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ONSOz
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Universitesi Tip Fakiltesi Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim (yeleri ve birlikte
calistigim asistan arkadaslarima, tez ¢alismalarima katkilarindan dolayi Prof.
Dr. Ahmet VAR, Doc¢.Dr. Mehmet KORKMAZ, Yrd. Dog. Dr. Kamil VURAL ve
Uzm. Biol. Seda ORENAY BOYACIOGLU’na da tesekkiir ederim.
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. GiRIS

Diyabetes mellitus (DM), kan sekerinin yuksekligiyle karakterize,
pankreastan insulin hormonu salgilanmasindaki veya salgilanan insulinin
etkisindeki yetersizlik sonucu ortaya ¢ikan, karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasinda bozukluklarla seyreden bir hastaliktir (1).

Diyabetes mellitus’taki morbitide ve mortalitenin temel nedeni
hipertansiyon ve koroner kalp hastaliklari gibi kardiyovaskuler bozukluklardir
(2,3). Kardiyovaskduler olay riski, diyabetik hastalarda diyabetik olmayanlara
gore 2-4 kat daha fazladir (3). Vaskuler komplikasyonlar makro veya
mikroanjiopati  seklinde olabilir.  Diyabette olugsan  makroanjiopati
aterosklerozun ileri bir sekli olup, koroner, karotis ve periferik arterleri
etkileyerek miyokard enfarktisu riskini artirir, inme ve diyabetik ayak
gelisimine neden olur. Hastalik seyrinde retinal ve renal vaskuler yapilar ile
periferik sinirlerin vaso nervorumlarinda gelisen mikroanjiopati, diyabetik
retinopati, diyabetik nefropati ve diyabetik néropati ile sonuclanir (4,5,6).
Kan sekeri yuksekligi diyabetik hastalarda mikrovaskuler hasarda en onemli
etkendir (7). Diyabette inflamatuar bir sire¢ ve endotel disfonksiyonu
sonucunda progresif vaskller duvar hasari olusur. Vaskiler endotel
disfonksiyonun mikro ve makroanjiopati patogenezinde anahtar rol
oynamaktadir (8).

Diyabette reaktif oksijen turlerinin roli 1980’li yillardan beri genis ¢apta
tartisilan bir konu olmustur (8,9). Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin
reaktif oksijen tlrleri ile olan iligkisini gosteren calismalarda, nonenzimatik
glikasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik
stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperflizyon sonucu olusan
doku hasarinin serbest radikal Uretimini arttirdigi ve antioksidan savunma

sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (10,11,12).



Superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimlerin ekspresyonlarinin ve antioksidan kapasitenin pankreas adacik
hicrelerinde, karaciger, bobrek, iskelet kasi ve adipoz doku gibi diger
dokularla kiyaslandiginda en disuk dizeyde oldugu bilinmektedir (12,13,
14). Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da bilinen beta
hicrelerinde gbzlenen hasarin, hipergliseminin  toksik etkilerinden
kaynaklandidi disunulmektedir (15,16,17).

Deneysel diyabet modellerinde ¢ok sik kullanilan bir madde olan
streptozotosin (STZ), pankreatik beta (B) hucreleri icin toksik olup, hicrelerde
geri donusumsuz olarak nekroza neden olmaktadir (18,19,20). Cesitli
dokularda olugsan dejenerasyonlara karsi iyilestirici etkisi olan antioksidanlar
ile ilgili pek ¢cok calismaya rastlanmaktadir.

Selenyum (Se) , antioksidan 6zelligi nedeniyle 6zellikle oksidatif strese
bagli diyabet gelisimine kargi dnemli oldugu duasunulen bir iz elementtir (21).
STZ verilmis diyabetik fare ve siganlarda selenyum uygulanmasindan sonra
serum glikoz ve insulin seviyelerine bakilmis ve diyabetik hayvanlarda
yuksek serum glikoz seviyesinin azaldigi belirtilmistir  (22,23,24).
Calismamizda deneysel olarak diyabet olusturulmus siganlarin aort
endotelinde  meydana gelen dejenerasyonlara  kargi  selenyum

uygulanmasinin muhtemel koruyucu ve iyilestirici etkileri aragtirildi.



. GENEL BILGILER

2.1. Diyabetes Mellitus ve Siniflandiriimasi

Diyabetes mellitus sik gorulen kronik seyirli, metabolik bir hastalik olup
karbonhidrat, yag, protein ve elektrolit metabolizmasinda bozukluklara yol
acar (1). Kronik hiperglisemiyle seyreden, pankreastan insulin
salgilanmasinin eksikligi veya insulin etkisinin yetersizligi sonucu olusan bir
sendrom olarak tanimlanabilir (25).

Bugunkl bilgilerimiz 1s1ginda ¢ok farkli c¢esitleri bulunan en yaygin
metabolizma hastaligidir. Fiziksel inaktivite ve obezite insidansinin artisi,
yaslanma, sehir yasamina gecisin ve nufusun artmasiyla birlikte diyabetli
birey sayisi da giderek artmaktadir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) verilerine
gore tim dunyada 2000 yilinda 171 milyon diyabetli birey mevcutken bu
sayinin 2030 yilinda 366 milyona ulasilacagi dusunulmektedir. Buna gore
dinyada tim yas gruplarinda 2000 yilinda % 2.8 olan diyabet prevelansinin
iken 2030 yilinda % 4.4’e yukselecedi ongoriulmektedir. Ozellikle diyabetik
populasyonda 65 yas Ustl hasta oraninin artigi dikkat cekicidir (26).

Dunya saglk orgutinin Turkiye verilerine bakildiginda diyabetik birey
sayisinin 2000 yilindaki 2,9 milyon oldugu gorulmekle birlikte bu sayinin
2030 yillarinda 6,5 milyon olacadi tahmin edilmektedir (27). Diyabetes
Mellitus’un cesitli tiplerinin olusmasinda genetik, cevresel faktorler ve hayat
tarzinin rolu oldugu bilinmektedir (28).

Diyabette insulinin kana saliniminda azalma, kan glukozunun
kullaniminda azalma ve glukoz yapiminda artma gibi faktérler kan glukoz
duzeyinin yuksek kalmasina neden olabilir. Diyabette dolasimdaki kanin
glukoz seviyesinin yuksek oldugu duastnulurse, kalp ve damarlar basta olmak
uzere, aslinda tium organ ve sistemlerin ilgilendiren bir patoloji s6z

konusudur. Bobrek yetmezliginin, erigskin korluklerin ve travma disi alt



ekstremite amputasyonlarinin basta gelen nedeni, gelismis Ulkelerde yapilan
calismalara gore Diyabetes Mellitus’tur (29).

Diyabetes Mellitus’'un tim tiplerinde ana bulgu hiperglisemi olmakla
birlikte, hiperglisemiye neden olan mekanizma farklidir ve genel olarak Tip |
ve Tip Il olmak Uzere 2 alt gruba ayrilabilir (30).

Tip 1 diyabet insilin salgilanmasinda eksikilikle karakterize olup pankreas
B hucrelerinin viral bir hasar, toksik veya otoimmun yikimi nedeniyle
gelismektedir. Diyabet vakalarin %90 kadarini olusturan bu tip juvenil
diyabeti olarak da bilinir ve gelisme olasiligi ikinci dekadda artar (31).

Tip 2 diyabet glikoz seviyelerine oranla yetersiz insulin sekresyonu ve
periferal hedef dokularin insuline olan direnci ile karakterize edilmekte ve
genellikle B hicre fonksiyonunun kaybi ile gerceklesmektedir. Hedef
hicrelerdeki mevcut insulin reseptorlerinin sayisindaki bir azalma, insuline
tepkinin olmamasina neden olabilir (32,33).

Diyabetin siniflamasi etiyolojisi ve patogenezinin giderek daha iyi
anlasilmasiyla, sirekli yenilenmektedir. iki ana diyabet tipinin disinda Diinya
Saglk Orguti (WHO) siniflandirmasinda malnutrisyonla iliskili diyabet, baz
kosullar ve sendromlarla beraber olan diyabet, bozulmus glukoz toleransi ile
beraber olan tip, gebelik diyabeti (gestasyonel diyabet) gibi 6zel diyabet
tipleri de siniflandiriimaya baslanmistir (34). Bu 6zel tipler igerisinde en sik
gorulen gebelik diyabeti, tip 2 diyabete benzer olup bu tip diyabet de insulin
direnciyle ilgilidir. Gebelerde insulin direnci gebelik hormonlari nedeniyle
gelismektedir (35).

1979 yilinda Amerikan Ulusal Saglik Enstitisinin (NIH) National
Diabetes Data Group (NDDG) unca desteklenmis, International Work Group
tarafindan “Diabetes Mellitus ve Glukoz intoleransinin Diger Siniflar” ilan
edilmistir. Bu siniffama WHO tarafindan da ufak bir degisiklik ile kabul
edilmistir (36). (Tablo 2.1)



Tablo 2.1 Diyabetes Mellitus ve Glukoz intoleransinin Klinik Siniflamasi

A- Diyabetes Mellitus
- Tip 1. Instiline bagimh diyabetes mellitus (IDDM)

e Tip la: klasik tip
e Tip Ib: poliglanduler otoimmun sendrom icinde Tip |

diyabet

- Tip II. Inslline bagimli olmayan diyabetes mellitus (NIDDM)

e Sismanda NIDDM
e Sisman olmayanda NIDDM

1- MODY: gencte NDDM (otozomal dominant)
2- Erken baslangich Tip Il diyabet
3- Anormal insulin molekulu

4- Proinsulinin insuline inkomplet donuasumu
- Malnutrisyonla iligkili diyabetes mellitus (MRDM)
e Protein eksikligi ile birlikte diyabet
o Fibrokalkul6z pankreatik diyabet
IV-  Diger tipler: Diyabetes Mellitus ile birlikte olan durum ve

sendromlar (eskiden bu gruba sekonder diyabet denirdi)

e Pankreas hastaliklari (Akut ve kronik pankreatitler,

hemokromatozis, pankreas kanseri, pankreatektomi)



Endokrin sebepler ( Cushing sendromu, akromegali,

feokromasitoma)

llag

veya simik maddeler ( Kortikosteroidler, oral

kontraseptifler, tiazid grubu ditretikler, fenitoin)

Bazi genetik sendromlar ( Friedrich ataxia gibi)

insiilin reseptdr anormalileri (Acantosis nigricans)

Diger cesitli durumlar (Klinefelter sendromu, Turner

sendromu, porfiria vs.)

B- Bozuk Glukoz intoleransi (iGT)

Sismanda IGT
Sisman olmayanda IGT
MODY de IGT

IGT ile birlikte olan diger durumlar

1

Pankreas hastaliklari (Akut  ve kronik
pankreatitler, hemokromatozis, pankreas kanseri,
pankreatektomi)

Endokrin sebepler ( Cushing sendromu, Conn
sendromu, akromegali, feokromasitoma)

lla¢ veya simik maddeler ( Kortikosteroidler, oral
kontraseptifler, tiazid grubu diuretikler, fenitoin)
Bazi genetik sendromlar ( Muskduler distrofi, ataxia
telenjiektazi, Friedrich ataxia)

insilin reseptdr anormalileri (Acantosis nigricans)
Diger c¢esitli durumlar (Klinefelter sendromu,

Turner sendromu, porfiria, Down sendromu)
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C- Gestasyonel Diyabet (GDM)

Daha 6nceden karbonhidrat metabolizmasi yontinden normal olan bir
kadin, gebelik esnasinda bozuk glukoz toleransi gosteriyorsa bu durum
gestasyonel diyabet adini alir. Gebelikten dncki durum bilinmiyorsa o zaman
GDM diyebilmek ic¢in lohusaliktan sonra glukoz tolerans yanitlarina bakilir;

dizelmezse diyabetik adini alir (36).

Diyabetes Mellitus’lu hastalarda doku ve organlarda yapisal, biyokimyasal
ve islevsel bir cok dedisiklikler olusur. Akut komplikasyonlar hayati tehlike
olugturabilir. Uzun donemde olugsan damar patolojileri ise organlarda iglev
kaybina neden olur. Erken evrede kan glukozunun kontrol altina alinmasi ile,
vaskuler komplikasyonlarin ilerlemesi engellenebilir; koroner arter hastaligi,

diyabetik nefropatinin dnline gegcilebilir (37).

2.2. Deneysel Diyabet Modelleri:

Deneysel hayvan modelleri, hastaliklarin olusum mekanizmalarinin
incelenmesi, hastaliktan korunma ve tedavi olanaklarinin arastiriimasi igin
kullanilan yéntemlerdir. ilag arastirmalarinda in vivo deneylerin bir kismi,
mumkunse temsili hayvan modellerinde yapilir. Bazi modeller hayvanin
diyetini degistirmek veya toksik maddelerle belirli hedef organlarda lezyon
yapmak sureytiyle yapilir (38). Deneysel diyabet de pankreotektomi ya da
pankreasin beta hulcrelerinin  tahrip edilmesiyle yapilabilmektedir.
Hayvanlarda deneysel diyabet olusturmak icgin fare, sigcan, tavsan,kobay,
hamster, maymun, domuz, kopek ve kedi gibi deney hayvanlari
kullanilabilmektedir (39-45). Deneysel diyabet, kimyasal ajanlarla (46,47),
spontan olarak (48,49) veya viriUs araciigiyla (50) vyapilabilmektedir.
Gunudmuzde tanimlanmis pek cok deneysel hayvan modeli olmakla beraber
bu modellerin hi¢ biri insan diyabetine tam olarak esdeger tutulamaz (51, 52).
(tablo 2.2)

11



Tablo 2.2 DENEYSEL DiYABET MODELLERI

I- TiP 1 DIYABET MODELLERI

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

Vacor, diet nitrozaminleri vb.

2. Spontan Tip 1 Diyabet Modelleri: BB (Bio- Breeding) sican, NOD
(non-obese diabetic) fare ve digerleri (Macaca nigra maymunu, Keeshand
kopedi, Cin hamsteri, kobay Yeni Zelanda beyaz tavsani, KDP (Komedo

Diabetes Prone) sigan

3. Viriisle Olusturulan Modeller: EMC (ensefalomiyokardit) virtistiniin
M varyanti, Kilham Rat Virus (KRV), Coxsachie B, Rubella, Reovirus,

Sitomegalovir.s (CMV) ve "Venezuelan Equine Ensefalit" virusleri

4. Transgenik Tip 1 Diyabet Modelleri: MHC antijenleri (I-E alfa, 1-A
antijenleri gibi),
sitokinler (interferon-gama, IL-2 ve IL-10 gibi) ve viral proteinler (LCMV

antijeni, influenza viris hemaglutinini ve baska viral glikoproteinler
Il- TiP 2 DIYABET MODELLERI
1. Spontan Tip 2 Diyabet Modelleri: Agir dizeyde hiperglisemili

modeller (db/ db fare, Rhesus maymunu, ¢ol kemirgenleri) ve 1liml

hiperglisemili modeller (ob/ ob fare)
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2. Eksperimental Tip 2 Diyabet Modelleri: Kimyasal modeller
(streptozotosin, alloksan), cerrahi modeller (pankreatektomi, hipotalamik
lezyon), diyet (yluksek yagh ve sekerli diyetle beslenme), hormonlar, anne
karninda malnutrisyon, insulin karsitt hormonlarin  yuksek dozlari,

hiperinsulinemiye uzun sureli maruziyet ve benzerleri

3. Transgenik Tip 2 Diyabet Modelleri:  insan insilin reseptord,
insan GLUT-4 glukoz tasiyicisi ve insan adacik hiicre amiloid polipeptidi
(IAPP) gibi transgenler

- BOZULMUS GLUKOZ TOLERANSI (BGT) MODELLERI:

1. Sisman Zucker fa/fa Sican
2. BHE Sigan

Obezitenin hizla artmasiyla dinya genelinde diyabet hastaliginda da
onemli bir artis olmustur ve tip 2 diyabet bunlarin %95’ini olusturmaktadir.
Bu nedenle tip 2 diyabet tedavisine yonelik yeni yaklasimlar gelistirmek ve
daha iyi yontemler bulmak gerekmektedir. Tip 2 diyabete bagli
komplikasyonlarin, risklerin 6nline gec¢cmek icin deneysel c¢alismalar
yapilimakta ve bu yolla vaskuler ve noronal lezyonlarin patogenezi, terapotik
ajanlarin etki mekanizmalarini aydinlatimaya c¢alisilmaktadir. Bu konuda
cesitli hayvan calisma modelleri de bulunmasina ragmen (53-56), genellikle
bunlar tip 2 diyabetin seyri ve insandaki klinigiyle pek uyum
saglamamaktadir. Bu nedenle arastirmacilar tip 2 diyabet icin yeni hayvan

modelleri ya da kombine modeller olusturma gayreti icerisindedirler.
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Tip 2 diyabetin onemli bir 6zelligi olan insulin direnci olugturulmasinda
HFD (high fat diet- yuksek yag igerikli diyet)’in oldukga iyi bir yol oldugu
dusundlmektedir. Cesitli ¢alismalar sigcanlarda HFD ile beslenmenin net
olarak hiperglisemi ya da diyabet olusturmasa da insdlin direnci
olusturdugunu bildirmektedir (56- 59). Streptozotosin (STZ), deneysel DM
olusturmak Uzere hayvanlarda en ¢ok kullanilan ajandir. STZ, pankreas 3
hicrelerinde 6lime neden olur. STZ ylksek dozlarda insulin salinimi siddetli
olarak bozar ve tip 1 DM’e benzer bir tablo olusturur. STZ'in disuk dozlarinin
ise insulin saliniminda 1hmli bir bozulmaya neden oldugu bilinmektedir ve bu
da tip 2 DM’ nin ge¢ donemiyle benzerlik gostermektedir (53, 54).

Tdm bunlardan yola cikilarak, HFD ve bunu izleyen disik doz STZ
uygulamasina yoénelik, tip 2 DM’in metabolik karakteristikleri ile hastaligin
dogal seyrine uygun yeni bir sican modeli olusturmaya calisiimistir.
(53,54,56). Basarili bir model ucuz, kolay uygulanabilir ve tip 2 diyabet
tedavisine yonelik, pratik olarak kolay test edilebilir parametreleri icermelidir.

Bu kombinasyonun disinda multipl distk doz STZ uygulamasinin
yapilabileceg@ini bildiren c¢alismalar da vardir. Diyabet olusturulmak Uzere
caligilan siganlarda, tek yuksek doz STZ uygulamasi yerine multipl dusuk
doz STZ wuygulamasinin [ hdcrelerinde kademeli ve otoimmun bir

destriiksiyona yol agiyor olabilecegi bildiriimistir (60-65).

2.3. Diyabet ve Oksidatif Stres:

insan hayati icin oksijen ¢ok énemli ve gerekli olmasina karsin, eksojen
ve endojen bazi reaktif oksijen turleri organizmaya zarar verme potansiyeline
sahiptir (66). Pek ¢odu serbest radikal olan reaktif oksijen tirleri, kimyasal
reaktivitesi yuksek oksijen formlaridir (67). Oksijenin dis yorungesine bir veya
daha fazla eglesmemis elektron eklenmesiyle serbest oksijen radikaline
donugur. Bu bilesikler de son yorungelerinde ortaklanmamis elektron
icerdikleri icin kolayca diger molekullerle reaksiyona girerek onlari tahrip
edebilen bilesikler olustururlar ve organizmada ¢ok etkili bir hasar meydana
getirirler (68). Protein, lipid, DNA ve nukleotid koenzimler gibi birgok biyolojik

materyale zarar verebilirler. Bu zararin yaglanmay tegvik ettigi ve ayrica kalp

14



damar hastaliklar, cesitli kanser turleri, katarakt, bagisiklik sisteminde
zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastaliklari gibi bircok hastaliga sebep
olduguna dair bilgiler bulunmaktadir (69).

Canli hicrelerdeki oksijen metabolizmasi, gevre kirleticileri, radyasyon,
pestisitler gibi bircok etmen kacginilmaz bir sekilde oksijen turevi serbest
radikallerin olusumuna yol agmaktadir. Bu radikallerin basglicalari; tekli oksijen
(102 ), superoksit anyonu (-O2-), hidroksi (-OH), peroksi (ROO-) ve alkoksi
(RO-) radikalleridir (70) (tablo 2.3). Reaktif oksijen tirlerinin zararlarina
karsilik vucuttaki farklh dogal savunma sistemleri serbest radikalleri kontrol
altinda tutmaktadir (66).

Tablo 2.3 Oksidan Kaynaklar ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksidanlar Antioksidan Savunma
Sigara dumani Superoksid dismutaz
Cevre kirleticiler Katalaz
Radyasyon Glutatyon peroksidaz
Karsinojenler Glutatyon
Pestisidler Selenyum
Egzersiz E vitamini
Atesli hastaliklar C vitamini
iskemi Ubikinon
Coklu doymamis yag asitlerinden zengin Urik asit
diyet B- karoten ve diger karotenoidler
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Serbest radikallere bagl olusan oksidasyon olaylarini engelleyen, serbest
radikalleri stabilize etme yetenegindeki maddeler antioksidan olarak
adlandiriimaktadir (71). Antioksidanlar mekanizmalarina goére, primer ve
sekonder antioksidanlar olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Primer
antioksidanlar; radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararl formlara
donusmelerini ve yeni serbest radikal olusumunu o6nleyen bilesiklerdir. Bu
kategoride yer alan superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx)
ve katalaz gibi enzim sistemleri serbest radikalleri yok etme yetenegindedir.
Bu enzimler genel olarak serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi
hicresel bilesenlere zarar vermesini sinirlandirmak suretiyle bir hucresel
bélgeden digerine gecisini de Onleyebilmektedirler (66). Sekonder
antioksidanlar ise; oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir
reaksiyonlarini kiran E vitamini, C vitamini, bilurubin, Urik asit, ve polifenoller
gibi bilesiklerdir (72).

Diyabetik komplikasyonlarinin ¢ikmasinda oksidatif stres énemli bir
mekanizma olarak tarif edilmektedir (73). Serbest radikallerin olugsum hizi ile
bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge igerisindedir ve bu dengeye
oksidatif stabilite denir. Oksidatif stabilitenin bozuldugu durumlarda
organizma, serbest radikallerden etkilenmektedir. Serbest radikallerin
ortadan kaldirilma hizinda bir disme ya da olusum hizinda artma buna
neden olabilir. Oksidatif stres denilen bu durum antioksidan savunma
mekanizmasi ile serbest radikal olusumu arasindaki onemli dengesizligi
gostermekte olup doku hasariyla sonuglanmaktadir (69,70).

Diyabette  oksidatif stresi artran mekanizmalar, nonenzimatik
glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon, sorbitol yolu aktivitesi, ener;i
metabolizmasindaki  degisikliklerden  kaynaklanan  metabolik  stres,
inflamatuar mediatorlerin dlzeyleri, antioksidan savunma sistemindeki

degisiklikler sonucu olusan doku hasaridir (74,75) (sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Diyabet ve Oksidatif Stres (Pathophysiology Volume 13, Issue 3
August 2006, Pages 163-170, Oxidative Stress and Metabolic diseases,
Sushil K. Jain et al.)

Hiperglisemide hucre igerisinde serbest radikaller Uretiimektedir. Pankreas
beta hicreleri, oksidatif strese en duyarl yapilardan biridir ve burada olusan
hasarin hipergliseminin toksik bir etkisi oldugu dusunulmektedir (76).
Pankreas adacik hucrelerinde glutatyon peroksidaz, superoksit dismutaz,
katalaz gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonlari, diger dokularla
karsilastirildiginda en dusuk dizeydedir (77,78). STZ ile diabet olusturulmus
ratlarda MDA ve GPx seviyelerinin karaciger, bobrek ve mitokondrilerinde
arttigini bildirilmistir (79). Yapilan bir baska calisma da ise diyabetik ratlarin
bdbreklerinde MDA seviyelerinin arttigr gosterilmistir (80).

Hidrojen peroksit, ylksek reaktiviteye sahip bir reaktif oksijen tirt Grdnu
olan hidroksil radikaline donugsmektedir. Diyabetes Mellitus’ta insulin reseptor
sinyal yolaginda ve sinyal transdiksiyonu Uzerinde hidroksil radikalinin bir

etkisi oldugu dusunulmektedir (81).
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Yapilan cesitli htcre kultird ¢alismalarinda, endotel ve diz kas hucreleri
yuksek konsantrasyonda glukoz igeren bir ortamda inkiube edildiginde
serbest radikal olusumu goézlenmistir (76,77). Bu bulguyu destekleyen ve kan
glukozu yuksekliginin serbest radikal olusumunda ana rol oynadigini savunan
baska calismalar da vardir (80).

Deneysel diyabet modeli olugturmak Uzere kullanilan streptozosinin de
pankreasi harap ederken oksidatif stres olusturdugu ve nitrik oksid yanitlarini
bozarak diyabete yol actigina dair kanitlar vardir (81,82, 83).

Yalnizca kan sekeri yuksekligi degil kanda trigliserid dizeylerinin de
yuksek olmasinin diyabetik komplikasyonlar agisindan énemli bir risk oldugu
dusundlmektedir (84,85,86). Lipid peroksidasyonunun bu iliskide 6nemli
oldugu husunda goérus birligi vardir. Diyabetes Mellitus'ta cesitli dokularda
lipid peroksidasyonunun arttigina dair kanitlar vardir. Lipid peroksidasyonu,
enzimatik olarak lipooksijenaz yolu ile prostoglandinlerden ya da serbest
radikaller etkisi ile endotelyal ve fagositik hicrelerin membranlarinda bulunan
lipidlerden nonenzimatik yolla olusabilir (87,88).

Bunun yani sira vaskuler komplikasyonlari gelismis diyabetik vakalarda,
LDL oksidasyonunda da hiperglisemiye bagh bir artis gosterilmigtir. Bunlara
ek olarak protein oksidasyonu da gdsterilmis olup 6zellikle myelin, elastin ve
kollajende gerceklesen oksidasyon olaylari sonucunda ateroskleroz, katarakt,
anjiyopati ve nefropati gibi diyabetik komplikasyonlarin  olustugu
dusunulmektedir (89,90).

2.4. Diyabet ve Endotel Disfonksiyonu

Kardiyovaskuler hastaliklar, diyabetik hastalarda en 6nemli morbidite ve
mortalite nedenidir. Diyabetik hastalarda kardiyovaskuler olay riski, diyabetik
olmayanlara gore 2-4 kat daha fazla vardir (3). Diyabetes Mellitus’a bagh
damarlarda meydana gelen bu degisimler, tutulan damarin buyukligune
gbre, mikro veya makroanjiopati olarak adlandirilir. Bobrek damarlarinin
tutulumuna renal mikroanjiopati denir ve diyabetik nefropatide 6nemli rol
oynar. Ayni sekilde retinal mikroanjiopatiye de diyabetik retinopatiye, vaso

nervorumlarin mikroanjiopatisi ise diyabetik noropatiye sebep olur. Diyabetik
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hastalardaki makroanjiopati ise aterosklerozun ileri bir sekli olup, koroner,
karotis ve periferik arterleri etkileyerek miyokard enfarktisu riskini artirir,
inme ve diyabetik ayak gelisimine neden olur (5,6).

Diyabetes Mellitus’ta gelisen mikrovaskuler anjiopatilerde en énemli etken
yuksek kan sekeridir (11). Bunun yani sira obezite, tansiyon yuksekligi,
sigara, hiperkolesterolemi, dislipidemi gibi faktorler de mikroanjiopatiye
neden olabilmektedir. Makroanjiopatide ise kan sekeri yuksekliginden ziyade
mikroanjiyopatiye de neden olabilen diger risk faktorleri 6n plana ¢ikmaktadir.
Bu risk faktorleri inflamasyon ve endotel disfonksiyonuna ve bunun sonucu
olarak damar duvarinda ilerleyici bir hasarina yol acgar. Mikro ve
makroanjiopati olusumunda endotel disfonksiyonun ©neminin ortaya
konmasini takiben yapilan ¢alismalar bu konuya odaklanmistir (14).

Endotel, basitce damar i¢ katmani olup damar fonksiyonlarinin
dizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir (91). Endotelin herhangi bir
nedenle olusan hasara bagli fonksiyon gérememesine endotel disfonksiyonu
denir. Hiperkolesterolemi, dislipidemi, sigara kullanimi ve diyabet gibi
faktorler endotel disfonksiyonuna neden olabilecek risk faktorleri arasindadir
(92). Diyabetik olgularda gelisen retinopati, nefropati ve ateroskleroz gelisimi
endotel disfonksiyonuyla iligkilidir (93).

Yuksek yagh diyet (HFD), hiperkolesterolemi olusturarak arter
duvarlarinda kolesterol depolanmasina yol acabilir (94,95). Yagh
dejenerasyon (ateroz) ve damar daralmasi (skleroz) birlikteliginin bir sonucu
olarak  ateroskleroz  olusmaktadir.  Aterosklerozun endotele  bagh
vazodilatasyonu deneysel hayvan modellerinde (96-99) ve insanlarda (100,
101) bozdugu gosterilmis olup vazokonstriiksiyona ve damar spazmina yol
acgabilecegi dusunulmektedir. Pek ¢ok galisma vaskuller gevseme yanitinin
endotelden kaynaklanan relaksasyon faktoru (EDRF) aracihgiyla oldugunu
gOstermistir (102,103,104). Daha sonralari EDRF’nin nitrik oksid (NO) ile ayni
madde oldugu bildirilmistir (105).

Endotel disfonksiyonunun  patofizyolojisi  karmasiktir ve  cesitli
mekanizmalar yoluyla olusabilir. Bu mekanizmalardan belki de en dnemlisi

endotelden NO saliniminda azalmadir (106). NO endotelden salinan en
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onemli vazodilatator maddedir. Vazodilatasyon yaninda diz kas hucrelerinin
bdyUmesini ve inflamasyonu inhibe eder, ayni zamanda plateletler Gzerinde
antiagregan etkileri de vardir. NO duzeylerinde azalmanin endotel
disfonksiyonu ile iligkili oldugu pek ¢ok ¢alismada rapor edilmistir. Bu durum
endotelyal NO sentetaz (eNOS) enziminin aktivitesinin azalmasindan veya
NO’in biyolojik aktivitesinde azalmadan kaynaklanabilir. Serbest oksijen
radikallerinin (SOR) NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusumuna neden
oldudu, bu sitotoksik oksidanin da proteinlerin nitrasyonu yoluyla hiicresel
proteinlerin  fonksiyonunu bozarak endotel disfonksiyonuna yol agtigi
bilinmektedir.  Peroksinitrit, dusuk  dansiteli  lipoprotein  (LDL)nin
oksidasyonuna yol agarak proaterojenik rol oynar. Ayni zamanda eNOS’un
kofaktdrl olan tetrahidrobiopterin ile etkileserek eNOS aktivitesini azaltir.
Oksidatif stres artisi eNOS enziminin reduktaz fonksiyonunu aktif hale
gegirerek daha fazla SOR olusumuna neden olur. SOR de damar duvarinda
proinflamatuar olaylari baglatir. SOR adezyonu (vaskuler hlicre adezyon
molekull; VCAM-1 ve interselller adezyon molekull; ICAM-1) ve kemotaktik
molekdilleri (makrofaj kemotaktik peptid; MCP-1) artirir. inflamasyonun
baslamasi NO’in aktivitesini azaltir. C reaktif proteinin (CRP) de eNOS

aktivitesini azalttigr gosterilmigtir (106).

Hipertansif hastalarda oksidatif stres NO dlzeylerini azaltir ve endotel
badimli vazodilatasyonun bozulma derecesi ile pozitif korelasyon gosterir.
Kronik renal yetmezlikli hastalarda da oksidatif stres belirteglerinin endotel
fonksiyonlari ile negatif korelasyon gdsterdigi saptanmistir. SOR nin ayrica
apoptozise yol acarak endotel hasarini tetikledigi dliisintlmektedir (106).

NO azalmasina yol acan bir diger mekanizma eNOS enziminin endojen
kompetitif inhibitori olan asimetrik dimetil arjinin (ADMA) duzeylerindeki
artistir. ADMA protein katabolizmasi sirasinda ortaya c¢ikan bir Grundur,
bobrekler yoluyla veya sitrllline metabolize edilerek elimine edilir. Kronik
renal yetmezlikli hastalarda eNOS inhibisyonunun artmis plazma ADMA
duzeyleri ile iligkili oldugu gosterilmigtir. Hiperkolesterolemik bireylerde ADMA

dizeylerindeki artis ile endotele bagimli vazodilatasyon arasinda negatif
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korelasyon bulunmus, eNOS enziminin substratt ve ADMA nin kompetitif
inhibitért  olan L-arjinin inflzyonunun endotel fonksiyonlarini duzelttigi
gOsterilmistir (106).

Diyabette endotel disfonksiyonu, vazokonstriiksiyon ve vazodilatasyon
arasinda dengesizlikle kendini gosterir. Buyuk boy arterlerde NO, endotele
bagli gevsemede ana rolu Ustlenmektedir (102). NO’in anormal Uretimi ya da
yanitinin diabette goérulen vaskiler ve endotelial disfonksiyona katkida
bulunmaktadir.

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) araciligiyla, L-arjinin amino asidinin guanido
nitrojeninin oksitlenmesi sonucu olusur. Stabil olmayan bir madde olup nitrit
ve nitrata indirgenir. Sentez icin nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(NADPH), kalmodulin, oksijen ve kofaktoér olarak hem, flavin, monontkleotid,
flavin adenin dinukleotid ve tetrahidrobiyopterin gereklidir (107).

NO sentezine araci olan NOS enziminin néronal, endotelyal ve
immunolojik olmak Uzere ug¢ farkl izoformu vardir. Bunlardan néronal ve
endotelyal izoformlar, yapisal NO-sentaz (cNOS) sklinde isimlendirilmistir
(107).

Hiperglisemi, NO olusumu ve fonksiyonunu etkiler; ayrica superoksit
olusumunu artirmaktadir (sekil 2.2). Diyabetik endotel disfonksiyonuna
siiperoksit (0*) ve NO Uretimi arasindaki dengesizligin yol actigi
dusundlmektedir (108). Superoksit, nitrik oksidi peroksinitrite donustirerek
inaktive eder ve NO olusumu ve biyoyararlanimi azaltir. Diyabetin vaskuler
komplikasyonlarinin tedavisinde hedef, NO olusumu ve biyoaktivitesini

arttirmak ve reaktif oksijen radikallerinin olusumu azaltmak olmalidir.
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Sekil 2.2 Diyabetes Mellitus’ta Oksidatif Stres ve Vaskiiler
Komplikasyonlar (Eric L. Johnson, Diabetes: An Old Disease, a New

Insight)

Diyabetik siganlarda koroner arterlerde, asetilkolinle olusan damar
gevsemesindeki dususlerin, plazma NO seviyelerinde ve eNOS protein
ekspresyonundaki azalma ile birlikte oldugu gdésterilmistir (109).
Streptozotosinle diyabet olusturulmus siganlarin torasik aortlarinda benzer bir
sonu¢ elde etmistir (110). Endotelyal NOS, endotelde NO sentezini
saglamaktadir. insilin rezistans ve diabetik siganlarda endotelyal NO sentezi
ve vazodilatasyon 6nemli dlgide bozulmustur (111,109). Bir bagka ¢alismada

diyabetik sicanlarda eNOS ekspresyonu azaldigi gosterilmigtir (112).
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Diyabetik komplikasyonlarin olusumunda iki temel mekanizma vardir;
bunlardan biri polyol yolagi, digeri ise nonenzimatik glikozilasyondur. Kronik
hiperglisemi non-enzimatik glikozilasyonu ile ilerlemis glikasyon son Uranleri
(advanced glycation end products, AGE) olusumu ve birikimine neden olur.
AGE bircok diyabet komplikasyonunda rol alir. Makrofaj ve monositlere
AGE'nin yapismasinda artigla destruktif hdcrelerin stimuluslara duyarlihigi
artar ve c¢ok fazla sitokin saliniminda artis olur. Hiperglisemik ortamda
kapiller bazal membraninda kalinlagsma oksijen diflizyonunda, metabolik atik
eleminasyonunda, PMN migrasyonu ve antikor difizyonunda bozulma
olabilir. Vaskuler endotelyal hucrelere AGE’nin baglanmasi koagulasyonu
indUkler, bu da vazokonstriksiyon, mikrotrombls olusumuna dolayisiyla
doku perflizyonunda bozulmaya neden olur. AGE olusumu ile hemoglobin,
plazma albumin, lens proteinler ve lipoproteinler gibi proteinler fonksiyonlarini
degistirir. Bu nedenle kan glukoz seviyesini normal seviyede tutmak diyabetin
kontrolli icin 6nemlidir. Bu kontrolin etkinliginin olcimu glikozile alfa
hemoglobin (HbA1c) ile yapilir.

Polyol yolunda ise glikoz sorbitole ve sonra fruktoza aldoz rediktaz ve
sorbitol dehidrogenazi kullanarak okside olur. NADPH oksidasyonda kofaktor
olarak kullanihir. NADPH fazla kullanilirsa hiicre homeostazisine zarar verici
etkisi olur. Redoks dengesini degistirir ve hicre ici oksidatif strese neden
olur. Oksidatif stres reaktif oksijenler ve antioksidanlarin Uretimi arasindaki
dengenin bozulmasidir ve doku hasarina neden olur. Oksidatif stres insulin
direncini artirir. Hiperglisemi oksidatif stresin olusmasinda 6nemli bir
faktordar.

Fazla glikoz, reaktif oksijen tlrlerinin aktivasyonunu artan AGE olusumu ve
plazma membran NADPH oksidaz aktivasyonu ile saglar. Diyabetes
Mellitus’ta vaskuler NADPH oksidazin etkinligi ve ekspresyonu artmaktadir
(113). NADPH oksidaz diyabetli kisilerde veya hiperglisemili durumlarda
reaktif oksijen tirlerinin 6nemli kaynagidir. NADPH fagositik ve fagositik
olmayan hucrelerde (endotel h., fibroblast, adipositler) bulunur.

Endotel  disfonksiyonuna yol agan baska bir faktér de

hiperhomosisteinemidir. Homosistein dlzeyi yuksek olan normotansif
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bireylerde endotel fonksiyonlarinin bozulmus oldugu goérulmuastir. Kronik
renal yetmezligi olan ¢ocuklarda folik asit verilmesi homosistein seviyelerini

dusurerek endotel disfonksiyonunu dizeltmistir (106).

2.5. Selenyum ve Diyabet Uzerine Etkileri

Selenyum antioksidan 6zellikte esansiyel iz elementtir (114). Selenyumla
yapilan ilk calismalarda selenyumun spermatogenez siurecinde normal
blylme ve ¢ogalma icin gerekli oldugu gdsterilmistir (115). Bunun yani sira
eksikliginde olugsan oksidatif hasara bagli, Cin’de endemik fatal bir kardiyopati
olan Keshan hastaligi (116) ve uzun sureli selenyumdan yoksun, parenteral
beslenmeye bagl hastalarda muskuler distrofiler (117) tanimlanmigtir. Bu
donemlerde yapilan diger c¢alismalar, E vitaminin selenyum eksikliginde
kismen de olsa yerine koyma tedavisinde faydali olabilecegini gostermistir.

Selenyum bagimh glutatyon peroksidaz ve diger selenoproteinlerin
yapisinda yer almaktadir (118, 119). insanlarda glutatyon peroksidaz ve
trioredoksin reduktaz gibi antioksidan enzimlerin yapisina kofaktér olarak
katilmaktadir. Glutatyon peroksidaz enzimi hidrojen peroksiti indirger ve
superoksit dismutaz ve katalaz ile birlikte organizmada hicresel antioksidan
savunma sistemini olusturur. Antioksidan savunma, reaktif oksijen
radikallerinin  lipid peroksidasyonu olusturmasini  ve hicre iginde
makromolekdllerle reaksiyona girmesini énler (120, 121).

Selenyumun antioksidan 0zelligine bagll olarak kanser, inflamatuar
hastaliklar, tiroid fonksiyonu, karaciger nekrozu, kardiyovaskuler hastalik,
norolojik hastaliklar, yaslanma, infertilitede de koruyucu etkisi oldugu son
yillarda yodunluk kazanan calismalarla saptanmistir (122-125). Selenyum
tedavisinin kemoterapi uygulanan hastalarda verildigi durumlarda immudn
uyarici etkileri oldugu gozlenmigtir. Selenyum kanser icin yalnizca koruyucu
degil, ayni zamanda kanserin baslangi¢c fazinda timér gelisimini durdurucu
etkiye de sahiptir (122,125).

Selenyum insan diyetinde hayvansal kaynakli selenosistein ve bitkisel
kaynakl selenometiyonin olmak Uzere iki formda bulunmaktadir. 900 mg/gun

Uizerinde toksik etkiler gdstermektedir. inorganik tuz formlari, sodyum selenit
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(selenyum oksidasyon derecesi +4) ve sodyum selenattir (selenyum
oksidasyon derecesi +6). Antioksidan 0zelligi nedeniyle Ozellikle oksidatif
strese bagli diyabet gelisimine kargi onemli oldugu dusunulen bir elementtir.
Bazi ¢alismalarda tip 2 diyabet riskini arttirdig1 da 6ne surulmustar (126).

Yapilan c¢alismalarda selenyumun inorganik formu olan selenatin,
diyabette cesitli faydalari gosterilmistir (127-133). in vivo ve in vitro insilin
mimetik Ozelliktedir. Bu etkiye muhtemelen insullin sinyal yolundaki tirozin
kinazin uyarilmasi sonucunda neden olabilmektedir. Selenyum hucrelere
glukoz alimini arttirmaktadir.

Selenatin rat adipositlerinde, doza bagli glukoz transportunu arttirdigi
gOsterilmistir  (134). Selenyum glukoz transport aktivitesini glukoz
tasiyicilarinin translokasyonu, cAMP fosfodisteraz aktivite ve ribozomal S6
protein fosforilasyonu araciliiyla yapmaktadir (134). Bunun yani sira
selenyum, streptozotosinle diyabet olusturulmus siganlarda, insulin
seviyelerindeki degisikliklerden bagimsiz olarak, glikoliz ve glikoneogenezde
rol oynayan cesitli enzimlerin fonksiyonlarini dizenlemektedir (135, 136).

Selenat uygulamasi, tedavi edilmemis diyabetik siganlarda artmis sol
ventrikil basincini  hemen hemen kontrolle ayni olacak sekilde
duzeltmektedir (137). Diyabetes Mellitus'ta hicrede antioksidan aktivite ve
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz seviyeleri dismektedir. Selenat insulin-mimetik
etki gosterir ve selenat tedavisi G6PD seviyeleri kontrolin % 80- 90’'ina kadar
duzelir (138). Selenat, insulin sinyal yolunda insulin reseptorinin b
subunitinin fosforilasyonunu stimuile eder (139). Ek olarak selenat, epidermal
blylume faktorl fosforilasyonunu ve cesitli yerlerde kinaz aktivitelerini stimule
etmektedir (140). Son yillarda yapilan g¢alismalarda selenyumun hicre
blyUumesi, transkripsiyon faktorleri ve apoptoz Gzerinde de etkileri olabilecegdi
bildirilmistir (125).
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. GEREG-YONTEM

3.1. Ratlarda Deneysel Diyabet Modelinin Olusturulmasi ve Tedavi
Uygulamasi:

Calismaya deney hayvani olarak yaklasik 200-250 gr. 10- 12 haftalik aylik
erkek wistar albino tlru siganlar alindi. Deney hayvanlari her grupta en az 7
hayvan olacak sekilde kontrol (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), 180
Mo/kg/gun selenyum tedavisi alacak diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL180),
300 pg/kg/gun selenyum tedavisi alacak diyabetik grup (HFD+ STZ+
SEL300) ve 500 pg/kg/gun selenyum tedavisi alacak diyabetik grup (HFD+
STZ+ SEL500) olmak Utzere 5 gruba ayrildi .

Siganlar sessiz, sicaklik ve nem kontroll 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 kisittama yapilmadi. Ortam sicakhiginin 22+3 °C’de

tutulmasina 6zen gosterildi.

Tum hayvanlarin acglk kan sekeri duzeyleri (AKS) ve vucut agirliklari
deneyin baslangicinda ve sonunda olguldu. Tum aglk kan sekeri dlgimleri

12 saatlik yem kisitlamasini takiben yapildi.

Sigcanlar kontrol grubu, tedavisiz diyabet grubu ve 3 farkli dozda tedauili
diyabet grubu olarak 5 gruba ayrildiktan sonra Tip 2 diyabet modeli
olusturulacak siganlar yluksek yag igerikli diyet (enerji yluzdeleri : %60 yag,
%20 karbonhidrat, %20 protein, Bilgen Lab. istanbul) ile 4 hafta sireyle
beslendi (141). Diger gruplardaki siganlar ise, standart rat yemi ile es
zamanli olarak beslendi. 4 haftalik diyetin ardindan, diyabetik gruptaki
siganlara 30 mg/kg streptozotosin (pH: 4.4, glnluk taze hazirlanmig, 10 mM

sitrat tampon icerisinde) intraperitoneal enjekte edildi, 3 glin sonra siganlarin
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kuyruklarindan alinan kanda aglk kan sekeri bakildi (Contour TS-
glukometre). Aclik 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 aclik kan sekeri 7,8 mmol/Lnin (140 mg/dl) Gzerinde
olanlar diyabetik olarak kabul edildi (142). Diyabetik gruplardaki tim
streptozotosin uygulamalarina paralel olarak kontrol grubuna intraperitoneal

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

Tum selenyum uygulamalari, diyabet modellerinin olusumunu takiben,
dort hafta sureyle, oral gavaj yoluyla, gunlik 180 pg/kg , 300 pg/kg ve 500
pa/kg olacak sekilde yapildi (143,144,145).

3.2. Damar Yanitlarinin incelenmesi

Deney hayvanlari intraperitoneal Uretan enjeksiyonu (780 mg/kg) ile
anesteziye alindi. Solunumdaki olasi ani degisiklikler dikkatle gozlenerek
agrili uyaranlara yanit ortadan kalktigi zaman gogus boslugu acildi ve torasik
aorta izole edildi. Onceden hazirlanmis, %95 O, ve %5 CO, ile
gazlandirniimig, sogutulmus Krebs-Henseleit solusyonu igerisinde (NaCl 119
mM, KCl 4, 7mM, MgSO4 1,5 mM, KH2PO4 1,2 mM, CaCl2 2,5 mM,
NaHCO3 25 mM, Glukoz 11 mM, pH:7,4) ¢evre bag dokularindan dikkatlice
temizlendi. Elde edilen aort seritlerinin ilk kisimlari 3-4 mm’lik bir parca
halinde izole organ banyosunda c¢alisiimak Uzere ayrildi. Kalan parga RNA

ekstraksiyonu igin kullanildr.

3-4 mm’lik aort halkalari, 37 °C de, surekli %95 O, ve %5 CO; ile
gazlandirilan Krebs-Henseileit soliisyonu iceren 20 ml'lik organ banyolarina
alindi. Bu duzenekte aort pargalari uygun kancalar yardimiyla, doku hasari
yaratmamaya 0Ozen gostererek, izometrik transduserlere (MAY FDT 05,
COMMAT Illetisim) baglandi ve tim kayitlar 8 kanal transdiiser veri sistemi
(TDA 94, COMMAT) tzerinden naklen bilgisayara alindi.

Bazal gerilimin 1g olmasi saglandiktan sonra aort halkalari 60- 90 dakika
dinlenmeye birakildi. Dinlenme periyodunda her 10 dakikada bir organ

banyosundaki sollisyon yikanarak yenilendi. Dinlenme periyodunu takiben ilk
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olarak ardisik dozlarda fenilefrin (10° M - 10° M) ile kasilma yanitlari elde
edildi. Damarlarin canh olup olmadigini da gorebildigimiz bu yanitlara gore
damarlarda 6n kasiimay! saglayacak fenilefrin dozlari (ECg ve ECso)
hesaplandi. Fenilefrinle kasilma yanitlarinin alinmasinin ardindan organ
banyosundaki solisyon 10 dakikada bir temizlenerek duzenekteki aort
halkalari 60- 90 dakika dinlenmeye birakildi.

Fenilefrinle kasilma yanitlarindan elde edilen veriler 1si1ginda, fenilefrin
ECgo dozunda damarlarda bir 6n kasiima elde edildi. Bu kasilmayi takiben
organ banyosuna asetilkolin (10° M - 10° M) eklenerek gevseme yanitlari
kaydedildi. Asetilkolinle gevseme yanitlarinin alinmasinin ardindan organ
banyosundaki solusyon 10 dakikada bir temizlenerek dizenekteki aort
halkalari 60- 90 dakika dinlenmeye birakildi.

Asetilkolinle gevseme yanitlari elde etmek igin kullanilan yéntemin benzeri
organ banyosuna sodyum nitroprussid (10° M - 10° M) eklenerek de
uygulandi. Boylelikle elde edilen gevseme yanitlarinin endotele bagimli ya da
endotelden bagimsiz olduklarinin tespit edilmesi amaclandi. Sodyum
nitroprussidle  gevseme  yanitlarinin  alinmasinin  ardindan  organ
banyosundaki solusyon 10 dakikada bir temizlenerek duzenekteki aort
halkalari 60- 90 dakika dinlenmeye birakildi.

Yikama ve dinlenme periyodunun ardindan, damarlarda fenilefrin ECsg
dozunda bir 6n kasilma olusturularak, bir nonspesifik NOS inhibitéri olan L-
NAME (N®-nitro-L-arjinin metil ester) 102 M dozunda organ banyosuna tek

defada eklendi ve damarlarin kasilma yanitlari kaydedildi.

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

Deney hayvanlarinin 12 saat acglik sonrasi, anestezi altinda gdégus
bosluklari agildigi esnada alinan kanlari santrifije edildikten sonra (3500 x g,
10 dakika, 4 °C) elde edilen serumlarin bir kismi aglk kan glukozu, total

kolesterol, trigliserid ve ylksek dansiteli lipoprotein (HDL) tayini igin kullanildi.
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Bir kismi ise insulin, MDA ve NO olgumleri igin -85 °C'de dondurularak

saklandi.

Deney hayvanlarindan alinan karaciger ornekleri, 1 gr yas agirlik
olacak sekilde enzim akitivitesi tayini yapilacak gune kadar derin
dondurucuda (-85°C) saklandi. Olglim gininde dokular soguk haldeyken
kliguk parcalara ayrilip tipe alindiktan sonra 1 gr dokuya 10 ml tampon
solisyonu (0.15 M KCI c¢ozeltisi, %10, w/v) olacak sekilde politronlu
homogenizatorde homogenize edildi. Homojenizasyon tampon sollisyonu

homojenizasyon gunu taze hazirlanarak, buz iginde bekletildi.

3.4. Kanda Ag¢hk Kan Sekeri, Total Kolesterol, Trigliserid, HDL-
kolesterol, LDL-kolesterol Seviyelerinin Olgiimii

Deney hayvanlarindan alinan kan orneklerinde aclik kan Sekeri, total
kolesterol, trigliserid, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol duzeyleri Beckman

Unicell DXC 800 otoanalizérl kullanilarak enzimatik olarak olg¢ildu.

Aclik kan sekeri olgimlerinde glukoz oksidaz- peroksidaz (GOD-POD)
Olcum yontemi kullanildi. Bu 6lcim metodunda glukoz, glukoz oksidaz (GOD)
enzimi ile oksidasyona ugramaktadir ve sonugta 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 (146).

Total kolesterol dlcumlerinde kolesterol oksidaz- peroksidaz (CHOD-POD)
Olcim yontemi kullanildi. Bu dlgim metodunda kolesterol, enzimatik olarak
kolesterol esteraz ve daha sonra kolesterol oksidaz, kolesterol peroksidaz
enzimlerinin etkisiyle kirmizi renk olusturan kinomine déntismektedir. Olusan

renkli bilesigin konsantrasyonu 540 nm’ de tayin edilir (146).

Trigliserid olgimlerinde gliserol fosforik asid oksidaz- peroksidaz (GPO-
POD) dlgim ydntemi kullanildi. Bu 6lgim metodunda trigliseridler lipoprptein
lipazla gliserol ve yag asidlerine donusmektedir. Daha sonra gliserol kinaz ve
gliserofosfat oksidaz enzimlerinin etkisiyle renkli bir bilesik olusturmaktadir.

Olusan bu son renkli bilesigin konsantrasyonu 520 nm’ de tayin edilir (146).
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HDL-kolesterol 6lguimleri magnezyum iyonlarinin varhginda fosfotungustik
asit ile ¢oktirme yontemine gore yapilmistir. LDL- kolesterol dlgumleri ise

Friedwald formali kullanilarak hesaplandi.

3.5 Serum ve Karaciger Orneklerinde MDA Olgiimii

Deney hayvanlarindan alinan kan orneklerinin serumlarinda ve karaciger
homojenatlarinda MDA dlzeyi spektrofotometrik olarak olglldd. Bu amagla
50 pl sodyum dodesil sulfat (SDS, %8.1)a 100 pl serum veya doku
homojenati eklendi ve vortekslenip oda sicakliginda 10 dakika inkube edildi.
Daha sonra 375 pl asetik asit (pH 3.5, 20%) ve 375 ul tiyobarbitlrik asit
(0.6%) eklenip kaynar su banyosunda 60 dakika bekletildi. Ornekler oda
sicakhginda sogumaya birakildi. Ornekler soguduktan sonra 1.25 ml
batanol:piridin (15:1) eklendi, vortekslendi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrif(j
edildi. Tiyobarbiturik asit ile MDA reaksiyonundan sonra reaksiyon uranu 532
nm’de spektrofotometrik olarak takip edildi. Sonuglar serum igin nmol/ml,

doku i¢in ise nmol/g olarak tanimlandi.

3.6 insiilin Seviyelerinin Olgiimii:

Calismada insulin dizeyleri ELISA yontemiyle ticari rat insulin Kiti
(Millipore, Kat. No: #E6013-K) ile olctilmustir. Bu yontemde sandwich ELISA
teknigi kullaniimaktadir.

Buna gore serum oOrnegindeki insulin, monoklonal anti-rat insudlin
antikorlar ile kaph kuyucuklara tutunur ve yakalanan insuline biyotinlenmis
poliklonal antikorlar baglanir. Yikama islemi ile bagli olmayan kisim
uzaklastirilir. Boylelikle kuyucuklar iginde anti-rat insuline baglh insulin ve
insuline bagli poliklonal antikorlar kalmis olur. Streptavidin ile konjuge edilmis
horseradish peroksidaz (HRP) enzimi eklenir ve bdylelikle biyotinlenmis
immobilize immunokompleks miktari belirlenir. Baglanmayan materyal
yikama islemiyle uzaklastirihr. 3,3, 5,5’ tetrametilbenzidin (TMB) substrat
olarak kullanilir, enzimatik pargalanma sonucu olusan renk degisiklikleri 450-
590 nm dalga boyundaki absorbans 6lctimiyle tespit edilir. Olgilen

absorbans farki, plazma insilin konsantrasyonlariyla dogru orantilidir. Rat
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insulin standartlari ile gizilen standart egri grafiginden cgaligilan 6rneklerin

insulin konsantrasyonlari hesaplanir (147) (Sekil 3.1).

Higher level of insulin Lower level of insulin

(@) O
Oj" ) @)
O
adad noo'o"moat "

Monoclonal mouse

) L) anti-rat insulin antibody
o ® ¢ @) O ® . Insulin
® 006 ¢ O €0 O Biotinylated poly clonal

anti-rat insulin antibody

“\ Streptavidin conjugated horseradish
peroxidase (HRP) enzyme

. Blue colored insoluble
product of substrate

Sekil 3.1 insiilin Seviyelerinin Ol¢iim Prensibi

3.7 Serum NO Seviyelerinin Olgiimii:

NO konsantrasyonu o&lgimuinde, nitrat/nitrit kolorimetrik test Kiti

(Cayman chemical, USA) kullanildi. Bu test, nitratin nitrite, nitrat reduktaz ile

cevriimesini baz almaktadir. Nitrit, griess diazotizasyon reaksiyonu sonucu

olusan renkli bilesik ile tespit edildi ve miktar absorbansi 540 nm olan

spektrofotometri ile dlgildid. NO standartlari kullanilarak standart bir egri elde

edildi. Elde edilen NO degerleri bu standarta gére hesaplandi (148). (Sekil

3.2)
Nitrate Reductase
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Sekil 3.2 NO Seviyelerinin Olgiim Prensibi

3.8 Siiperoksid Dismutaz Aktivitesi Olgiimii:

Deneyde kullanilan gruplarin karaciger homojenatlarinda superoksid
dismutaz (SOD) akitivitesi 6lgumu yapildi ve bunun igin stiperoksid dismutaz
assay kiti (cayman chemical, USA) kullanildi. Bu yontemde ksantin-ksantin
oksidaz (XOD) sistemiyle superok-sit radikali dretiimekte ve olusan
superoksit radikali, INT (lodonitrotetrazolium) ile reaksiyon vererek viyole
renkli formazon boyasi olusturmakta ve bu renk siddeti 505 nm dalga
boyunda olgulmektedir. Ortamdaki CuzZn-SOD aktivitesine baglh olarak bu
reaksiyon onlenmekte ve % inhibisyon hesaplanmaktadir. CuzZn- SOD
aktivitesi kanda U/g Hb olarak tanimlanirken doku igin U/g protein olarak
ifade edilir (146). Bu yontemin uygulanisi kisaca soyle; eritrosit hemolizati
veya doku homojenati 10mM fosfat tamponu (pH 7.00) ile dilte edilir. 25 pl
dilisyonlu hemolizat veya homojenat, 50 mmol/lL CAPS (3-
(siklohekzilaminol)-1-propansulfonik asit) ve 0.094 mmol/L EDTA (pH 10.2)
iceren bir tampon solisyonunda 0.05 mmol/L ksantin sodyum ve 0.025
mmol/L 2-(4-iyodofenil)-3-(4- nitrofenol)-5-feniltetrazoliyum klorit (INT) iceren
850 pl subs-trat soltusyonu ile kangtirilir. 125ul ksantin oksidaz (80 U/ml) ka-

risima eklenerek absorbans artisi 505 nm’de 3 dakika izlenir.

Formazan dye
+0, \ / -
Xanthine oxidase
HZO . J \‘ »
2 20,

E Tetrazolium salt
Uric acid

SOD

v

0, + H,0,
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Sekil 3.3 SOD Seviyelerinin Olgiim Prensibi

3.9 Katalaz Aktivitesi Olgiimii:

Deneyde kullanilan gruplarin karaciger homojenatlarinda katalaz (CAT)
aktivitesi Olguimu yapildi. Bu yontemin esasi doku homejenatlarina H,0O,
eklenerek katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanmasina dayanir. Bu olay
ultraviyole spektrumunda absorbans azalmasi seklinde ortaya gikar ve bu
azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. Hidrojen peroksit (H205)
240 nm’de maksimum absorbans verir. Fosfat tamponuna gére 240 nm dalga
boyunda sifirlanan koére karsi H,O, ¢ozeltisinin absorbansi 0.500’e ayarlanir.
Kor tipune 2.99 ml fosfat tamponu ile 0.01 ml H,O, ¢dzeltisi, numune tipune
2.99 ml H,O,¢0zeltisi ile 0.01 ml 6rnek ilave edilerek quartz kivete konur ve

absorbans okunur.

3.10 Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Olgiimii:

Deneyde kullanilan gruplarin karaciger homojenatlarinda glutatyon
peroksidaz (GPx) akitivitesi olcimi yapildi ve bunun igin glutatyon
peroksidaz assay kiti (cayman chemical, USA) kullanildi. H,O, varhginda
indirgenmis glutatyonun (GSH) GPx tarafindan okside glutatyona (GSSG)
oksitlenir ve oksitlenen GSSG’nin glutatyon rediktaz enzimi aracihgiyla
tekrar GSH’a donusturilmesi esnasinda ortamda bulunan indirgenmis
nikotinamid adenin dindkleotid fosfat (NADPH) kullanilir. Kullanilan bu
NADPH miktari absorbansdaki azalis seklinde 340 nm dalga boyunda izlenir.
GPx aktivitesi kanda U/g Hb olarak tanimlanirken doku igin U/g protein olarak
ifade edilir (Sekil 3.4).

R-0-O-H + 2GSH — 22X R.O-H + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H* — SR 4 5GSH + NADP*
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Sekil 3.3 GPx Seviyelerinin Olgiim 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 reduktaz igeren bir karisimin 980 pl ile 20

ul doku homojenati karistiriir ve 37°C’de 5 dakika inkibasyona birakilir.

Reaksiyon, 8.8 mmol/L hidrojen peroksit eklenmesiyle baslatilir ve 3 dakika

icin 340 nm’de okunan absorbanslarin azaligi kaydedilir (146).

3.11 NADPH oksidaz , Endotelyal Nitrik oksit sentaz (eNOS) Genlerine
Ait Ekspresyon Analizleri:

Ratlara ait toraksik aortadan tripure izolasyon reagent kiti kullanilarak
RNA izolasyonu yapildi. Bu yontemde doku bisturi yardimiyla ufaltilir. Green
Beads tlplerin icine aktarilir. Tuplere 1 ml tripure eklenir ve tupler MAGNA
Lyser Homojenizatorde 45 saniye 4500 rpm’ de dondurulir. Boylece tlpteki
beadslerinde yardimiyla doku homojen bir gorunim alarak pargalanir ve
tripure reagent etkisiyle de pembe bir renk gorUnumadnia alr.
Homojenizatorden cikarilan tupler cihazla birlikte gelen cooling block’ a alinir
ve 2 dakika bekletilir. 5 dakika oda isisinda bekletilir. Tuplere 200 ul
kloroform eklenir ve 5 dakika beklenir. 12.000 g de 4 °C’de 20 dakika

santrifj yapilir. Santrifij sonunda 3 faz olusur:
1.faz (sulu faz): RNA igerir (renksizdir).

2.faz: DNA igerir (beyaz renklidir).

3.faz: (organik faz): Protein igerir (kirmizi renktedir).

RNA izolasyonu igin renksiz olan 1.faz yeni tlipe aktarilir. Yeni tipe 500 pl
izopropanol eklenir. Oda isisinda 10 dakika inkiibe edilir. izopropanol RNA'’ yi
DNA ve diger safsizliklardan arindirmak igin kullanilir. 12.000 g’ de 4 °C’de
10 dak santrifijlenir. Sipernatant atilir. Olusan ¢okelek Uzerine 1 ml %75
etanol eklenir. 7.500 x g’ de 4 °C’de 5 dakika santrifijlenir. Santrifij sonunda
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supernatant atilir. 57°C’de etanol ugurulur. Kalan ¢okelege 50-100 ul RNAse

free su eklenerek pipetaj yapilir.

Elde edilen RNA drnekleri RT-PCR( Reverse Transkriptaz-PCR ) yontemi
ile komplementer DNA (c-DNA) ’ya cevrildi. cDNA sentezi igin bir PCR
tupune 8ul RNA 6rnegi, 2 ul GE( 5Xg DNA Elimination buffer) konularak PCR
cihazina yuklenir. 42 °C’de 5 dakika inkube edilir. Baska bir PCR tipunde 4pl
BC3 (5XRT Buffer 3), 1 ul P2( Primer X External Control mix), 2 pl RE3 (RT
Enzyme Mix 3), 3 yl H20 den olusan PCR kokteyli hazirlanir. PCR kokteyli
PCR cihazindan g¢ikan PCR tupune eklenir ve PCR tupu tekrar cihaza
yuklenir. 42 °C’de 15 dakika, 95°C’de 5 dakika inklbe edilir.

Elde edilen cDNA 6rnekleri hedef genlerin ekspresyonunu tesbit etmek
amaciyla Real-Time PCR cihazina yerlestirilir. Bunun igin her bir érnek
basina Sybergreen Mix’den 25 ul, Primer forward (10 pmol)den 3 pul, Primer
reverse (10 pmol)den 3 ul alinir 5 yl cDNA eklenerek reaksiyon karigimi
hazirlanir. Bu karisima toplam volim 50 pl'ye tamamlanacak sekilde dH20
eklenilir. Tim karisim hazirlama iglemleri buz tGzerinde gergeklestirilir. Her bir
ornek icin hazirlanan bu PCR karisimlari amplifikasyon igin cihazin platine
yuklenerek amplifikasyon program baslatilir. Amplifikasyon programi 95°C’de
5 dakika, 94°C’de 1 dakika, 61°C’de 40 saniye, 72°C’de 1 dakika ve son Ug¢
sikusun 40 kere tekrarlanmasi ve son uzama 2°C’de 2 dakika olarak
uygulanir. PCR sartlari calismaya gore optimize edilir. Reaksiyonda G6PDH

geni endojen kontrol olarak kullaniimigtir.

Ekpresyon miktari 6lgmek igin bir endojen kontrolle normalizasyon yapildi.
Standart egriler hem hedef hem de endojen referans icin hazirlandi. Her bir
deneysel 6rnek icin, hedef ve endojen referansin miktari uygun standart
egriden tanimlandi. Sonra hedef miktar normalize edilmis bir hedef deger
elde etmek icin endojen referans miktarina bolinerek hesaplandi. Tum veriler

gliseralaldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GADPH)'a gére normalize edildi.
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3.12 istatiksel Analizler:

istatistiksel analizler, SPSS 16.00 for windows programi kullanilarak yapildi.
Veriler, n sayidaki deneyin aritmetik ortalamasit standart hata (SH) olarak
gosterildi. Degerler arasi farklihk, p degerinin 0.05'den kuguk olmasi
durumunda, istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. Izometrik damar
yanitlarinin degerlendiriimesinde tek yonll varyans analizi (one way anova)
ve anlamlilik g¢ikan verilerin karsilastirimasinda ise post hoc tukey testi
kullanildi. Deney hayvanlarina ait normal dagilim gostermeyen diger veriler
ise nonparametrik testlere tabi tutuldu. Buna goére Oncelikle Kruskal-Wallis
testi yapildi ve gruplar arasi fark olmasi durumunda karsilastirma igin Mann-
Whitney U testi uygulandi. Tekrarlayan dlgimlerdeki (aclik kan sekeri, vicut
agirhgr gibi) farkliliklari ve istatiksel anlamliliklari ortaya koymak igin

tekrarlayan olgimlerde varyans analizi yapildi.
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IV. BULGULAR

4.1 Deney Hayvanlarinin Genel Bulgulari:

Deneylerde kullanilan siganlara tim uygulamalar es zamanli olarak
yapildigindan hayvanlardaki bir takim degisikliklerin goézlemsel ve basit
Olcimlerle karsilastirmali olarak yapilmasi olanagi dogmustur. Calisma
protokoll geredi 4- 8 hafta yagli yem ile beslenen ve kan sekeri ylksekligi
belirlendikten sonra da 4 hafta daha beslenmeye devam eden siganlarin bu
surecgte vucut agirhgr degdisimleri ve kan sekerleri kontrol edilmigtir. Vicut
agirhgr ve kan sekeri odlgcumleri deney baslangici, deneyin bitisi ile tedavi
baslangici (5.hafta) olmak Uzere ¢ ayri zamanda dlgllerek kaydedilmis olup
bu veriler arasindaki farkhlik ve istatistiksel anlamhlik Tablo 4.1 ve Tablo

4.2’de verilmistir.

Genel olarak deney hayvanlarinin vacut agirliklari karsilastirildiginda
tedavisiz diyabetik grup da dahil olmak Uzere tum gruplarin deney sonu
agirliklart  baslangic adirliklarina goére artmistir. Gruplar arasi  kiyas
yapildiginda deney sonunda tedavi almamis diyabetik gruptaki siganlarin
diger gruplara gore zayif oldugu gozlemlenmis olup bu agirhk farki, yalnizca
dusUk doz selenyum tedavisi alan grup ile istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Bunun yani sira 4 haftalik yagh yem diyetinin ve STZ
enjeksiyonun ardindan 5. haftada yapilan dlgimler géz 6nune alindiginda
tum gruplarda baslangi¢ agirhigina goére bir vicut agirhgr artisi oldugu

gOzlemlenmistir.
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Tablo 4.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhigi Degerleri

Vicut Agirhgi (g) Baslangi¢ 5. hafta Bitis
(Tedavi Sonrasi)

K (n=7) 233,57 £ 6,70 252,14 +6,97 2 259,29+6,49a b
HFD+ STZ (n=7) 224,00 £ 5,62 230,29 £6,332 242,14 +586a b
HFD+ STZ +SEL 180 | 232,14 + 5,75 260,43 +7,982 288,14 £ 6,77 ad
(n=7)

HFD+ STZ +SEL 300 | 226,43 + 9,17 236,43 £ 7,53 2 264,14 +6,332 b
(n=7)

HFD+ STZ +SEL 500 | 225,71 + 9,47 251,43 £ 12,23 263,57 £ 12,80
(n=7)

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gun
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltilmigtir. Gruplarin deney
baslangicindaki, 4 haftalik yagli diyeti takiben streptozotosin (kontrol harig) enjeksiyonundan
bir hafta sonraki ve deney sonundaki agirliklari verilmistir. Degerler + SEM olarak verilmis
olup n= gruptaki hayvan sayisini, a p< 0,05 ayni grubun baglangi¢ degerine,? p< 0,05 ayni
grubun 5. hafta degerine ise, 9 p< 0,05 tedavisiz diyabetik gruba goére gore istatistiksel
anlamliligi géstermektedir.

Genel olarak deney hayvanlarinin aglk kan sekerleri karsilastirildiginda
deney sonunda tedavi almis ya da almamis butin diyabetik siganlarin aglik
kan sekerlerinin kontrole gore anlamli olarak yuksek oldugu belirlenmigtir.
Bununla birlikte tedavi almis sicanlarda aclik kan sekerinin, her U¢ grupta da,
tedavi almamis diyabetik siganlara kiyasla anlamli bir sekilde dusmus oldugu
gorulmagtur. Bunun yani sira 4 haftalik yagh yem diyetinin ve STZ
enjeksiyonun ardindan 5. haftada yapilan olgimler géz 6nlne alindiginda
tim gruplarda baslangi¢c aclik kan sekeri degerlerine gore bir artis oldugu

g6zlemlenmistir.
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Tablo 4.2 Deney Hayvanlarinin Aglik Kan Sekeri Degerleri

Achik Kan Sekeri Baslangi¢ 5. Hafta Bitis

(mg/dl) (Tedavi Sonrasi)

K (n=7) 70,57 + 2,68 70,71 £ 2,73 69,29 + 3,97

HFD+ STZ (n=7) 78,71+ 2,70 438,57 + 17,58 2 528,14 + 14,413 abec

HFD+ STZ+ SEL 180 | 77,86 £+ 2,39 425,14 £ 39,29 2 224,00+ 39,19 abcd

(n=7)

HFD+ STZ+ SEL 300 | 72,85 £ 3,00 309,71 £ 30,80 2 216,51 £ 38,69 abcd

(n=7)

HFD+ STZ+ SEL 500 | 72,429 + 3,74 314 £ 32,302 292,71 +52,85acd

(n=7)

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltiimistir. Gruplarin deney
baslangicindaki, 4 haftalik yagli diyeti takiben streptozotosin (kontrol harig) enjeksiyonundan
bir hafta sonraki ve deney sonundaki agirliklari verilmistir. Degerler + SEM olarak verilmis
olup n= gruptaki hayvan sayisini, a p< 0,05 ayni grubun baglangi¢ degerine,? p< 0,05 ayni
grubun 5. hafta degerine ise, 9 p< 0,05 tedavisiz diyabetik gruba goére gore istatistiksel
anlamliligi géstermektedir.

Elde edilen kantitatif verilerin yani sira deneyin bitisine kadar gegen uzun
surecte kafeslerde beslenen ve bakimi yapilan siganlarda bir takim
degisiklikler gézlemsel olarak belirlenmistir. STZ enjeksiyonunu takiben kan
sekeri yuksekligi gelisen diyabetik si¢canlarda, tedavi almamis grupta deney
sonuna kadar, tedavi almis gruplarda ise daha ziyade tedavi baslangicinda,
bir takim cilt yaralari olustugu gézlemlenmistir. Ozellikle siganlarin gézlerinde
ve karin kisimlarinin yere temas eden bolgelerinde gozlemlenen bu
yaralarin, kontrol grubundaki sicanlarda herhangi bir travmaya bagli olugsmus
yaralara gore nispeten yavas iyilestigi ya da iyilesmedigi gorulmustar. Tedavi
almamis diyabetik gruptaki siganlarda baslangigta beyaz (albino) olan dig
gbrinimin zamanla bazi boélgelerde, olasi cilt alti kanama ya da zayiflamaya

bagli, golgelendigi de gobzlemsel bulgular arasindadir. Bunlara ek olarak
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deney bitiminde tedavi almamis diyabetik gruptaki bazi siganlarda katarakt
bulgusu olabilecek gézde matlasma tespit edilmistir (sekil 4.1, sekil 4.2).

Sekil 4.1 Tedavi almamis diyabetik sigan dig goriiniis ve gozde matlagsma (1,3 MP

samsung digital camera, Zeynep Oztiirk)

Sekil 4.2 Kontrol sigan dis goriiniigii ( (1,3 MP samsung digital camera, Zeynep Oztiirk)
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4.2 Damar Kasilma ve Gevseme Yanitlarina Ait Bulgular:

Deneye alinan hayvanlardan izole edilen torasik aorta seritleri ile yapilan
in vitro ¢alismalarda damarlarin fenilefrinle kasilma yanitlari, fenilefrinle on
kasilmanin ardindan asetilkolin ve sodyum nitroprusside verdikleri gevseme

yanitlari logaritmik doz-yanit egrileri gizilerek degerlendirilmigtir.

Izole edilen damar seritlerinde fenilefrinle kasiima yanitlari logaritmik doz-
yanit egrisinde gosterilmis olup fenilefrinin herhangi bir dozunda gruplar

arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.3) .
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Sekil 4.3 Damar seritlerinde fenilefrinle elde edilen kasilma yanitlari

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gln
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n= 7’dir.
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izole edilen damar seritlerinde fenilefrinle total kasilma miktarlari tim
gruplarda birbirine yakindir. Tedavi edilmemis diyabetik grupta total
kasilmada bir miktar dugus gobzlense de bu istatiksel olarak anlamlilik

gOstermemektedir. (Sekil 4.4)
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Sekil 4.4 Damar seritlerinde fenilefrinle elde edilen total kasiima miktarlar
Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n= 7’dir.

Yapilan damar ¢alismalarindan elde edilen verilerden hesaplanan, fenilefrine
ait ECsp ve pD, degerleri de Tablo 4.3'de verilmistir. Bu degerler

incelendiginde de gruplar arasinda anlamli bir fark gérilmemektedir.

Tablo 4.3 Fenilefrinin ECsove pD, (-log ECs) degerleri

EC 50 pD2

K

0,6386 +0,18 7,2143 +0,16
HFD+ STZ

1,1857 +1,06 7,0629 +0,38
HFD+ STZ +SEL180 1,2871 +0,71 7,0014 +0,32
HFD+ STZ +SEL300 0,8800 +0,90 7,0500 0,05
HFD+ STZ +SEL500 0,8243 +0,48 7,1357 +0,25

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gln
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n= 7'dir

42



Fenilefrinin EC80 dozu ile 6n kasilma saglanmis damarlarda bakilan
asetilkolinle elde edilen gevseme yanitlar logaritmik doz-yanit egrisinde
gosterilmistir (Sekil 4.5). Gevseme yanitlari genel olarak degerlendirildiginde
tedavi edilmemis diyabetik grupta, diger tum gruplara gore, asetilkoline bagli
gevsemede bir azalma gozlenmis olup bu istatistiksel olarak da anlaml
bulunmustur. Diger bir deyigle tedavi almis diyabetik gruplarda, tedavi
almamis diyabetik grupta gozlenen gevseme vyanitinin azalmasi
gozlenmemigtir. Tedavi alan diyabetik gruplarin gevseme yanitlari baslangig
dozlarinda daha belirgin olmak Uzere, bazi dozlarda kontrolle farklilik
gOsterse de asetilkolinle saglanan total gevseme yaniti agisindan kontrolle

bu gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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Sekil 4.5 Damar seritlerinde asetilkolinle elde edilen gevseme yanitlari

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gln
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n= 7'dir. * p< 0,05 diger tim gruplara goére , # p< 0,05
tedavisiz diyabetik gruba gore istatistiksel anlamlihgi gdstermektedir.
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Fenilefrinin EC80 dozu ile 6n kasilma saglanmis damarlarda bakilan
sodyum nitroprussidle elde edilen gevseme yanitlar logaritmik doz-yanit
egrisinde gosterilmigstir (Sekil 4.6). Gevseme yanitlari kargilastirildiginda tim

gruplar arasinda anlamli bir farklik gézlenmemektedir.
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Sekil 4.6 Damar seritlerinde sodyum nitroprussidle elde edilen gevgseme
yanitlan

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gln
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n= 7’dir

44



Fenilefrin EC50 dozuyla 6n kasilma saglanmis damar seritlerinde, bazal
nitrik oksid miktarini degerlendirmek maksadiyla yapiimis tek doz L-NAME
uygulamasina kasilma yanitlari, 6n kasilmaniin %’si olarak degerlenmistir
(Sekil 4.7). Tedavi almamis ve almamis diyabetik gruplarda L-NAME ile
kasilma yanitinda anlamli bir dusus go6zlenirken tedavi almig diyabetik
gruplar ile tedavisiz diyabetik grup karsilastirildiginda tedavi almis olan

gruplarin kasilma yanitlarinda anlamli bir artis s6z konusudur.
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Sekil 4.7 Damar seritlerinde L-NAME ile elde edilen kasilma yanitlar

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gln
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n= 7’dir. * p< 0,05 kontrole goére , # p< 0,05 tedavisiz
diyabetik gruba gore istatistiksel anlamhligi géstermektedir.

4.3. Deney Hayvanlarinin Lipid Profiline Ait Bulgular:
Deney bitiminde hayvanlardan alinan kanlardan yapilan analizlerde kan

lipid profili degerlendirilmistir ve elde edilen veriler Tablo 4.4’te sunulmustur.
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Tablo 4.4 Kan Orneklerinden Elde Edilen Lipid Degerleri

Total Trigliserid HDL- LDL-
Kolesterol (mg/dl) kolesterol | kolesterol
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
K 25,14+ 2,62 38,57+ 5,87 10,14+ 1,33 8,86+ 0,91
HFD+ STZ 180 AAT 30008 13,71 ¢ 13,00¢ 9,86+ 1,20
c 0,78 a
HFD+ STZ
+SEL 180 2586+ 1,16¢ | 50,57+3,62¢ | 8,71£0,64 ¢ 7,29+ 1,20
HFD+ STZ
+SEL300 35,14£2,70¢ | 81,43+9,70¢ ¢ | 11,14 1,03 7,71+ 0,68
HFD+ STZ
+SEL500 29,14+2,499 | 4371+7,57¢ | 12,571,272 | 7,43+ 1,34

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gln
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ+ SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n= 7’dir. ¢ p< 0,05 kontrole gére , d p< 0,05 tedavisiz
diyabetik gruba goére,2 p< 0,05 selenyum180 mikrogram/kg/ giin tedavi verilmis diyabetik
gruba gore istatistiksel anlamliligi géstermektedir.

Buna goére tedavi almamis diyabetik grubun total kolesterol ve trigliserid
degerleri diger tum gruplara gore anlamli olarak yuksek bulunmustur. Tedavi
alan siganlarin hepsinde total kolesterol ve trigliserid dederlerinde, diyabete
LDL-kolesterol

agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklik gézlenmezken HDL- kolesterol

kiyasla anlamli bir dusuklik s6z konusudur. degerleri
duzeyleri dustuk doz selenyum tedavisi alan grupta tedavisiz diyabetik gruba
kiyasla anlamli olarak azalmistir. Genel olarak dusik doz selenyum tedavisi

alan diyabetik grup hari¢ tedavili ve tedavisiz diyabetik gruplarda HDL-
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kolesterol duzeyleri agisindan kontrole gore bir yukselme godzlense dahi bu

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

4.4. Deney Hayvanlarinin insiilin ve NO Seviyelerine Ait Bulgular:
Deneye alinan siganlarin serumlarinda 6zel rat insulin kiti ile analiz edilen
insulin degerleri sekil 4.8’da verilmistir. Buna gore tedavi almamis diyabetik
grubun insllin degerleri ortalama olarak diger gruplara kiyasla bir miktar
dusuk olsa da bu fark istatiksel olarak anlamli degildir. Sonug¢ olarak serum
insulin ~ degerleri acisindan gruplar arasinda anlamli  bir fark

bulunmamaktadir.
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Sekil 4.8 Serum insiilin seviyeleri

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gln
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n=7"dir.

Deneye alinan siganlarin serumlarinda nitrit/nitrat kolorimetrik dlgim Kkiti
ile analiz edilen NO degerleri sekil 4.9’de verilmistir. Buna goére tedavi
almamis diyabetik grubun NO degerleri diger gruplarla karsilastirildiginda
anlamli olarak dusik bulunmustur. Tedavi almis diyabetik gruplarda ise NO
seviyeleri acgisindan tedavi almamig diyabetik gruba gore bir yukselme
mevcut olsa da yalnizca dlsuk doz selenyum tedavisi alan gruptaki yuksek

NO degerleri istatiksel olarak anlamlilik géstermektedir.
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Sekil 4.9 Serum NO seviyeleri

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ glin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gun
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n=7’dir. * p< 0,05 kontrole goére , # p< 0,05 tedavisiz
diyabetik gruba gore istatistiksel anlamhligi géstermektedir.

4.5. Deney Hayvanlarinin MDA Seviyelerine Ait Bulgular:

Deney hayvanlarinin serumlarinda ve karaciger 6rneklerinde bakilan MDA
duzeyleri Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°'de verilmistir. Buna gore tedavi almamis
diyabetik sicanlarin serum ve karaciger MDA duzeyleri kontrole gore anlaml
olarak yuksektir. Tedavi almis diyabetik siganlarin karacigerlerinde ol¢llen
MDA seviyeleri tedavi almamig diyabetik siganlarinkiyle kargilastirildiginda
anlamli olarak dusik bulunurken bu anlamli farklihk, serum o6rneklerinde

yalnizca dusuk doz selenyum tedavisi almig sigan grubunda gorulmektedir.
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Sekil 4.10 Serum MDA seviyeleri

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n=7’dir. * p< 0,05 kontrole goére , # p< 0,05 tedavisiz
diyabetik gruba gore istatistiksel anlamhligi géstermektedir.
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Sekil 4.11 Karaciger MDA seviyeleri

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ guin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gln
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n=7’dir. * p< 0,05 kontrole gbére , # p< 0,05 tedavisiz
diyabetik gruba gore istatistiksel anlamlligi géstermektedir.
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4.6. Deney Hayvanlarinin Siiperoksid Dismutaz, Katalaz ve Glutatyon
Peroksidaz Seviyelerine Ait Bulgular:

Deney hayvanlarinin karaciger orneklerinde bakilan superoksid dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve katalaz duzeyleri Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil
4.14’de verilmigtir. Buna gore suUperoksid dismutaz ve glutatyon peroksidaz
degerleri agisindan gruplar arasinda bir farklilik goézlenmemigtir. Karaciger
katalaz seviyeleri karsilastirildiginda ise tedavi almamis diyabetik grubun
katalaz seviyelerinin kontrole gore anlamli olarak arttigi, tedavi almis
diyabetik grubun katalaz seviyelerinin ise tedavi almamis diyabetik gruba

gore anlamli olarak duguk oldugu gorulmustur.
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Sekil 4.12 Karaciger SOD seviyeleri
Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gln
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n=7"dir.
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Sekil 4.13 Karaciger GPx seviyeleri

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n=7"dir. # p< 0,05 tedavisiz diyabetik gruba gore istatistiksel
anlamliligi géstermektedir.
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Sekil 4.14 Karaciger CAT seviyeleri

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gun
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n=7’dir. * p< 0,05 kontrole goére , # p< 0,05 tedavisiz
diyabetik gruba gore istatistiksel anlamhligi géstermektedir.
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4.7 Deney Hayvanlarinin NADPH oksidaz ve eNOS Gen
Ekspresyonlarina Ait Bulgular:

Deneyde kullanilan siganlarin torasik aorta 6rneklerinde NADPH oksidaz
ve eNOS enzimlerinin  mRNA ekspresyonlari analiz edilmis olup
gliseralaldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GADPH)a gore normalize edilmis
sonuglar Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir. Buna gore tedavi almamis
diyabetik grupta her iki enzim mRNA ekspresyonu agisindan anlamli
farkhliklar gézlenirken NADPH oksidaz gen ekspresyonlarinin arttigi eNOS
gen ekspresyonlarinin ise anlaml olarak azaldigi gérilmektedir. Ote yandan
NADPH oksidaz mRNA seviyeleri tedavi almig diyabetik grupta, tedavi
almamis diyabetik gruba gore anlamli olarak dusuktur. Yine tedavi almamis
diyabetik grupta disen eNOS gen ekspresyonlarinin genel olarak tedavi
almis diyabetik gruplarda arttigi goéralmus olup bu artis yalnizca dusuk doz

selenyum tedavisi almis grupta istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.15 NOX, mRNA ekspresyonu

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n=7’dir. * p< 0,05 diger tim gruplara gére , # p< 0,05
tedavisiz diyabetik gruba gore istatistiksel anlamliligi géstermektedir.
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Sekil 4.16 eNOS mRNA ekspresyonu

Kontrol grubu (K), tedavisiz diyabet grubu (HFD+ STZ), selenyum 180 mikrogram/kg/ giin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 180), selenyum 300 mikrogram/ kg/ gun
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 300), selenyum 500 mikrogram/kg/gin
tedavi verilmis diyabetik grup (HFD+ STZ +SEL 500) olarak kisaltiimistir. Degerler + SEM
olarak verilmis olup her grupta n=7’dir. * p< 0,05 diger tim gruplara gére , # p< 0,05
tedavisiz diyabetik gruba gore istatistiksel anlamlihdi géstermektedir.
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V. TARTISMA

Hiperglisemi ve obezite caligmalarinda kullanilan bir takim deneysel
modeller bulunmakla birlikte (ob/ob mouse, Zucker rats, OLETF rats vs.)
bunlar hem ¢ok pahali, hem de uretimi zordur. HFD ile beslenen siganlarda
insulin direnci gelistigine dair calismalar mevcuttur (149,150,151). Ayni
zamanda dusuk doz STZ'in beta hucreleri Gzerine 1lmh bir destriksiyon
yaptigi bilinmektedir (152,153). Bu da tip 2 DM’nin ileri donem bulgulariyla
uyusmaktadir. Bu nedenle arastirmacilar, HFD ve bunu izleyen dusik doz
STZ uygulamasiyla hastaligin dogal seyrini yakalamaya ¢alismiglardir (152,
153,154). STZ dozunu tespit etmek maksadiyla metoda yonelik ¢calismalar
da yakin zamanda yapilmistir (155,156). Bu ¢alismanin amaci Tip 2 DM’nin
dogal gidisine ve metabolik karakteristiklerine uygun deneysel bir olusturmak
ve bu modelde antioksidan 6zelligi bilinen bir madde olan selenyumun tedavi
edici etkisini aragtirmaktir.

Multipl distk doz STZ enjeksiyonunun diyabet modeli olusturabilecegine
dair calismalar mevcuttur. Korede yapilan bir calismada erkek Sprague-
Dawley siganlarda tek ve yuksek doz STZ (IP, 80 mg/kg) enjeksiyonunun
hizli bir yikima yol actigi; ancak siganlara multipl disuk doz STZ (20mg/kg 5
gun sureyle, IP) verildiginde B hulcrelerinde kademeli ve otoimmun bir
destriksiyonun ortaya c¢iktigi bildirilmigtir (157).  Wright Jr. ve Lacy
sicanlarda multipl dusik doz STZ (25mg/kg IP haftada bir, 3 hafta)
enjeksiyonu sonucu diyabet olusmadigini bildirmistir Immunolojik faktorlerin
de multipl disik doz STZ ile diyabet olusumunda sinerjistik etki gosterdigi
dusundlmektedir (158). Boylelikle kademeli bir B-hicre destriksiyonu
olugsmaktadir. Bu durum tip 2 diabetin dekompanze safhasinda meydana

gelebilir.

54



HFD (ylksek yag icerikli diyet) insulin direnci olusturmak amaciyla
kullanimistir  (159,160,161). Bu ydntem multipl dusik doz STZ
uygulamasiyla kombine edilirse insulin direnci olusturmak yaninda bir insulin
yetmezligi de geliseceginden uygun bir tip 2 diyabet hayvan modeli olabilir.
Bu calismada da Uzerinde durulan noktalardan biri budur. Son yillarda
deneysel diyabet olusturmak maksadiyla yagli yemle beslenen sicanlarda
yapilmig, STZ'nin degisik dozlarinin denendidi detayh bir c¢alismanin
sonuglari da multipl diguk doz STZ (30mg/kg IP haftalik, 2 hafta sureyle)
uygulamasinin HFD-besili siganlarda ac¢ik bir hiperglisemi olusturdugunu,
basari oraninin yiksek oldugunu ortaya koymustur (141). Sonug olarak HFD
ile multipl disik doz STZ 30mg/kg IP haftalik, 2 hafta sureyle) uygulamasi,
Tip 2 DM’in patofizyolojisini aydinlatmada daha uygun bir model olarak
kargsimiza ¢gikmaktadir.

Genel olarak yuksek doz STZ ile olusturulan ve yeni tip 2 diyabet
modelleri olusturulana kadar sik¢a kullanilan deneysel modellerde siganlarin
vucut agirliklarint 6nemli olcude kaybettikleri gozlemlenmigtir. Oysa tip 2
diyabetli hastalarda kilo artigi da dnemli bir sorun olmakla birlikte obezite ve
tip 2 diyabet birbirini tetikleyen iki unsurdur. HFD ve dusuk doz STZ
kombinasyonunun siganlar Uzerindeki etkisinin incelendigi bir baska
calismada tek ve disuk doz STZ uygulamasinin diyabetik model olusturacak
duzeyde bir hiperglisemi yaratmamakla birlikte siganlarda kilo kaybina neden
olmadigi gosterilmigtir. Ayrica yagli yemle beslenen saglikli si¢canlarin ve
diyabetik sicanlarin vicut agirliklarinin artti§i da sonuglar arasindadir (153).
Bu calismada da deney hayvanlarinin vucut agirliklari deney baslangici,
hiperglisemik ddénem ve deney bitiminde o&lgulmis olup yapilan
kargilagtirmalarda diyabetik sicanlarda zaman igerisinde kilo kaybi
gozlenmemigtir. Vucut agirhgr artisi agisindan gruplar arasi degerlendirmeler,
tedavi almamig diyabetik sicanlarin vicut agirliklarinin kontrole ve tedavi
almis diyabetik sicanlara gore daha az degistigini gostermistir. Saglikh
sicanlarda degisik dozlarda selenyum uygulamasinin etkilerinin arastirildigi

son yillarda yapilan bir calismada selenyumun vucut agirhgini arttirici etkisi
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gosterilmistir (162). Bu ¢alismada da tedavide kullanilan selenyumun duguk
dozlarda diyabetik sicanlar Uzerinde vicut agirigini arttirict bir etki
olusturdugu gozlenmisgtir.

Selenyum ilk olarak 1817 yiinda Jons Jacob Berzelius tarafindan
kesfedilmis olup antioksidan 0Ozelligi nedeniyle Uzerinde pek c¢ok hastalik
modeliyle iligkili galismalar yapilmaktadir. Selenyum insan saghg igin olan
esansiyel bir element olup basta bobrek ve karaciger olmak Uzere insanin
tim dokularinda bulunmaktadir. in vitro ve in vivo calismalar selenyumun
diyabet tedavisinde bazi olumlu etkileri oldugunu gostermis olup insuline
benzer 6zellikleri ortaya konmustur.

Yapilan calismalar selenyumun glisemik kontroli saglamak yaninda
diyabette kalp, bobrek ve karacigerde meydana gelen bazi degisiklikler
uzerinde de etkili oldugunu gostermigtir. Buna gore selenyumun diyabetik
farelerde kan glukozu yani sira lipid peroksidasyon, glutatyon peroksidaz,
glutatyon S transferaz ve kan selenyum seviyelerine de duzeltici etkisi
bulunmaktadir. Bu verilerle selenyumun diyabetle iligkili oksidatif stresi
azaltmada rol oynadigi dusunulmektedir (23,24,120,125,130,136). Bu
calisma da streptozotosinle diyabet olusturulmus ve yuksek yag igerikli
diyetle beslenen siganlarda aglik kan glukozunu, kan lipid seviyelerini ve lipid
peroksidasyon goOstergesi olan MDA seviyelerini dizelttigini ortaya
koymaktadir.

Diyabette SOD duzeylerinin arttigi, degismedidi veya azaldigi seklinde
birbiriyle c¢elisen c¢alismalar vardir (163,164,165). Selenyum glutatyon
peroksidazin bir integral parcasidir(166). Yapilan c¢alismalarda diyabetli
hastalarda serum glutatyon peroksidaz aktivitesinin azalmis oldugu rapor
edilmektedir (163,165). Bununla birlikte son yillarda yapilan bir ¢alismada
selenyumun degisik dozlarinin 8 hafta boyunca diyete katiimasinin saglkl
sicanlarda da katalaz duzeylerini disurdtugu, GPx duzeylerini de arttirdidi
bildirilmistir (162). Bu galismada da oksidatif stres dizeyindeki degisiklikleri
degerlendirmek maksadiyla yaptigimiz analizlerde SOD duzeylerinde anlamli

bir degisiklik gbzlenmezken selenyumun diyabette artmis olan katalaz

56



seviyelerini dusurdugu, diyabette dugsmus olan GPx duzeylerini ise arttirdigi
gOrulmustar.

Gerek deneysel modelin basarisi, gerekse tedavinin etkinligini
degerlendirmek acgisindan deneyde kullanilan siganlarda olgulen insulin
degerleri 6nem tasimaktadir. Yuksek doz STZ ile olusturulmus deneysel
diyabet modelinde pankreasin bluyuk bir kisminin haraplanmasina bagl
insulin miktarlarinda Oonemli dusugler gozlenmekle beraber son vyillarda
denenen bu yeni tip 2 diyabet modelinde instlin seviyelerinde anlaml bir
degisiklik gozlenmemektedir (141,142). HFD ve tek- duguk doz STZ'nin
siganlar Uzerindeki etkilerinin arastirildigi bir bagka ¢alismada ise yine dusuk
doz STZ uygulamasinin plazma insulin degerlerini degistirmedigi, tek basina
HFD ile beslenmenin insulin seviyelerini arttirdigi, kombine uygulamanin ise
plazma insulin seviyelerini azalttigi gézlemlenmistir (153) . Deneysel tip 2
diyabet modeli karakterizasyonu Uzerine yapilmis bir calismada ¢oklu- dusuk
doz STZ uygulanmis HFD- besili siganlarda intraperitoneal glukoz tolerans
testi (IPGTT) uygulanmis olup elde edilen sonuglar anlaml diizeyde yuksek
bulunmustur (141). Bu ¢alismada ise elde edilen veriler insilin seviyelerinin
tedavi almamis diyabetik sigcanlarda ortalama olarak bir miktar azaldidi;
ancak bu azalmanin istatiksel olarak anlamli olmadi§i yénindedir. insdlin
seviyelerinde degisiklik olmaksizin olusan hiperglisemi, HFD ile beslenme ve
coklu- dusuk doz STZ ile gelismis olasi bir insilin direncine bagl olabilir.

Tip 2 diyabet hayvan modelleri ve hastalarda, ¢esitli damar yataklarinda,
asetilkolinle olusan endotele bagli gevseme yanitlari bozulmustur. Asetilkolin
gevsetici etkisini NO, prostasiklin gibi endeotelden kaynaklanan gevsetici
faktorlerin ve endotelden kaynaklanan hiperpolarizasyon faktérin (EDHF)
salinimini saglayarak gosterir. Blyuk boy arterlerde NO, endotele bagli
gevsemede ana rolu Ustlenmektedir (102). NO’in anormal uretimi ya da
yanitinin diyabette gorulen vaskuler ve endotelyal disfonksiyona katkida
bulunmaktadir. Diyabetik sicanlarda koroner arterlerde, asetilkolinle olugsan
damar gevsemesindeki dususlerin, plazma NO seviyelerinde ve eNOS
protein ekspresyonundaki azalma ile birlikte oldugu gosterilmigtir (109).

Streptozotosinle diyabet olusturulmus sicanlarin torasik aortlarinda benzer bir
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sonug¢ elde etmistir (110). Bu calisma da diyabetik sigan aortlarinda
asetilkoline endotelyal yanitin azaldigini gostermektedir. Yine diyabetik sican
aortlarinda L-NAME’e verilen kasilma yanitlari da anlamli bir sekilde
azalmistir. Bu sonuglar streptozotosin ile diyabet olusturulmus ve yuksek yag
icerikli diyetle beslenen sicanlarin aortlarindaki endotele bagli gevseme
yanitinin bozulmasinin, esas olarak NO aracili oldugunu goéstermektedir.

Bunun yani sira bu calismada kontrol ve diyabetik si¢canlarda, bir NO
donorl olan sodyum nitroprussid (SNP) ile olusan ve endotele bagli olmayan
gevseme yanitlari karsilastiriimistir. Sonug olarak diyabetik sicanlarda damar
duz kas hucrelerinin NO’e duyarliliginin surdigu goérulmastir; bu daha once
yapilan ¢alismalarla da uyum saglamaktadir (109,110).

Selenyum, damarda asetilkolinle olusan endotele bagli gevsemedeki
bozuklugu iyilestirmekte, serum NO seviyelerini yukseltmekte; ancak
diyabetik sicanlarda aortta SNP ile olusan endotele bagl olmayan
gevsemede herhangi bir degisiklik yaratmamaktadir. TUm bunlarin sonucu
olarak denilebilir ki selenyum, damarin asetilkoline yanitini NO biyoaktivitesi
araciligiyla dizeltmektedir.

Diyabette fenilefrine vazokonstriksiyon yanitlarinin  mevcut oldugu
bildirilmigtir; ancak elde edilmis sonuglar birbirinden farkhidir. Bazi
calismalarda streptozotosinle diyabet olusturulmus siganlarin pulmoner
arterlerinde fenilefrine kasilma vyanitlarinda azalma goésterilmistir (167).
Bazilarinda Goto—Kakizaki diyabet si¢ganlarinda aortun fenilefrine cevabinin
degismedigi yonunde olup (107), bir diger calisma da, db/db model farelerde
bu yanitin arttirdigi  bulunmustur. (168). Bu farkliliklarin nedeni acik
olmamakla birlikte, hayvan modellerinin farklli§i, hipergliseminin dogal seyri
ve siddeti ile ilgili olabilir. Yapilan bir diger ¢galismada da diyabette vaskuler
fenilefrin cevaplarinin zaman bagli degisim gosterdigi, erken donemde daha
kuvvetli kasilma olusurken ge¢ donemde zayif kasilma cevaplari olustugu
bulunmustur (169). Bu durum, streptozotosinle diyabet olugturulmus sigan
aortlarinda, azalmig NO dizeylerinin fenilefrin cevabini
kuvvetlendirebilecedini ve NO artisinin fenilefrine bagli vazokonstriksiyonun

siddetini  azaltabilecegini  gOstermektedir.  Diyabetik  aortta, alfa
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adrenoreseptor sayisinda ve duyarlihgindaki degisiklikler, fenilefrine farkl
vaskuler yanitlarin olugsmasina yol agabilir. Bu ¢alismada diyabetik siganlarda
NO seviyeleri, kontrole goére disuk ve selenyum uygulanmis diyabetik
siganlarda uygulanmamiglara goére yuksek olmasina ragmen fenilefrin
yanitlart her dort grupta da benzer bulunmugtur. Bu sonuglar NO
seviyelerinin, diyabetik sigcanlarin aortlarinda fenilefrin yanitlarina etkisi
olmadidini duasundurmektedir. Son yillarda yapilan bir bagka calismada da
buna benzer sekilde, diyabetik farelerde, disik NO seviyelerinin fenilefrine
kasilma yanitini artirmadigini bulunmustur (168).

Selenyum NO biyoyararlanimi Uzerindeki etkisini endotlyal nitrik oksid
sentaz (eNOS) ve NADPH oksidaz (zerinden gerceklestirmektedir.
Streptozotosin  uygulamasiyla diyabet olusturulmus siganlarda (170),
diyabetik spontan hipertansif siganlarda (171) ve in vitro hiperglisemiye
maruz kalmis insan aortik endotelial hdcrelerde (172) eNOS’un down-
regulasyonu gozlemlenmigtir.

Bu calismada da diyabet, NO aracili endotele bagli gevsemeyi bozmus,
NO seviyelerini digsurmus ve eNOS mRNA ekspresyonlarini azaltmigtir.
Bununla  Dbirlikte  selenyum tedavisi, diyabette bozulmus olan
vazorelaksasyonu iyilestirmis, NO seviyelerini arttirmis ve eNOS mRNA
ekspresyonunu arttirmistir. Bu sonuglara gére eNOS’dan elde edilmis
NO’deki artiglar, diyabetik aortta endotele bagli gevsemede yararl olabilir.

Oksidatif stresin diyabetik endotelyal disfonksiyon olusumunda 6énemli bir
rol oynadigi buyuk oOlcide kanitlanmigtir. Hiperglisemi ve dislipidemi,
superoksid gibi reaktif oksijen radikallerinin fazla miktarda olusmasina neden
olmaktadir. Stiperoksid olusumu NO’in peroksinitrite (ONOO-) dénisumine
neden olabilmekte, boylelikle NO biyoyaralanimini azaltmakta ve bu da
damar gevsemesinde bozukluga yol agmaktadir. Kardiyovaskuler sistemde
oksidatif streste rol oynayan, reaktif oksijen radikallerini sentezleyen enzimler
arasinda NADPH oksidaz, ksantin oksidaz ve mitokondrial superoksid
sentezleyici enzimler bulunmaktadir. NADPH oksidaz superoksid
olusumunda ve NO’in vaskuler doku igerisinde parcalanmasinda ana rol

oynamaktadir. Cok sayida ¢alisma IDDM ve NIDDM hayvan modellerinde
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NADPH oksidaz aktivitesi ve ekspresyonunun arttigini (up-regulation)
gOstermigtir ve bu da superoksid Uretimine kaynaklik etmektedir.
(173,174,175). Bu calisma da, NADPH oksidaz'in esas olarak endotelyal
hicrelerde bulunan bir alt tipi olan NOX,Un mRNA ekspresyonlarinin ,
diyabetik sican aortlarinda belirgin bir bicimde arttigini, bununla birlikte
selenyum uygulamasinin NOX; mRNA ekspresyonunu azalttigini, sonug
olarak NO biyoyararlanimini arttirarak endotelyal disfonksiyonu duzelltigini

gOstermisgtir.
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VI. SONUG VE ONERILER

Sonug olarak bu galismada, streptozotosinle diyabet olusturulmus ve
yuksek yag icgerikli diyetle beslenen siganlarda, selenyum tedavisinin
endotelyal disfonksiyon Uzerindeki etkileri incelenmistir. Selenyum tedavisi
glukoz ve lipid metabolizma bozukluklarini iyilestirmektedir. Oksidatif stres ve
diyabette artan katalaz seviyelerini digurmekte, azalmis glutatyon peroksidaz
seviyelerini ise artirmaktadir. Selenyum diyabetik sigan aortlarinda asetilkolin
aracili damar gevsemesini belirgin olarak duzeltmektedir. Bu etki NO
dizeylerinin artmasiyla iligkili olup, eNOS ekspresyonunu arttirmak ve
NADPH oksidaz ekspresyonunu azaltmak suretiyle gergeklesmektedir. Buna
bagli olarak selenyum, tip 2 diyabet ve onun vaskuler komplikasyonlarinin

tedavisinde faydal olabilir.
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VIl. OZET

Selenyumun Yiiksek Yag icerikli Diyet ve Streptozotosinle Diyabet
Olusturulmus Sigcanlarda Endotel Bagimli Damar Fonksiyonlarindaki
Rolu

Tip 2 diyabete bagli vaskuler komplikasyonlarin gelisiminden endotelyal
disfonksiyon sorumludur. Endotelyal disfonksiyon gelisimi oksidatif stres ve
buna bagli olusan bir patolojik surecin sonucudur. Selenyum antioksidan
etkileri bilinen esansiyel bir elementtir. Bu calismada selenyumun tip 2
diyabet modeli olusturulmus sicanlarda endotelyal disfonksiyon ve oksidatif
stres Uzerine etkileri arastinimistir. Deneyde kullanilan siganlar kontrol,
tedavi almamis diyabetik ve 3 ayri dozda selenyum tedavisi almig (180- 300-
500 mcg/kg/gln) diyabetik grup olmak Uzere bes gruba ayriimistir. Diyabetik
gruptaki sicanlar deney sonuna kadar (8 hafta) yuksek yag icerikli diyet (high
fat diet, HFD) ile beslenmis olup streptozotosin (STZ) uygulamasi
intraperitoneal, disik dozda (30 mg/kg) ve iki kez yapiimistir. Deneye alinan
siganlarin torasik aortlarinda asetilkolin ve sodyum nitroprussidle elde edilen
endotele bagli gevseme yanitlari ile eNOS ve NADPH oksidaz (NOX4)
MRNA eskpresyonlarina bakilmistir. Selenyum tedavisi ile diyabette artis
gOsteren NOX4 ekspresyonlarinda azalma tespit edilmis olup diyabette
azalmigs eNOS ekspresyonlari artmistir. Bunun yani sira kan orneklerinde
achk kan sekeri, lipid profili, lipid peroksidasyonu (MDA), insilin ve NO
degerleri incelenmis olup siganlardan alinan karaciger érneklerinde MDA’nin
yani sira SOD, CAT ve GPx duzeyleri incelenmistir. Selenyum tedavisi
diyabetik siganlarda artmis olan aglik kan sekeri, total kolesterol ve trigliserid
duzeyleri ile karaciger katalaz ve MDA miktarlarini da dusurmektedir.
Diyabette azalmis bulunan GPx seviyeleri de selenyum tedavisi ile artmig
bulunmaktadir. Elde edilen verilere gore selenyum tedavisi diyabette bozulan
damarsal yanitlari ve endotel fonksiyonu duzeltmekte, bunu NO seviyelerini
ve eNOS ekspresyonlarini arttirarak yapmaktadir.

Anahtar Kelimeler: tip 2 diyabet, selenyum, nitrik oksid, endotel

disfonksiyonu, oksidatif stres, yuksek yag icerikli diyet
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VIIl. SUMMARY

The Role of Selenium on Vessel Function in Diabetic Rats Induced by
High Fat Diet and Streptozotocin

Endothelial dysfunction is responsible for diabetic vascular complications,
develops as a result of oxidative stres and its pathological process.
Selenium is a antioxidant essential element. Inthis study we investigate the
effects of selenium on endothelial disfunction and oxidative stress in type 2
diabetic rats. The rats were divided 5 groups as control, diabetic group
without treatment and diabetic group with treatment in 3 different selenium
doses (180- 300- 500 mcg/kg/day). To develop of the type 2 diabetic rat
model, the diabetic rats were fed the high fat diet (HFD) until the end of study
and the control rats were fed regular chow. The diabetic groups were injected
intraperitoneally (i.p) twice, with low doses streptozotocin (30 mg/kg). To
invstigate th effects of diabetes and selenium in diabetic rats induced by high
fat diet and multipl low doses intraperitoneal streptozotocin, acetylcholine and
sodium nitroprusside induced relaxation, also eNOS and NADPH oxidase
(NOX4) mRNA expressions, were measured in rat thoracic aortas. The
expressions of NOX, were significantly decreased with selenium treatmnent,
while its expressions were increased in aortas from diabetic rats without
treatment. . The expressions of eNOS were significantly increased with
selenium treatmnent, while its expressions were decreased in aortas from
diabetic rats without treatment. Moreover, in blood samples of rats fasting
blood glucose, lipid profile, lipid peroxidation (MDA), insulin and NO, also in
rat liver samples MDA, SOD, CAT and GPx levels were measured. Selenium
treatment significantly increased fasting blood glucose, total colesterol,
trigliserid levels, also catalase and MDA levels in liver in diabetic rats. GPx
levels, increased in diabetes, were decreased with selenium. The results
showed that selenium restores the vascular responses and endothelial
dysfunction in diabetes through increased NO levels and eNOS expressions.

Key words: type 2 diabetes, selenium, nitric oxide, endothelial

dysfunction, oxidative stress, high fat diet
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