan hidroksil radikaline doniisiir. Hiicre i¢i glukoz
oksidasyonu ile aciga ¢ikan NADH, solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile
ATP {iretimi i¢gin gerekli enerjiyi saglamak tizere kullanilir. Hiicre i¢i glukoz derisimi
yiikseldiginde bu yolla da siiperoksit radikal tiretimi artar. Mitokondri solunum zinciri

baslica hiicre i¢i ROS iiretim kaynagidir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, diyabetteki patolojilerin birgogunun artmis

mitokondriyal ROS iiretimi ile ilintili oldugunu gostermektedir (94,173,174).

Hiicre i¢i glukoz konsantrasyonu arttiginda, glukoz bir enzim araciligina
gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz glikasyona sebep olur.
Glikasyona ugramis protein, serbest oksijen radikali olugturmaya ¢ok meyillidir. Glukoz
ve proteinlerin amino gruplart arasinda kendiliginden gelisen enzimatik olmayan
glikasyon reaksiyonlar1 yoluyla 6nce Shiff bazlari, sonrasinda daha stabil olan Amadori
tirtinleri olusur. Amadori iirlinlerinin olusumundan sonra ileri glikasyon son {iriinleri
meydana gelir. AGE’lerin, endotelin-1 aracilifiyla vazokonstriksiyonu arttirarak endotel
hasarina yol a¢mast kompleks biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal
iiretebilmesi, proteinlerin yapilarini ve fonksiyonlarini degistirebilmeleri toksik etkileri
arasinda sayilmaktadir. Ayrica aragtirmalar artmis serbest radikallerin de hiicre ici AGE

olusumunu arttirdigini gostermektedir (175).

Proteinlerin  biiylikliglinii, seklini, elektriksel yiiklerini, viskozitesini,
¢cOziinlirliglinii  degistiren glikasyon, 1s1 ve enzimlere dayanikliligi ve membran
reseptoriine baglanmay1 etkilemektedir. Ayrica SOD ve katalaz gibi antioksidan
enzimler glikasyonla inaktive olmaktadir. Diyabette koagiilasyona egilimi artiran AGE
bilesikleri  koagulan/antikoagulan dengesini  koagulanlar lehine bozmaktadir

(138,139,176,177).

Yine arastirmacilarin bulgulart hiicre i¢ci AGE olusumu ile lipid peroksidasyonu
arasinda siki bir iliski oldugunu, lipid peroksidasyonunun Onlenmesi ile AGE
olusumunun da onlendigini gostermistir (178). Yapilan ¢alismalarda AGE ve serbest

radikallerin, protein kinaz C (PKC)’yi1 aktive ettigi gosterilmistir. Aktive olan PKC’nin,
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vaskiiler kan akimini, damar permeabilitesini, hiicre dis1 matriks bilesenlerini ve hiicre
biiyiimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde rol aldigi One

siiriilmektedir (179-181).

Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden olur.
Glukoz, aldoz rediiktaz enzimi yardimiyla sorbitole doniisiir. Sorbitol ise sorbitol
dehidrogenaz yardimiyla fruktoza dontisiir ve enerji kaynagi olarak kullanilir.(Tablo
2.4) Glukoz sorbitole doniisiirken, NADPH tiiketilir. Fazla miktarda glukoz alindiginda
NADPH fazla miktarda tiiketilir. Ayrica asir1 miktarda sorbitol ortaya cikar.
NADPH nin agir1 tiikketimi ve sorbitol birikimi, sorbitol dehidrogenazi etkisizlestirerek
frikktoza doniisiim engellenir. Bunun sonucunda sorbitol birikimi ve NADPH tiiketimi
artar. Okside glutatyonun rediikte forma gevrilebilmesi ve NO sentezi i¢in NADPH
gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve sonu¢cta NADPH’in yoklugu
hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi anlamina gelmektedir (182). Rediikte
glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin azalmasi diyabetin

vaskiiler komplikasyonlarinin ortaya ¢ikiginda rol oynar (165).

Poliol yolu
NADPH NADP+ NAD* NADH

TGIlljkoz Sorbitol T Fruktoz

v
Diagilgliserol yolu
Glukoz 6-fosfat

NADH NAD*
1 Gliseraldehid 3-fosfat ———» T Dihidroksiasetonmsfatﬂ-ib a-Gliserolfosfat T
NAD*
NADH M
1,3difosfogliserat

Glikasyon T [—* Oxidan StresT

Diacilgliserol T
Piruvat
NADH
NAD* Protein kinaz C aktivasyonu
Laktat # Membran gecirgenligi T
* Kan akimi degigiklikleri

; *Bazalmembran senteziT

Tablo 2. 4 Poliol Ve Diacilgliserol Yollarinin Birbirleriyle fliskisi
(134).
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2.9. L-Karnitin

L-Karnitin  (3-hidroksi-4-N-trimetilamino-butirat) canli organizmada farkli
dokularda fizyolojik olarak sentezlenen ve sitoplazmadan mitokondri matriksine
transfer edilecek uzun zincirli yag asitlerinin i¢ mitokondrial membrandan gegisinde

gorev alan amino asit benzeri bir maddedir (183-185).

L-karnitin 1905 yilinda Gulewitcsh ve Krimberg adli iki Rus bilim adami
tarafindan kas dokudan izole edilen bir bilesik olarak kesfedilmistir ve bu kesiften
sonra, latince et anlamina gelen ‘“carnis” ismi verilmistir (186). 1927 yilinda L-
karnitinin kimyasal yapis1 onaylanmustir. 1935 yilinda, Leipzig Universitesi’nden Prof.
Dr. Strack L-karnitin hakkinda ilk makaleyi yayimlamis ve yillarca siiren L-karnitinin
fizyolojik fonksiyonlan ile ilgili arastirmalarin temelini olusturmustur. 1952 yilinda
Carter ve ark. tarafindan ise Tenebrio molitor adli un kurtguklarinin biiyiimesi i¢in sart
olan bir yap1 oldugunu ortaya koymuslar ve bu vitamin benzeri etkiden dolayr vitamin
BT olarak da isimlendirilmistir (187). 1958 yilinda Fritz, L-karnitinin mitokondride
yaglarin yakilmasimi arttirdigint ve yag asitleri oksidasyonunda onemli bir rol

oynadigini saptamistir (188).

L-karnitin’in kimyasal formiili B-hidroksi-y-trimetilaminobutirat’tir (189).
Yapisindaki karbon zincirleri ve nitrojeni L-lisinden, metil gruplari ise metioninden
gelmektedir. L-karnitin insanlarda serbest ve esterlesmis halde bulunur. Serbest karnitin

(L-karnitin) toplam karnitin miktariin % 80’ ini olusturur (190).

Dokularda sadece L formu sentezlenir ve sadece bu formu metabolik olarak
aktiftir. L-karnitin’in diger kimyasal formlar1 ise asetil-L-karnitin ve propionil-L-
karnitin’dir (191). L-karnitin viicuda eksojen ve endojen olmak iizere iki kaynaktan
saglanir. Viicutta en fazla karaciger, bobrek ve beyinde sentezlenir. Karnitin sentezi
yapmayan organlar ise ihtiyaclari kana verilen karnitinden karsilarlar. L-karnitin
sentezi i¢in lisin ve metiyonin zorunlu aminoasitlerinin yani sira C vitamini, demir
(Fe*"), B6 vitamini ve nikotinamid adenin dinukleotit (NAD) yapisinda niasine
gereksinim vardir. Ayrica metiyonin sentezi igin gerekli olan B12 vitamini eksikliginde

de L-karnitin’in islevi bozulur (186). Bu nedenle L-karnitin vitamin benzeri bir madde
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olarak tanimlanmaktadir (192). Bunun yani1 sira diyet ile alinabilen karnitin viicutta da

sentez edildiginden, tam anlamiyla bir vitamin olarak kabul edilmemektedir (193,194).

Insanlarda lisin ve metionin aminoasitlerinden endojen L-karnitin sentezi bir
reaksiyon zinciri ile gerceklesir. Biyosentez toplam bes basamakta sekillenir. Sentezin
ilk basama@ proteine bagli lisinin metilasyonudur. ikinci basamakta 3-
hidroksitrimetillizin, {iglincii basamakta deoksikarnitinaldehid, dordiincii basamakta ise
deoksikarnitin olusmaktadir. Besinci ve son basamakta etken katalizor enzim olan
deoksikarnitin hidroksilazin (gama-butirobetain hidroksilaz) etkisiyle karnitin meydana
gelir. Deoksikarnitinin karnitine hidroksilasyonu karaciger, beyin ve bobreklerde
meydana gelirken diger dokularda (iskelet kaslari, kalp kasi vb.) enzim aktivitesi

olmadigindan karnitin sentezi yapilamamaktadir (195-197).

L-karnitin’in insanlardaki biyosentezinin diizeyi 0,16 mg/ kg ile 0,48 mg/ kg
viicut agirligl/ giin arasinda degismektedir. 70 kg olan bir insanda giinde 11-34 mg L-
karnitin sentezlenebilir (198).

Eksojen olarak diyet ile alinan L-karnitin’in en zengin kaynaklar1 basta kirmiz1
et olmak iizere balik, tavuk ve siit iiriinleridir. Diger meyve, sebze ve tahillar ise bu
trlinlere oranla c¢ok daha az L-karnitin igerigine sahiptir (199,200). Besinlerle
organizmaya alman ve endojen sentezlenen toplam karnitin primer filtrata gecerek
%95°ten fazlas1 reabsorbe edilir. Normal beslenme sartlarinda bu geri emilim
mekanizmasinda herhangibir bozukluk olmadig: takdirde karnitin yetersizligi ortaya
¢ikmaz. (187,201). Yani tubuluslarda sekillenen bu geri emilme, besinlerle alinan
karnitin miktarina, organizmanin karnitin gereksinimine ve de plazma karnitin

diizeylerine gore diizenlenir (202).

Organizmada karnitinin %98 1 kalp ve iskelet kasinda depo edilir. Ciinkii s6zi
edilen bu dokular karnitin bagimlidirlar (203). Kalan %2’lik kismu ise karaciger, bobrek
ve beyin gibi organlarda depo edilir. Plazma ve eritrositlerdeki kistm %1’°in altindadir

(%0,6).

L-karnitin lipid metabolizmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Yag asidi B-oksidasyonu

icin diizenleyici kofaktér gibi rol oynar. Uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriyal
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membrandan acil karnitin esterleri olarak gegisine yardimci olarak bir mekik gorevi
gormektedir. Mitokondri i¢ine yag asidi tasinmasinda bir azalma oldugunda sitozolik
trigliserid birikimi olur. Yag asitlerinin katobolizmas1 aktivasyon, mitokondriye tasinma
ve P—oksidasyon olmak {izere {i¢c ana basamakta gerceklesir. Aktivasyon asamasinda
uzun zincirli yag asidi agil-CoA sentetaz tarafindan uzun zincir agil-CoA’ya
doniistiiriilerek aktive edilir. ikinci asamada mitokondriyal dis membranda bulunan
karnitin: palmitoilagiltransferaz-1 (CPT-I) enzimi tarafindan aktive yag asidi karnitine
aktarilarak uzun zincir agil-CoA agilkarnitine doniistiiriiliir. Uglincii asamada
acilkarnitin mitokondriyal karnitin: agil karnitin translokaz (CAT) aracilig ile
mitokondriyal i¢ membrandan gecer. CAT bir kotransporterdir; agil-karnitin ve serbest
karnitini ayn1 anda zit yonlere tasir. Acil karnitini sitozolden mitokondri matriksine
tasirken serbest karnitini mitokondri matriksinden sitozole tasir. I¢ mitokondri
membraninin i¢ yiizeyinde bulunan karnitin: palmitoilagiltransferaz-11 (CPT-II) acil
karnitindeki uzun zincirli yag asidini koenzim A’ya aktarir ve agil-CoA olusur. Agil-
CoA p-oksidasyona ugrar, olusan asetil-CoA sitrik asit dongilistine dahil olur. (-
oksidasyonda ve asetil-CoA’larin sitrik asit dongiisiinde kullanilmasi reaksiyonlarinda
aciga cikan indirgenmis nikotinamid diniikleotid (NADH) ve indirgenmis flavinamid
diniikleotid (FADH2)’ler elektron transport zinciri ve oksidatif fosforilasyonda
kullanilarak ATP olusur.

L- karnitinin lipid metabolizmasina etkilerinin yan1 sira hiicre membranlarinin
korunmas1 ve ayarlanmasi, serbest KoA i¢in gerekli ortamin saglanmasi, ATP’nin elde
edilmesini  optimize etmek, amonyak toleransini arttirma, immiin sistemin

desteklenmesi gibietkileri de vardir.
Karnitinin etki mekanizmasi ile ilgili iki hipotez vardir:

Metabolik hipotez; mitokondriyal enerji {iretiminde mitokondri membraninda
uzun zincirli yag asitlerinin  oksidasyon i¢cin membrandan karsi tarafa transferinde en
cok karaciger ve kasta bulunan esansiyel tasiyicidir ve bunun yaninda fazla organik

asitlerin detoksifikasyonunu saglar (204).

Serbest radikal hipotezi: L ve D propiyonil karnitin fenton sisteminde hidroksil

radikal tiretimini durdurur (205). Myokardiyum, endotel ve eritrositleri peroksidatif
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hasarlanmadan korur. Ayni zamanda hasarlanmis hiicre membranini stabilize eder.
Diyabet ile bozulmus eritrosit membran fosfolipid yag asit turnoverini
diizeltebilmektedir (206).

Diyabetik deney hayvanlarinda diyabetin hem erken hemde ileri donemlerinde
pankreasta karnitin diizeyi diistligli idrarla karnitin ¢ikarilmasinin arttigi goriilmiistiir
(207). Karnitin’in, kalp kasinda lipit esterlerinin birikimi ve lipit peroksidasyon iriini
MDA yapimini dnleyerek ATP sentezini artirdigr diisiiniilmektedir (11). Ayrica, ROS
sentezini hizlandiran Fe'le kompleksler olusturarak lipit peroksidasyonunu

azaltmaktadir (208).

L-karnitin antioksidan kapasiteyi artirarak doku bozulmasini azaltabilir.
Genglere oranla yash ratlardaki lipid peroksidasyonun artmasi ve antioksidan etkiye
sahip olan SOD, glutatyon ve katalaz, C ve E vitaminlerinin azalmasi ve karnitin

ilaveleri ile artis gosterebilmeleri bu goriisti desteklemektedir (209,210).

Genellikle diyabet, siroz ve kronik bobrek yetmezligi gibi kronik hastaliklarda
L-karnitin eksikligi sik goriiliir (211,212). Diyabetik hastalarda L-karnitin eksikligi,
retinopati, ndropati gibi diyabetik komplikasyonlar1 olanlarda daha siktir. Bu durum L-
karnitin eksikliginin bu komplikasyonlarin gelismesinde rol oynayabilecegini
diisiindiirtmektedir. Zira L-karnitin insiilin duyarliligimi ve glikozun periferik dokular

tarafindan kullanimini arttirir (213,214).

L-karnitin eksikliginde endotel disfonksiyonu gelisebilmektedir. Hipertansif ve
normotansif ratlarda yapilan ¢alismalarda L-karnitinin endotel bagimli relaksasyonu,

nitrik oksit liretimini arttirarak indiikledigi gosterilmistir (215).

2.10. Melatonin

Melatonin, karanlikta pineal bezden salgilanan, uyku, tireme, sirkadiyen ritim ve
immiinite gibi pek c¢ok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan bir
hormondur. Pineal bez, yaklasik ii¢ yiiz yil 6nce Fransiz filozof Deskartes tarafindan

“ruhun taht1” olarak tanimlamistir. Ancak melatoninin pineal bezden ilk olarak kesfi
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dermatolog Lerner ve arkadaslari tarafindan 1958’de gerceklesmistir (216). Melatoninin
bu dénemde tanimi “melanophorecontracting hormon” olarak yapilmis, gerek kurbaga
derisindeki melanoforlarin beyaz goriiniisiine neden oldugu i¢in ve gerekse
serotoninden tiiredigi i¢in bu isim verilmistir (217). Melatoninin sentez edilip dolasuma
salindigt yer olan pineal bez insanda 120-150 mg, siganda 0,9-1,56 mg agiurligindadur.
Insanlarda {igiincii ventrikiiliin arkasinda yer alan pineal bez (epifiz bezi), bobrekten
sonra viicudun en ¢ok kan akimina sahip ikinci organidir. Pineal bezde, pinealositler ve
noroglia hiicreleri bulunmaktadur. Dominant olan ve melatonin sentezinin yapudigt yer
pinealositlerdir. Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) sentezinde birinci basamak
triptofanin pinealositler i¢ine alinmasdir. Triptofan, esansiyel bir aminoasid olup,
besinlerle disaridan alinmast gerekmektedir. Disaridan triptofan verilmesi, dolasumdaki
melatonin diizeyini arturwr. Triptofan, pinealositlerde, triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-
hidroksitriptofan‘a hidroksillenir. 5-hidroksitriptofan, aromatik-L-aminoasid
dekarboksilaz ile 5-hidroksitriptamin (serotonin)'e dekarboksillenir. Serotonin, N-asetil
transferaz (NAT) enzimi ile N-asetil serotonin'e ve bu da, hidroksiindol-o-metil
transferaz  etkisi  ile melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin)'e  dontigir ~ (218).
Melatonin sentezi igin gerekli enzimlerin, pinealositler diginda, suprakiyazmatik
niikleus, retina ve ince barsakta da bulundugu, immiinohistokimyasal yontemlerle
gosterilmistir. Pineal bez ¢ikarldiginda, dolagumdaki melatonin tam olarak yok
olmamaktadir (219). Sentezin diizenlenmesi primer olarak geceye, baska bir deyisle
karanliga baghdir. Sentezlenen melatonin pineal bezin endokrin hiicreleri olan

pinealositlerden hizla salgilanmaktadir. Salgilanma hizi 29 mg giin™ diir (220).

Sentezden sorumlu N-asetiltransferaz’in aktivitesi dolayisiyla melatonin sentezi
spesifik c-AMP-bagimli transkripsiyon faktorleri ve fotoperiyodik sartlar tarafindan
diizenlenir. Isik altinda, retinadan baslayan noronal impulslar, hipotalamusta
suprachiasmatic nukleus (SCN) ve diger hipotalamik yapilara aktarilir. Uyar1 SCN ve
periventrikiiler nukleus (PVN) aracili1 ile superior servikal gangliyona gecer. Insanda
karanligin baglamasi ile postganglionik sempatik liflerden saliverilen noradrenalin esas
olarak PB1 reseptorlere baglanarak, depolardaki serotonin ve NAT’nin intraselliiler

saliverilmesine neden olur. Noronlarda ve pineal bezdeki biyokimyasal sinyallerin bu
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dongiisii insanda melatonin anabolizmasini hizlandirir ve ayni zamanda melatoninin giin

ici ritme bagl olarak sentez ve saliverilmesini olusturur (221).

Dogumdan itibaren 3 aya kadar ¢ok az olan melatonin salinimi, giderek artmakta
ve 1-3 yas arast pik seviyesine ulagsmaktadir. Normal geng erigkinlerde giindiize gore,
gece 3-10 kat daha yiiksek olan serum melatonin konsantrasyonu, 02°°-04% saatleri

arasinda maximum seviyeye ulagmakta ve daha sonra giderek azalmaktadir (222).

Yirmili yaslardan sonra melatoninin sentez ve salgilanma hiz1 azalarak 60’11
yaslarda en diisiik seviyelere ulagir (223). Saglikli kisilerde plazma melatonin diizeyi
giindiiz 0-20 pg/ml, gece 20-200 pg/ml (ortalama 60-70 pg/ml) dir. Bir giinde yaklasik
30 mg (%80 i gece) melatonin iretilir. Korlerde 1s1k algilamasi “0” olan kisilerde

melatonin sekresyonu 24 saat i¢cinde serbest olarak dagilim gostermektedir. (221,224).

Suda kismen ve lipidlerde yiiksek oranda ¢6ziinen melatonin dolagima
saliverildiginde dokulara ve hiicrelere kolaylikla girebilmektedir. Plazmada yaklasik
%70'i albumine baglt olarak tasmir. Cogu karaciger de olmak iizere, bobrekte de
metabolize edilir. Karacigerde 6-hidroksimelatonin'e doniisiir; bu da, bobrekte siilfat ve
gliikiironik aside baglanarak idrarla atuw. Baglica metaboliti, 6- siilfatoksimelatonin'dir
(218). Melatonin lipid ¢oziinlirligiiniin yiiksek olmasindan dolay1 hiicrelere rahatga
girebilmesi etkisinin sadece membrana yonelik olmadigini gosterir. Sulu ortamda
kismen ¢oziinmesi de intraselliiler etkilerinin olusmasina katkida bulunur. Son yillarda
yapilan ¢aligmalar melatoninin nukleusta yiiksek konsantrasyonda bulundugunu ve

melatonin i¢in spesifik baglanma noktalarinin oldugunu gostermistir.

Melatonin 'in farmakolojik olarak tanumlanmig ML1 ve ML2 olarak bilinen iki
membran  reseptorii  bulunmaktadw. ML1, yiiksek afiniteli  (pikomolar
konsantrasyonlarda) baglanma yeri olup, a, b ve c alttipleri gdsterilmistir. ML2 ise,
diisiik afiniteli (nanomolar konsantrasyonlarda) baglanma yerleri olarak tanimlanmustur.
ML1 reseptdrlerinin aktivasyonu, G proteini iizerinden, adenilat siklaz't inhibe ederek,
hedef hiicrelerde cAMP diizeyini diisiiriir. Bu reseptorler, muhtemelen retinal
fonksiyonlarin, sirkadiyen ritmlerin ve iiremenin regiilasyonunda rol oynamaktadur.
MLI1 reseptorleri serebellum, hipokampus dahil olmak iizere néronal yerlesim

gostermektedir. Noronal olmayan ML1 reseptorleri ise serebral ve caudal arterlerde,
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hipofizeal pars tuberaliste, ovaryum, bobrek ve ince barsaklarda bulunmustur. ML2
reseptOrlerinin aktivasyonu, fosfoinozitid hidrolizini stimiile eder, ancak bunlarin

daguumt heniiz tanumlanmamustur (225).

Hem in vitro, hem de in vivo ¢alismalarda, melatoninin gii¢lii bir serbest radikal
yakalayict ajan oldugu gosterilmistir. Olduk¢a toksik olan hidroksil radikalleri bagta
olmak iizere, diger serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif hasardan
ozelikle de DNA gibi makromolekiilleri koruyabilir. Bu etkisini, reseptdrden bagumsiz

bir sekilde, direkt olarak olusturur.

Melatoninin  prekiirsorii  olan serotonin kan-beyin bariyerini ¢ok az
gecebilmesine ragmen, melatonin lipofilik 6zelliginden dolayi kolaylikla gegebilir.

Giiglii bir antioksidan olan E vitamini de kan-beyin bariyerini gecernez.

Melatonin hem suda ve hem de lipidde ¢6ziinebildiginden, organizmada c¢ok
genis alanda antioksidan etki gosterebilmektedir. Kolaylikla kan-beyin bariyerini ve
plasentayr gecebilen melatonin i¢in, bilinen hi¢bir morfofizyolojik bariyerin olmamasi,
Melatonin’in tiim intraseliiler komponentlere rahatlikla ulasabilmesini saglamaktadir.
Boylece Melatonin, hiicre zarmi, organelleri ve g¢ekirdegi etkin bir sekilde serbest
radikal hasarindan koruyabilmektedir. Hiicre membrani ile temas ettiginde, fosfolipid
tabakanin dis ylizeyine tutunan Melatonin, radikallerle membrandan Once temasa
gecerek onlar1 detoksifiye eder ve membrani korur. Melatonin varliginda, mitokondriyal
solunum zincirinden kaynaklanan O, H,O0, ve HO' gibi radikallerin {iretimi de

azalmaktadir.

Melatonin’in antioksidan 0Ozelligi, yapisinda bulunan pirol halkasindan
kaynaklanmaktadir. Fizyolojik kosullarda pek ¢ok indol melatonine benzer sekilde
yikilsa da, O, varliginda, melatoninin pirol halkasinin indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO)
ile enzimatik ya da hemin ile nonenzimatik olarak yikimi, yiiksek reaktiviteye sahip,
N1-asetil-N2-formil-5-metoksikiniiramin (AFMK) olusumuyla sonuglanmaktadir (226).
Melatoninin H,O; varliginda da AFMK olusturdugu ve bu metabolitin radikal tutucu

aktivite gosterdigi belirlenmistir (227).
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Melatoninin serbest radikaller iizerinde dolayli etkileri de vardir. Melatonin,
hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O, ~ radikalini
H,O,’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz
aktivitesindeki azalmay1 onleyerek ve NO olusumundan sorumlu NOS enzimini inhibe

ederek, antioksidan etki gostermektedir (228-230).

Antioksidan savunma sistemi ile iliskili diger bir enzim sitokrom P450 enzimi
ksenobiyotik metabolizmasi araciligi ile serbest radikal olusumunu artirir. Caligmalarda
melatonin’in P450 aktivitesini azaltarak serbest radikal olusumunu ve dolayisi ile

oksidatif hasar1 azalttig1 gosterilmistir (229,230).

Son yillarda yapilan c¢alismalar, pankreas adacik hiicrelerinde (21) melatonin
reseptorlerinin  bulundugunu ve hipergliseminin zararli sonuglarma kars1 koruyucu
olabilecegini gostermektedir (22). Melatonin ve metabolitleri (231) redox 6zelliklerine
sahiptir ¢iinkii bu molekiiller zengin elektron sisteminin varligindan dolayi bir elektron
vericisi gibi davranmaya olanak saglar(232). Yine caligmalarda melatoninin
streptozotosin ile indiiklenen diyabetik ratlarda bozulmus oksidatif durumu etkili bir
sekilde normallestirebildigi gosterilmistir(233). Benzer bir sekilde, diyabetik rat
dokularma ve seruma uzun-donem melatonin uygulanmasi, hiperlipidemiyi ve
hiperinsulinemiyi azaltmakta ve c¢oklu doymamis yag asitlerinin bozulmus oranini

diizeltmektedir (234).

Melatonin ve insiilin arasinda muhtemel bir sinyal yolagi ¢apraz etkilesiminin
varhigi ileri siirlilmiistiir (234). Ayrica streptozotosin ile indiiklenen diyabetik ratlarin
trabekiiler diiz kas dokularinda ve aortada gevseme ve kasilma yanitlar belirgin olarak
azaltmaktadir (235). Insiilin ve melatoninin kombine tedavisinin hiperglisemiyi
onledigi, oksidatif hasar1 engelledigi, diyabetik ratlarin corpus kavernosumunda ve

aortada endotel fonksiyonunu tamamen onardig1 gosterilmistir (235).
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3. GEREC-YONTEM

3.1. Ratlarda Deneysel Diyabet Modelinin Olusturulmasi ve Tedavi
Uygulamasi:

Calismaya deney hayvani olarak yaklasik 200-250 gr. 10- 12 haftalik erkek
wistar albino tiirli sicanlar alindi. Deney hayvanlar her grupta en az 7 hayvan olacak
sekilde kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), 0.6 g/kg/giin L- Kkarnitin
tedavisi alacak diyabetik grup (HFD+STZ +LC), 10mg/kg/giin melatonin tedavisi
alacak diyabetik grup (HFD+STZ+MLT) ve 5mg/kg/giin glibenklamid tedavisi alacak
diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olmak iizere 5 gruba ayrild:.

Sicanlar sessiz, sicaklik ve nem kontrolii olan bir ortamda 12 saat aydinlik
(08:00-20:00) ve 12 saat karanlik siklusuna uyularak, her kafeste en fazla 3 hayvan
olacak sekilde standart rat kafeslerinde bakildi. Calisma boyunca su ve yiyecek
aliminda bir kisitlama yapilmadi. Ortam sicakligimin 22+3 °C’de tutulmasina 6zen

gosterildi.

Tim hayvanlarin aghk kan sekeri diizeyleri (AKS) ve viicut agirliklar
deneyin baslangicinda ve sonunda 6lgiildii. Tiim aclik kan sekeri dlgiimleri 12 saatlik

yem kisitlamasini takiben yapildi.

Sicanlar kontrol grubu, tedavisiz diyabet grubu ve 3 farkli dozda tedavili
diyabet grubu olarak 5 gruba ayrildiktan sonra Tip 2 diyabet modeli olusturulacak
siganlar yiiksek yag icerikli diyet (enerji yiizdeleri : %60 yag, %20 karbonhidrat, %20
protein, Bilgen Lab. Istanbul) ile 4 hafta siireyle beslendi (236). Diger gruplardaki
sicanlar ise, standart rat yemi ile es zamanli olarak beslendi. 4 haftalik diyetin ardindan,
diyabetik gruptaki siganlara 30 mg/kg streptozotosin (pH: 4.4, giinliik taze hazirlanmis,
10 mM sitrat tampon igerisinde) intraperitoneal enjekte edildi, 3 giin sonra siganlarin
kuyruklarindan alinan kanda aclik kan sekeri bakildi (Accu-Chek Active - glukometre).
Aglik kan sekeri 7,8 mmol/L (140 mg/dl) nin altinda olanlara bir doz streptozotosin (30
mg/kg) daha yapildi. Streptozotosin enjeksiyonun ardindan 4 hafta sonra aglik kan
sekeri 7,8 mmol/Lnin (140 mg/dl) iizerinde olanlar diyabetik olarak kabul edildi (237).
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Diyabetik gruplardaki tiim streptozotosin uygulamalarina paralel olarak kontrol grubuna

intraperitoneal sitrat tampon (pH:4.4, 0,25 ml/kg) enjeksiyonu yapildu.

Diyabet modellerinin olusumunu takiben, melatonin intraperitoneal enjeksiyon
yoluyla, giinliik 10mg/kg dozunda, L-karnitin intraperitoneal enjeksiyon yoluyla giinliik
0.6 g/kg dozunda, Glibenklamid ise oral gavaj yolluyla giinliik 5Smg/kg dozunda olacak
sekilde iki hafta siireyle uygulandi (11,238,239).

3.2. Damar Yamtlarin incelenmesi

Deney hayvanlar1 intraperitoneal {iiretan (1,2 g/kg) ile anesteziye alindi
Solunumdaki olasi ani degisiklikler dikkatle gozlenerek agrili uyaranlara yanit ortadan
kalkt1g1 zaman gogiis boslugu agild1 ve torasik aorta izole edildi. Onceden hazirlanmus,
%95 O, ve %5 CO; ile gazlandirilmis, sogutulmus Krebs-Henseleit soliisyonu igerisinde
(NaCl 119 mM, KCI 4,7mM, MgSO4 1,5 mM, KH2PO4 1,2 mM, CaCI2 2,5 mM,
NaHCO3 25 mM, Glukoz 11 mM, pH:7,4) cevre bag dokularindan dikkatlice
temizlendi. Elde edilen aort seritlerinin ilk kisimlar1 3-4 mm’lik bir parga halinde izole

organ banyosunda ¢aligsilmak iizere ayrildi.

3-4 mm’lik aort halkalar1, 37 °C de, siirekli %95 O ve %5 CO; ile gazlandirilan
Krebs-Henseileit soliisyonu igeren 20 ml’lik organ banyolarina alindi. Bu diizenekte
aort parcalar1 uygun kancalar yardimiyla, doku hasar1 yaratmamaya 6zen gostererek,
izometrik transdiiserlere (MAY FDT 05, COMMAT lletisim) bagland1 ve tiim kayitlar 8
kanal transdiiser veri sistemi (TDA 94, COMMAT) {izerinden naklen bilgisayara alindi.

Bazal gerilimin 1g olmasi saglandiktan sonra aort halkalar1 60- 90 dakika
dinlenmeye birakildi. Dinlenme periyodunda her 10 dakikada bir organ banyosundaki
sollisyon yikanarak yenilendi. Dinlenme periyodunu takiben ilk olarak ardisik dozlarda
fenilefrin (10° M - 10° M) ile kasilma yamitlar1 elde edildi. Damarlarin canli olup
olmadigimi da gorebildigimiz bu yanitlara gére damarlarda 6n kasilmay1 saglayacak

fenilefrin dozlar1 (ECgy ve ECsp) hesaplandi. Fenilefrinle kasilma yanitlarinin
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alinmasimin ardindan organ banyosundaki soliisyon 10 dakikada bir temizlenerek

diizenekteki aort halkalar1 60- 90 dakika dinlenmeye birakildu.

Fenilefrinle kasilma yanitlarindan elde edilen veriler 1s181nda, fenilefrin ECg
dozunda damarlarda bir 6n kasilma elde edildi. Bu kasilmay1 takiben organ banyosuna
asetilkolin (10° M - 10° M) eklenerek gevseme yamitlari kaydedildi. Asetilkolinle
gevseme yanitlariin alinmasinin ardindan organ banyosundaki soliisyon 10 dakikada

bir temizlenerek diizenekteki aort halkalar1 60- 90 dakika dinlenmeye birakildi.

Asetilkolinle gevseme yanitlar1 elde etmek i¢in kullanilan yontemin benzeri
organ banyosuna sodyum nitroprussid (10° M - 10° M) eklenerek de uygulandu.
Boylelikle elde edilen gevseme yanitlarinin endotele bagimli ya da endotelden bagimsiz
olduklarinin tespit edilmesi amaglandi. Sodyum nitroprussidle gevseme yanitlarinin
alimmasinin ardindan organ banyosundaki solusyon 10 dakikada bir temizlenerek

diizenekteki aort halkalar1 60- 90 dakika dinlenmeye birakildi.

Yikama ve dinlenme periyodunun ardindan, damarlarda fenilefrin ECsg
dozunda bir 6n kasilma olusturularak, bir nonspesifik NOS inhibitorii olan L-NAME
(NC-nitro-L-arjinin metil ester) 10 M dozunda organ banyosuna tek defada eklendi ve

damarlarin kasilma yanitlar1 kaydedildi.

3.3. Kan ve Karaciger Orneklerinin Ol¢iime Hazir Hale Getirilmesi ve
Saklanmasi

Deney hayvanlarinin 12 saat aclik sonrasi, anestezi altinda gogiis bosluklar
acildig1 esnada alinan kanlari santrifiije edildikten sonra (3500 x g, 10 dakika, 4 °C) elde
edilen serumlarin bir kismi aclik kan glukozu, total kolesterol, trigliserid ve yiiksek
dansiteli lipoprotein (HDL) tayini i¢in kullanildi. Bir kismu ise insiilin, MDA 6l¢timleri
i¢in -85 °C'de dondurularak saklandi.

Deney hayvanlarindan alinan karaciger 6rnekleri, 1 gr yas agirlik olacak sekilde
enzim akitivitesi tayini yapilacak giine kadar derin dondurucuda (-85°C) saklandi.

Olgiim giiniinde dokular soguk haldeyken kiigiik parcalara ayrilip tiipe alindiktan sonra
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1 gr dokuya 10 ml tampon soliisyonu (0.15 M KCI ¢ozeltisi, %10, w/v) olacak sekilde
politronlu homogenizatorde homogenize edildi. Homojenizasyon tampon soliisyonu

homojenizasyon giinii taze hazirlanarak, buz i¢inde bekletildi.

3.4. Kanda A¢hk Kan Sekeri, Tot“al Kolesterol, Trigliserid, HDL-Kolesterol,
LDL-Kolesterol Seviyelerinin Ol¢iimii

Deney hayvanlarindan alinan kan 6rneklerinde aclik kan sekeri, total kolesterol,
trigliserid, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol diizeyleri Beckman Unicell DXC 800

otoanalizori kullanilarak enzimatik olarak dl¢iildii.

Aglik kan sekeri Ol¢iimlerinde glukoz oksidaz- peroksidaz (GOD-POD)
6l¢iim yontemi kullanildi. Bu 6l¢iim metodunda glukoz, glukoz oksidaz (GOD) enzimi
ile oksidasyona wugramaktadir ve sonucta glukonik asit ile hidrojen peroksid
olusmaktadir. Hidrojen peroksid, fenol ve ampiron gibi maddelerle peroksidaz enzimi
varliginda reaksiyona girerek renkli bir kompleks olusturur. Metot, 300 mg/dL glukoz
diizeyine kadar lineerdir (240).

Total kolesterol olgimlerinde kolesterol oksidaz- peroksidaz (CHOD-POD)
Olglim yontemi kullanildi. Bu 6l¢iim metodunda kolesterol, enzimatik olarak kolesterol
esteraz ve daha sonra kolesterol oksidaz, kolesterol peroksidaz enzimlerinin etkisiyle
kirmizi renk olusturan kinomine doniismektedir. Olusan renkli bilesigin konsantrasyonu

540 nm’de tayin edilir (240).

Trigliserid Ol¢iimlerinde gliserol fosforik asid oksidaz- peroksidaz (GPO-
POD) o6l¢iim yontemi kullanildi. Bu 6l¢iim metodunda trigliseridler lipoprptein lipazla
gliserol ve yag asidlerine donlismektedir. Daha sonra gliserol kinaz ve gliserofosfat
oksidaz enzimlerinin etkisiyle renkli bir bilesik olusturmaktadir. Olusan bu son renkli

bilesigin konsantrasyonu 520 nm’de tayin edilir (240).

HDL-kolesterol olgiimleri magnezyum iyonlariin varliginda fosfotungustik
asit ile ¢oktiirme yontemine gore yapilmistir. LDL- kolesterol dlgiimleri ise Friedwald

formiilii kullanilarak hesaplandi.
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3.5 Serum Orneklerinde MDA Olciimii

Deney hayvanlarindan alinan kan Orneklerinin serumlarinda MDA diizeyi
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Bu amagla 50 ul sodyum dodesil siilfat (SDS, %8.1)’a
100 pl serum eklendi ve vortekslenip oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra 375 pl asetik asit (pH 3.5, 20%) ve 375 ul tiyobarbitiirik asit (0.6%) eklenip
kaynar su banyosunda 60 dakika bekletildi. Ornekler oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Ornekler soguduktan sonra 1.25 ml biitanol:piridin (15:1) eklendi,
vortekslendi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Tiyobarbitiirik asit ile MDA
reaksiyonundan sonra reaksiyon {iriinii 532 nm’de spektrofotometrik olarak takip edildi.

Sonuglar serum i¢in nmol/ml olarak tanimlandi.

3.6 Insiilin Seviyelerinin Ol¢iimii:

Calismada insiilin diizeyleri ELISA yontemiyle ticari rat insiilin kiti (Millipore,
Kat. No: #E6013-K) ile ol¢iilmiistir. Bu yontemde sandwich ELISA teknigi
kullanilmaktadir. Buna gore serum Ornegindeki insiilin, monoklonal anti-rat insiilin
antikorlari ile kapli kuyucuklara tutunur ve yakalanan insiiline biyotinlenmis poliklonal
antikorlar baglanir. Yikama islemi ile baghh olmayan kisim uzaklastirilir. Boylelikle
kuyucuklar iginde anti-rat insiiline bagli insiilin ve insiiline bagh poliklonal antikorlar
kalmis olur. Streptavidin ile konjuge edilmis horseradish peroksidaz (HRP) enzimi
eklenir ve boylelikle biyotinlenmis immobilize immunokompleks miktar1 belirlenir.
Baglanmayan materyal yikama islemiyle uzaklastirilir. 3,3, 5,5° tetrametilbenzidin
(TMB) substrat olarak kullanilir, enzimatik pargalanma sonucu olusan renk
degisiklikleri 450- 590 nm dalga boyundaki absorbans lciimiiyle tespit edilir. Olgiilen
absorbans farki, plazma insiilin konsantrasyonlariyla dogru orantilidir. Rat insiilin
standartlar1 ile ¢izilen standart egri grafiginden c¢alisilan Orneklerin insiilin

konsantrasyonlar1 hesaplanir (241) (Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1 insiilin Seviyelerinin Ol¢iim Prensibi

3.7 Serum NO Seviyelerinin Ol¢iimii:

NO konsantrasyonu Ol¢iimiinde, nitrat/nitrit kolorimetrik test kiti (Cayman
chemical, USA) kullanildi. Bu test, nitratin nitrite, nitrat reduktaz ile ¢evrilmesini baz
almaktadir. Nitrit, griess diazotizasyon reaksiyonu sonucu olusan renkli bilesik ile tespit
edildi ve miktar absorbanst 540 nm olan spektrofotometri ile 6l¢iildii. NO standartlari
kullanilarak standart bir egri elde edildi. Elde edilen NO degerleri bu standarta gore
hesaplandi (242). (Sekil 3.2)

Nitrate Reductase
-

05
Nitrate Nitrite e AN N2
L I 2 NH
N, " y Ol OO
Sd He
H
SO,NH, SO,NH, SO,NH,
Sulfanilamide N-(1-Naphthyl)
(Griess Reagent 1) ethylenediamine
(Griess Reagent 2)
SO2NH2
Azo product
hmax: 040 nm

Sekil 3. 2 NO Seviyelerinin Ol¢iim Prensibi
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3.8 Siiperoksid Dismutaz Aktivitesi Ol¢iimii:

Deneyde kullanilan gruplarin karaciger homojenatlarinda siiperoksid dismutaz
(SOD) akitivitesi dl¢itimii yapildi ve bunun igin siiperoksid dismutaz assay kiti (cayman
chemical, USA) kullanildi. Bu yontemde ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sistemiyle
stiperoksit radikali tiretilmekte ve olusan siiperoksit radikali, INT (Iodonitrotetrazolium)
ile reaksiyon vererek viyole renkli formazon boyasi olusturmakta ve bu renk siddeti 505
nm dalga boyunda 6l¢iilmektedir. Ortamdaki CuZn-SOD aktivitesine bagli olarak bu
reaksiyon Onlenmekte ve % inhibisyon hesaplanmaktadir. CuZn- SOD aktivitesi kanda
U/g Hb olarak tanimlanirken doku i¢in U/g protein olarak ifade edilir (146). Bu
yontemin uygulanisi kisaca sOyle; eritrosit hemolizati veya doku homojenati1 10mM
fosfat tamponu (pH 7.00) ile diliie edilir. 25 ul diliisyonlu hemolizat veya homojenat, 50
mmol/L CAPS (3-(siklohekzilaminol)-1-propanstilfonik asit) ve 0.094 mmol/L EDTA
(pH 10.2) igeren bir tampon soliisyonunda 0.05 mmol/L ksantin sodyum ve 0.025
mmol/L 2-(4-iyodofenil)-3-(4- nitrofenol)-5-feniltetrazoliyum klorit (INT) igeren 850 pl
substrat soliisyonu ile karigtirilir. 125ul ksantin oksidaz (80 U/ml) ka-risima eklenerek

absorbans artis1 505 nm’de 3 dakika izlenir.

Xanthine 20

CNC

Xanthine oxidase

N
il 20;™ Tetrazolium salt

Uric acid

Formazan dye

SOD

0O, + H,0,

Sekil 3. 3 SOD Seviyelerinin Olgiim Prensibi
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3.9 Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Ol¢iimii:

Deneyde kullanilan gruplarin karaciger homojenatlarinda glutatyon peroksidaz
(GPx) akitivitesi ol¢timii yapild1 ve bunun igin glutatyon peroksidaz assay kiti (cayman
chemical, USA) kullanildi. H»O, varliginda indirgenmis glutatyonun (GSH) GPx
tarafindan okside glutatyona (GSSG) oksitlenir ve oksitlenen GSSG’nin glutatyon
rediiktaz enzimi aracilifiyla tekrar GSH’a dondistiiriilmesi esnasinda ortamda bulunan
indirgenmis NADPH kullanilir. Kullanilan bu NADPH miktar1 absorbansdaki azalis
seklinde 340 nm dalga boyunda izlenir. GPx aktivitesi kanda U/g Hb olarak
tanimlanirken doku icin U/g protein olarak ifade edilir (Sekil 3.4).

RO.0-H+2GSH “— =X 5 RO.H+GSSG+ H,0

GSSG + NADPH + H* — SR | 2GSH + NADP*

Sekil 3. 4 GPx Seviyelerinin Ol¢iim Prensibi

Bu yontemde 50 mmol/L TRIS tamponunda (pH 7.6) hazirlanan 1 mmol/L
Na;EDTA, 2 mmol/L indirgenmis glutatyon, 0.2 mmol/L NADPH, 4 mmol/L sodyum
azid ve 1000 U glutatyon rediiktaz iceren bir karigimin 980 pl ile 20 pl doku homojenati
karistirtlir ve 37°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilir. Reaksiyon, 8.8 mmol/L hidrojen
peroksit eklenmesiyle baglatilir ve 3 dakika i¢in 340 nm’de okunan absorbanslarin

azalis1 kaydedilir (240).

3.10 istatiksel Analizler:

Istatistiksel analizler, SPSS 16.00 for windows programi kullanilarak yapildi.
Veriler, n sayidaki deneyin aritmetik ortalamasi+ standart hata (SH) olarak gosterildi.
Degerler arasi farklilik, p degerinin 0.05’den kiiciik olmasi durumunda, istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi. Izometrik damar yanitlarinin degerlendirilmesinde tek
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yonlii varyans analizi (one way anova) ve anlamlilik ¢ikan verilerin karsilagtirllmasinda
ise post hoc tukey testi kullanildi. Deney hayvanlarina ait normal dagilim gdstermeyen
diger veriler ise nonparametrik testlere tabi tutuldu. Buna gore oncelikle Kruskal-Wallis
testi yapildi ve gruplar arasi fark olmasi durumunda karsilastirma i¢in Mann-Whitney U
testi uygulandi. Tekrarlayan oOlgiimlerdeki (aglik kan sekeri, viicut agirligr gibi)
farkliliklar1 ve istatiksel anlamliliklar1 ortaya koymak icin tekrarlayan oOlgiimlerde

varyans analizi yapildi.

4. BULGULAR

4.1 Deney Hayvanlarinin Genel Bulgulari:

Deneylerde ¢alisma protokolii geregi 4- 8 hafta yaglh yem ile beslenen ve kan
sekeri yiiksekligi belirlendikten sonra da 4 hafta daha beslenmeye devam eden

sicanlarin bu siirecte viicut agirligi degisimleri ve kan sekerleri kontrol edilmistir.

Viicut agirlign ve kan sekeri Olclimleri deney baslangici, tedavi baslangici
(5.hafta) ile deneyin bitisi olmak iizere {i¢ ayr1 zamanda Olgiilerek kaydedilmis olup bu
veriler arasindaki farklilik ve istatistiksel anlamlilik Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de

verilmistir.

Genel olarak deney hayvanlarinin viicut agirliklar1 karsilastirildiginda L-karnitin
tedavsi alan diyabetik grup hari¢ tiim gruplarin deney sonu agirliklari baslangic
agirhiklarina gore artmustir. Gruplar aras1 kiyas yapildiginda deney sonunda tedavi almig
tiim diyabetik gruplarin viicut agirliklarinda 5.hafta yapilan 6l¢iimlere gore azalma olup,
bu azalma Melatonin ve L- karnitin tedavisi alan gruplarda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bunun yani sira 4 haftalik yagli yem diyetinin ve STZ enjeksiyonunun
ardindan 5. haftada yapilan olglimler g6z Oniine alindiginda tiim gruplarda baslangig

agirhigina gore bir viicut agirligi artis1 oldugu gézlemlenmistir.
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Tablo 4. 1 Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhigi Degerleri

Viicut Agirhig (g) Baslangi¢ 5. hafta Bitis
(Tedavi Sonrasi)

K (n=7) 214,44+6,09 240,56+9,41 281,11:15,65¢®
HFD+STZ (n=7) 228,00+5,17 251,00£13,51¢ 250,00+15,15
HFD+STZ+MLT (n=7) 220,00+8,07 242,50+9,45 227,508,070
HFD+STZ+LC (n=7) 235,00+7,94 267,14+17,52 223,57+12,800
HFD+STZ+GB (n=7) 221,2549,62 254,38+12,15¢ 240,00+14,48

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve glibenklamid
Smg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmigtir. Gruplarin deney baslangicindaki, 4
haftalik yagli diyeti takiben streptozotosin (kontrol hari¢) enjeksiyonundan bir hafta sonraki ve deney sonundaki
agirliklar: verilmistir. Degerler + SEM olarak verilmis olup n= gruptaki hayvan sayisini, 2 p< 0,05 ayni grubun
baslangi¢ degerine," p< 0,05 ayn1 grubun 5. hafta degerine gore istatistiksel anlamlilig1 géstermektedir.

Genel olarak deney hayvanlarinin aglik kan sekerleri karsilastirildiginda deney
sonunda tedavi almamis diyabetik sicanlarin aglik kan sekerlerinin kontrole gore
anlamli olarak yiliksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte tedavi almis her ii¢
grubun bitis aclik kan sekeri, tedavi dncesi 5.hafta yapilan Slgiimle kiyaslandiginda
anlamli bir sekilde diislis oldugu goriilmiistiir. Bunun yani sira 4 haftalik yagh yem
diyetinin ve STZ enjeksiyonunun ardindan 5. haftada yapilan olgiimler goz Oniine
alindiginda tiim diyabetik gruplarda baslangicta Slciilen aclik kan sekeri degerlerine

gore anlamli bir artis oldugu gozlemlenmistir.
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Tablo 4. 2 Deney Hayvanlarimin Achik Kan Sekeri Degerleri

Achk Kan Sekeri (mg/dl) Baslangi¢ 5. Hafta Bitis
(Tedavi Sonrasi)

Kontrol (n=7) 107,89+3,50 103,224+3,24 105,44+3,40

HFD+STZ (n=7) 101,00+2,73 271,80+37,272 289,70+40,212
HFD+STZ+MLT (n=7) 106,25+4,05 318,00+52,532 259,63+54,5920
HFD+STZ+LC (n=7) 101,86+5,20 281,57+56,212 188,57+40,77°
HFD+STZ+GB (n=7) 112,13+£2,48 334,63+57,232 280,63+60,3720

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid Smg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmistir. Gruplarin
deney baslangicindaki, 4 haftalik yagli diyeti takiben streptozotosin (kontrol hari¢) enjeksiyonundan bir
hafta sonraki ve deney sonundaki agirliklart verilmistir. Degerler + SEM olarak verilmis olup n=
gruptaki hayvan sayisini, 2 p< 0,05 ayni grubun baglangi¢ degerine,® p< 0,05 ayni grubun 5. hafta
degerine ise, 4 p< 0,05 tedavisiz diyabetik gruba gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

4.2 Damar Kasilma ve Gevseme Yanitlarina Ait Bulgular:

Deneye alinan hayvanlardan izole edilen torasik aorta seritleri ile yapilan in vitro
caligmalarda damarlarin fenilefrinle kasilma yanitlari, fenilefrinle 6n kasilmanin
ardindan asetilkolin ve sodyum nitroprusside verdikleri gevseme yanitlar1 logaritmik
doz-yanit egrileri ¢izilerek degerlendirilmistir.

Izole edilen damar seritlerinde fenilefrinle kasilma yanitlar1 logaritmik doz-yanit
egrisinde gosterilmis olup fenilefrinin herhangi bir dozunda gruplar arasinda anlamli bir

fark gozlenmemistir. (Sekil 4.1)
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Sekil 4. 1 Damar seritlerinde fenilefrinle elde edilen kasilma yamitlari

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmigtir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7"dir.

Yapilan damar ¢alismalarindan elde edilen verilerden hesaplanan, fenilefrine ait
ECso degerleri de Tablo 4.3’de verilmistir. Diyabetik grupta fenilefrine verilen yanit

azalmistir. Tedavi gruplar1 bunu geri ¢evirmistir.

Tablo 4. 3 Fenilefrinin ECso Degerleri

GRUP EC 50

Kontrol 0,70+0,12 x 107
HFD+STZ 1,59+0,20 x 107"
HFD+STZ+MLT 1,11+0,14 x 107
HFD+STZ+LC 0,85+0,17 x 107
HFD+STZ+GB 1,09+0,18 x 107

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmigtir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7’dir. * p< 0,05 kontrole gore istatistiksel anlamlilig1
gostermektedir.
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Izole edilen damar seritlerinde fenilefrin ile total kasilma miktarlar1 tiim
gruplarda birbirine yakindir. L- karnitin tedavisi alan grup kontrol degerlerine yakin

olsa da bu istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemektedir.(Sekil 4.2)
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Sekil 4. 2 Damar seritlerinde fenilefrinle elde edilen total kasilma

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmigtir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7"dir.

Fenilefrinin EC80 dozu ile o6n kasilma saglanmis damarlarda bakilan
asetilkolinle elde edilen gevseme yanitlari logaritmik doz-yanit egrisinde gésterilmistir
(Sekil 4.3). Gevseme yanitlart genel olarak degerlendirildiginde tedavi edilmemis
diyabetik grupta, kontrol grubuna gore, asetilkoline bagli gevsemede bir azalma
gbzlenmis olup bu istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Diger bir deyisle tedavi
almamis diyabetik gruptaki gevseme yanitindaki azalma, tedavi almis diyabetik
gruplarda geri ¢evrilmistir. Tedavi alan diyabetik gruplarin gevseme yanitlari
asetilkolinle saglanan total gevseme yaniti agisindan kontrolle bu gruplar arasinda

anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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Sekil 4. 3 Damar seritlerinde asetilkolinle elde edilen gevseme yanitlar:

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmigtir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7’dir. * p< 0,05 kontrole gore istatistiksel anlamlilig
gostermektedir.

Fenilefrinin EC80 dozu ile 6n kasilma saglanmis damarlarda bakilan sodyum
nitroprussidle elde edilen gevseme yanitlar1 logaritmik doz-yanit egrisinde gosterilmistir
(Sekil 4.4). Gevseme yanitlar1 karsilastirildiginda tiim gruplar arasinda anlamli bir

farklilik g6zlenmemektedir.
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Sekil 4. 4 Damar seritlerinde sodyum nitroprussidle elde edilen gevseme yamtlari

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmistir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7"dir.

Fenilefrin EC50 dozuyla 6n kasilma saglanmis damar seritlerinde, bazal nitrik
oksid miktarin1 degerlendirmek maksadiyla yapilmis tek doz L-NAME uygulamasina
kasilma yanitlari, 6n kasilmanin %’si olarak degerlenmistir (Sekil 4.5). Tedavi almis ve

almamig diyabetik gruplarda L-NAME ile kasilma yanitinda anlamli bir fark

saptanmamistir.
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Sekil 4. 5 Damar seritlerinde L-NAME ile elde edilen kasilma yamitlar:

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmistir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7"dir.
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4.3. Deney Hayvanlarimin Lipid Profiline Ait Bulgular:

Deney bitiminde hayvanlardan alinan kanlardan yapilan analizlerde kan lipid profili

degerlendirilmistir ve elde edilen veriler Tablo 4.4’te sunulmustur.

Tablo 4. 4 Kan Orneklerinden Elde Edilen Lipid Degerleri

Gru Total Kolesterol Trigliserid HDL- LDL-
P (mg/dl) (mg/dl) kolesterol kolesterol
(mg/dl) (mg/dl)
Kontrol 27,71+2,62 36,43+3,45 9,00+,82 14,71+2,20
HFD+STZ 47,71+2,86° 64,29+16,87 11,57+,95 20,14+2,43
HFD+STZ+MLT 37,71£5,23 58,29+13,11 10,88+2,22 15,00+3,19
HFD+STZEES 33,20+1,90° 56,43+8,49 1071448 |  10,57+1,76"
HFD+STZ+GB 39,43+2,75 55,00+7,61 11,00+1,07 15,14+1,62

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/gilin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmigtir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7"dir. ® p< 0,05 kontrole gore , ® p< 0,05 tedavisiz diyabetik
gruba gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

Buna gore tedavi almamis diyabetik grubun total kolesterol degerleri kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulunmustur. L- Kkarnitin tedavisi alan grup
tedavisiz diyabetik gruba gore total kolesterol diizeylerini diigtirm{istiir.

LDL-kolesterol degerleri L-karnitin tedavisi alan grupta tedavi almamis
diyabetik gruba kiyasla anlamli olarak azalmistir. Genel olarak tedavi almamis
diyabetik grubun trigliserit degerleri kontrole gore bir yiikselme gosterse de tiim

gruplarda trigliserit degerleri acisindan anlamli farkliik gézlenmemistir. HDL-
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kolesterol diizeyleri kontrolle kiyaslandiginda, tedavili tedavisiz tiim diyabetik
gruplarda artmis olsa dahi bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

4.4. Deney Hayvanlarinin Insiilin ve NO Seviyelerine Ait Bulgular:

Deneye alinan si¢anlarin serumlarinda 6zel rat insiilin kiti ile analiz edilen insiilin
degerleri sekil 4.6’da verilmistir. Buna gore glibenklamid tedavisi almis grup harig
tedavi almig almamis diyabetik tiim gruplarin serum insiilin degerleri kontrole gore
anlaml olarak diigmiistiir. Tedavi alan tim diyabetik gruplar, serum insiilin degerleri
acisindan kiyaslandiginda glibenklamid tedavisi alan grupta insiilin degerleri tedavisiz

diyabetik gruba gore bir miktar yiikselse dahi bu istatistiksel olarak anlamh

bulunmamastir.
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Sekil 4. 6 Serum insiilin seviyeleri

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmigtir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7’dir. * p< 0,05 kontrole gore istatistiksel anlamlilig1
gostermektedir.

Deneye alinan sicanlarin serumlarinda nitrit/nitrat kolorimetrik 6l¢iim kiti ile
analiz edilen NO degerleri sekil 4.7°de verilmistir. Buna gore tedavi almis almamis
diyabetik gruplarin NO degerleri kontrolle karsilastirildiginda, glibenklamid tedavisi
alan grup hari¢ diger diyabetik gruplarda anlamli olarak diisiik bulunmustur. Tedavi
almis diyabetik gruplarda ise NO seviyeleri agisindan tedavi almamis diyabetik grup ile
kiyaslandiginda yalnizca glibenklamid tedavisi alan gruptaki yiiksek NO degerleri
istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir.
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Sekil 4. 7 Serum NO seviyeleri

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmistir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7"dir.* p< 0,05 kontrole gore , # p< 0,05 tedavisiz diyabetik

gruba gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

4.5. Deney Hayvanlarimin MDA Seviyelerine Ait Bulgular:

Deney hayvanlarinin serumlarinda bakilan MDA diizeyleri Sekil 4.8’de verilmistir.

Buna gore tedavi almamis diyabetik siganlarin serum MDA diizeyleri kontrole gore

anlaml olarak yiiksektir. Tedavi almis diyabetik sicanlarin serumlarinda 6l¢iilen MDA

seviyeleri, tedavi almamis gruba gore diisiik bulunmus olsa dahi sadece melatonin

tedavisi alan grupta gozlenen diigme anlamli bulunmustur.
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Sekil 4. 8 Serum MDA seviyeleri

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmigtir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7"dir. * p< 0,05 kontrole gore , # p< 0,05 tedavisiz diyabetik

gruba gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.
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4.6. Deney Hayvanlarmin Siiperoksid Dismutaz ve Glutatyon Peroksidaz
Seviyelerine Ait Bulgular:

Deney hayvanlarinin karaciger 6rneklerinde bakilan siiperoksid dismutaz ve
glutatyon peroksidaz diizeyleri Sekil 4.9, Sekil 4.10°de verilmistir. Buna gore
siiperoksid dismutaz degerleri agisindan gruplar arasinda bir farklilik gozlenmemistir.
Karaciger glutatyon peroksidaz seviyeleri karsilastirildiginda ise tedavi almis almamis
tim diyabetik gruplarda kontrol grubuna gore artis gézlenmis fakat sadece glibenklamid
tedavisi almis grupta bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 4. 9 Karaciger SOD seviyeleri

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmistir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7"dir.
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Sekil 4. 10 Karaciger GPx seviyeleri

Kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+STZ ), melatonin 10mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup
(HFD+STZ+MLT), L- karnitin 0.6 g/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ +LC), ve
glibenklamid 5mg/kg/giin tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+STZ+GB) olarak kisaltilmistir. Degerler
+ SEM olarak verilmis olup her grupta n=7"dir. * p< 0,05 kontrole gore , # p< 0,05 tedavisiz diyabetik
gruba gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.
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5. TARTISMA

Bu arastirmada Tip 2 DM o6zelliklerine en yakin deneysel bir model olusturmak
ve bu modelde antioksidan 6zelligi oldugu bilinen bir madde olan melatonin ile bu
konuda yeterince aragtirllmamig bir madde olan L- karnitinin antioksidan 6zellikleri ve

damar yanitlarina etkilerini aragtirmak amaclanmistir.

Tip 2 diyabet modelinde yiiksek yag icerikli diyet, insiilin direnci
olusturmak amaciyla kullanilmistir. Bu yontem multipl diisiik doz STZ uygulamasiyla
kombine edilirse insiilin direnci olusturmak yaninda insiilin yetmezligi de
geliseceginden uygun bir tip 2 diyabet hayvan modeli olacagi diisiiniilmektedir. Son
yillarda deneysel diyabet olusturmak amaciyla HFD ile beslenen siganlarda yapilmis,
STZ’nin degisik dozlarinin denendigi bir ¢alismanin sonuglar1 da multipl diisiikk doz
STZ (30mg/kg IP haftalik, 2 hafta siireyle) uygulamasinin HFD-besili sicanlarda agik
bir hiperglisemi olusturdugunu ve basart oraninin yiiksek oldugunu ortaya koymustur.
Sonug olarak HFD ile multipl diisiik doz STZ 30mg/kg IP haftalik, 2 hafta siireyle)
uygulamasi, Tip 2 DM’in patofizyolojisini aydinlatmada daha uygun bir model olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Uyguladigimiz modelde diyabetik grupla kontrol grubu arasinda sicanlarin
agirliklart arasinda anlamli bir fark gériilmemistir. Gruplar aras1 farkliliklar agisindan
deney sonunda Melatonin ve L-karnitin tedavisi alan gruplarda 5.hafta 6lgiimleri ile
kiyaslandiginda viicut agirliklarinda anlamli bir azalma olmustur. Yiiksek doz STZ ile
olusturulan Tip I diyabet modellerinde si¢anlarin viicut agirliklarini 6nemli 6l¢iide
kaybettikleri gézlemlenmistir. Oysa Tip 2 diyabetli hastalarda kilo artig1 da 6nemli bir
sorun olmakla birlikte obezite ve Tip 2 diyabet birbirini tetikleyen iki unsurdur. HFD ve
diisiik doz STZ kombinasyonunun sig¢anlar iizerindeki etkisinin incelendigi bir baska
calismada tek ve diisiik doz STZ uygulamasinin diyabetik model olusturacak diizeyde
bir hiperglisemi yaratmamakla birlikte sicanlarda kilo kaybina neden olmadigi
gosterilmistir. Ayrica yagli yemle beslenen saglikli sicanlarin ve diyabetik sicanlarin

viicut agirliklarinin arttig1 da sonuglar arasindadir (52).

Diyabetik kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde vaskiiler disfonksiyon

onemli bir role sahip olabilir. Vaskiiler disfonksiyonun altinda yatan sebepler cok
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faktorliidiir; hi¢ sliphesiz hiperglisemi en 6nemli rolii oynarken oksidatif stres ve
disipidemi de Onemli faktorler olarak goriinmektedir. Hiperglisemi; glikozun
oksidasyonuyla ortaya c¢ikan serbest radikallerin olusumunda artisa, oksidatif
dejenerasyona ve protein glikozilasyonuna neden olur. Dislipidemi ise lipid
peroksidasyonun artmasina ve bdylece hiicre ve dokularda hem yapisal hem de
fnksiyonel bozulmalara neden olur. Diyabet hastalarinda hiicresel savunma
mekanizmalar1 (antioksidan enzimler ve enzimatik olmayan antioksidanlar) yetersiz
kalmakta, hiicreleri oksidatif hasardan korumak iizere kurulu olan oksidan stres /
antioksidan savunma mekanizmast dengesi bozulmaktadir. Tedavide hem lipid
diisiiriicii ilaglarin (kolestiramin, sitatinler, fibratlar gibi) ve hem de antioksidanlarin, bu
ilaglarla diyabetik ratlarda vaskiiler fonksiyonlarda diizelme saglanmasi, diyabette
vaskiiler disfonksiyon gelismesinde oksidatif stresin ve dislipideminin rolii olduguna

isaret etmektedir.

L- karnitin diyabette antioksidan ozellikleri arastirilan bir madde olup bazi
aragtirmalarda diyabet tedavisinde olumlu etkileri oldugunu gosterilmistir (213).
Yapilan ¢alismalarda diyabetik insanlarda ve ratlarda plazma karnitin diizeylerinde
onemli oranda bir diisiis gézlenmis ve karnitin diizeylerinde gozlenen bu diisiis L-
karnitinin diyabetik komplikasyonlarda 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir

(10, 11).

Bu ¢aligmada gosterildigi lizere diyabetik ratlarda kan glukoz diizeyleri {izerine
L-karnitinin etkileri daha oOnceki ¢alismalarla uyumludur (10,11). Calismamizda
diyabetik ratlarda L-karnitin tedavisinin kan glukoz seviyeleri {izerine kismi diisiiriicii
etkisini gosterdik. Bu sonuglar L-karnitinin kan glukozu tizerindeki diisiiriicli etkisinin
diizenlenme sekline ve tedavi siiresine bagli oldugunu gostermektedir. Diyabetik
ratlarda kan glukoz seviyesine L-karnitin tedavisinin etkilerini gosteren baska bazi
arastirmacilarin elde ettikleri sonuglar ¢eligkilidir. Baz1 ¢alismalarda L-karnitin tedavisi
ile diyabetik ratlarda kan glukoz konsantrasyonlari artmis ya da degismemis olarak
bulunmustur (245).

Melatonin giiclii antioksidan 06zelligi nedeniyle diyabetik komplikasyonlar

acisindan oldukc¢a 6nemlidir. STZ ile indiiklenen diyabette melatoninin hiperglisemi ve
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viicut agirh@int normallestiremedigi  gosteren c¢aligmalarla uyumlu olarak bizim
calismamizda da melatonin kan glukoz seviyesini diisiirmiis fakat normallestirmemistir

(24).

Bu calisma incelenen antioksidan parametreler acisindan STZ ile diyabet
olusturulmus ve HFD beslenen siganlarda tedavi almis diyabetik siganlarin serumlarinda
Olciilen MDA seviyeleri, tedavi almamis gruba gore diisiik bulunmus ancak sadece
melatonin tedavisi alan grupta goézlenen diisme istatistiksel olarak anlamli olarak

degerlendirilmistir.

Literatiirde diyabette SOD diizeylerinin arttig1, degismedigi veya azaldigi
seklinde birbiriyle celisen ¢alismalar vardir (4,141). Bizim ¢alismamizda da oksidatif
stres agisindan Onemli bir marker olan SOD diizeylerinde anlamli bir degisiklik
gbozlenmemistir. Bir bagka oksidatif stres belirteci olan glutatyon peroksidaz diizeyleri
ise kontrole gore yiiksek bulunmus ancak en fazla glibenklamid tedavisinin GPx
diizeylerini anlamli derecede arttirdig1 goriilmiistiir. Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan
bir ila¢ olan glibenklamidin bu 6zelligi gostermesi beklenen bir sonug olup L- karnitin

ve melatonin tedavisi bu acidan yeterince etkili bulunmamistir.

Kan lipid diizeyleri agisindan tedavi almamis diyabetik grubun total kolesterol
degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. L- karnitin tedavisi
alan grupta total kolesterol ve LDL-kolesterol diizeyleri anlamli sekilde diismiistiir.
Ilging olarak trigliserit diizeyleri tiim gruplarda anlamli farklilik gézlenmemistir. HDL-
kolesterol diizeyleri ise tiim diyabetik gruplarda artmis olsa da bu istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Melatonini kan lipid diizeylerini 6nemli 6lciide etkilemedigi
goriilmiistiir ve bunu destekleyen baska arastirmalarla uyumludur (243). Ote yandan L-
karnitin tedavisinin diyabette artan total kolesterol ve LDL kolesterol diizeyleri iizerinde

olumlu etkileri oldugu bulgularimiz arasindadir.

Yiiksek doz STZ ile olusturulmus deneysel diyabet modelinde pankreasin biiyiik
bir kisminin haraplanmasina bagl insiilin miktarlarinda énemli diisiisler gozlenmekle
beraber son yillarda denenen bu yeni tip 2 diyabet modelinde insiilin seviyelerinde
anlaml bir degisiklik gézlenmemektedir (236,237). HFD ve tek- diistik doz STZ’nin

siganlar iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir baska calismada ise yine diisiik doz STZ
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uygulamasinin plazma insiilin degerlerini degistirmedigi, tek basma HFD ile
beslenmenin insiilin seviyelerini arttirdigi, kombine uygulamanin ise plazma insiilin

seviyelerini azalttig1 gézlemlenmistir (52).

Bu ¢alismada ise elde edilen veriler insiilin seviyelerinin tedavi almis almamis
tim diyabetik siganlarda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi gosterilmistir.
Insiilin seviyelerindeki degisiklik, HFD ile beslenme ve multipl-diisiik doz STZ ile
gelismistirdigimiz model olusumunun basarili oldugunu gostermektedir. Ayrica tedavi
alan tiim diyabetik gruplar, serum insiilin degerleri acisindan kiyaslandiginda
glibenklamid tedavisi alan grupta insiilin degerleri tedavisiz diyabetik gruba gore bir
miktar yiikselse dahi bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica STZ ile
indiiklenen Tip 1 diyabetik ratlarda melatonin tedavisi beta hiicrelerinde kismi
rejenerasyon /proliferasyonunda ve diisiik serum insiilin konsatrasyonlarinda bir miktar
artisa sebep oldugu gosterilmistir (246). Bizde c¢alismamizda melatonin tedavisi alan
ratlarda, serum insiilin seviyelerinin tedavisiz gruba gore bir miktar arttigini

gozlemledik.

Tip 2 diyabet hayvan modelleri ve hastalarda, ¢esitli damar yataklarinda,
asetilkolinle olusan endotele bagli gevseme yanitlar1 bozulmustur. Asetilkolin gevsetici
etkisini NO, prostasiklin gibi endeotelden kaynaklanan gevsetici faktorlerin ve
endotelden kaynaklanan hiperpolarizasyon faktoriin (EDHF) salimimii saglayarak
gosterir. Bilyiik boy arterlerde NO, endotele bagli gevsemede ana rolii iistlenmektedir.
NO’in anormal iiretimi ya da yanitinin diyabette goriilen vaskiiler ve endotelyal
disfonksiyona katkida bulunmaktadir. Streptozotosinle diyabet olusturulmus siganlarin

torasik aortlarinda benzer bir sonug elde etmistir (244).

Bu calisma daha onceki calismalarin sonuglariyla uyumlu olarak, diyabetik
ratlarin aortalarinda ACh ile indiiklenmis endotelyum bagimli gevseme cevabinin
azaldigimm fakat duyarliliklarinda herhangi bir degisme olmadigr goriildii. ACh ile
indiiklenmis endotelyum bagimli gevseme muskarinik reseptor kontroliinde bir etkidir
ve bozulmus cevapta endotel hiicrelerinde reseptdor mekanizmalarindan daha ¢ok
reseptOr sonrasi olaylarin daha etkili oldugunu gostermektedir. ACh ile indiiklenmis

endotelyum bagimli gevseme cevabinin azalmasinin muhtemel mekanizmasi, diyabetik
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aortada serbest radikal olusum oraninin olduk¢a artmasinin NO’in etkisini azaltmasi
olabilir. Daha 6nceki ¢alismalarda; serbest radikaller ile kismen siiperoksit ve hidroksil
radikallerinin NO ile etkilesime girdikleri ve bunun sonucunda da peroksinitrit, NO, ve
NO; gibi daha az potent vazodilatorlerin meydana geldigi bildirilmistir. Bu iirtinler
endotelyum bagimli gevseme cevabindaki bozulmadan sorumlu olabilirler. Bunun yani
sira, L-karnitin, melatonin ve glibenklamid tedavisi diyabetik aortalarda ACh’e kars1

endotelyum bagimli gevseme cevabini kismen normale dondiirmiistiir.

Yine diyabetik sican aortlarinda L-NAME’e verilen kasilma yanitlar1 da anlaml
bir sekilde azalmistir. Bu sonuglar streptozotosin ile diyabet olusturulmus ve yiiksek
yag icerikli diyetle beslenen si¢anlarin aortlarindaki endotele bagli gevseme yanitinin
bozulmasinin, esas olarak NO aracili oldugunu gostermektedir. Ayrica bu calismada
tedavi almis diyabetik gruplarda ise NO seviyeleri agisindan tedavi almamis diyabetik
grup ile kiyaslandiginda yalnizca glibenklamid tedavisi alan gruptaki yliksek NO

degerleri istatiksel olarak anlamlilik géstermesi oldukc¢a dikkat ¢ekicidir.

Sodyum nitroprussit, guanilat siklaz aktivitesini artirmak suretiyle dogrudan
vaskiiler diiz kasa etki eder ve endotelyumdan bagimsiz olarak bir gevseme meydana
getirir. Calismamizda da sodyum nitroprussit’e karsi goriilen cevaplarda degisiklik
olmadig1 goriilmiistiir. Bu durum diyabetik aortada vaskiiler diiz kasin NO’e karsi
cevabinin degismedigini ve diyabetin asil zararli etkisinin endotelyum hiicresi lizerinde

oldugunu gostermektedir.

Melatonin damarda asetilkolinle olusan endotele bagli gevsemedeki bozuklugu
tyilestirmekte; ancak diyabetik sicanlarda aortta SNP ile olusan endotele bagli olmayan

gevsemede herhangi bir degisiklik yaratmamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu arastirmada, yliksek yag icerikli diyetle beslenen ve diisiik
multipl doz streptozotosin uygulanarak Tip 2 diyabet modeli olusturulan siganlarda,
melatonin ve L- Kkarnitin tedavisinin antioksidan parametreler ve endotelyal
disfonksiyon tizerindeki etkileri incelenmistir. Melatonin tedavisi, oksidatif stres ve
diyabette artan MDA diizeylerini diisiirmekte, azalmis NO seviyelerini ise artirmaktadir.
L- karnitin ise diyabetik ratlarda kan glukoz seviyelerini ve lipid parametrelerini kismen
disiirmiistiir. Bu sonuglar L- karnitinin kan glukozu tizerindeki diisiiriici etkisinin
diizenlenme sekline ve tedavi siiresine bagli oldugunu gostermektedir. L-karnitin
tedavisi hipergliseminin siddetini kismen azaltmis olmasi ve hiperglisemideki bu
diizelme, diyabetik aortada endotelyum bagimli gevsemedeki kismi diizelme ile direkt
iligkili olarak goriilmiigtiir. Aortada ACh’e karst verilen diismiis cevaptaki kismi
diizelmenin ise en azindan kismen L- karnitin ve melatonin tarafindan olusturulmus

olabilecegini varsaymak mantikli olacaktir.

Bu sonuglar 1s18inda melatoninin ve L-karnitinin Tip 2 diyabete bagh

komplikasyonlarin 6nlenmesi ve tedavisinde yararli olabilecegi diistiniilmektedir.
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