T.C.

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

STREPTOZOTOSIN (STZ) iLE DIYABET OLUSTURULMUS
SICANLARDA ENDOTELIN-A RESEPTOR ANTAGONISTI
BQ-123°UN PLAZMA LEPTIN DUZEYLERINE ETKILERIi

Hazirlayan

AYFER OZTURK

Fizyoloji Ana Bilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman

Dog. Dr. Hasan Erdogan

TOKAT-2011



T.C.
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

STREPTOZOTOSIN (STZ) ILE DIiYABET OLUSTURULMUS
SICANLARDA ENDOTELIN-A RESEPTOR ANTAGONISTI
BQ-123’UN PLAZMA LEPTIN DUZEYLERINE ETKILERIi

Hazirlayan

AYFER OZTURK

Fizyoloji Ana Bilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman

Dog. Dr. Hasan Erdogan

TOKAT-2011



STREPTOZOTOSIN (STZ) ILE DIYABET OLUSTURULMUS
SICANLARDA ENDOTELIN-A RESEPTOR ANTAGONISTI
BQ-123’UN PLAZMA LEPTIN DUZEYLERINE ETKILERI

Tezin Kabul Edilis Tarihi:/3./s0/lal )

Jiiri Uyeleri (Unvan, Ady, Soyads) Imzas:

Bagkan:

Uye: D@Q‘@(,R{{‘thl—ik‘@‘t ey /{(Mg/z

Oye: %W/QQ ...... fﬁzw Q//ﬂf % ..... :
P

Bu tez Gaziosmanpaga Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisi Yonetim
Kurulw nund2/12/ 20410, tarih ve .{€-@fsayili oturumunda belirlenen jlri tarafindan
kabul edilmigtir.

Enstitit Miidira: Do D 0.t .fjj.f.f. f}; 24 ard




T.C
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Bu belge ile, bu tezdeki bitiin bilgilerin akademik kurallara ve etik ilkelere
uygun olarak toplanip sunuldugunu, bu kural ve ilkelerin geregi olarak, ¢alismada
bana ait olmayan tiim veri, disiince ve Sonuclara atif yaptigimi ve kaynagini

gosterdigimi beyan ederim.

codeid
Tezi Hazirlayan Ogrencinin
Ad1 ve Soyadi

Ayfer OZTURK

11’1’12381



TESEKKUR

Yiiksek lisans Ogrenimim sirasinda ve tez calismalarim boyunca degerli
bilgilerinden ve deneyimlerinden yararlandigim ve hicbir konuda destegini esirgemeyen
degerli hocam, tez danismanim Dog¢. Dr. Hasan ERDOGAN’a en icten dileklerimle
tesekkiir ederim.

Calismalarim boyunca degerli yardimlarimi esiregemeyen ve tezimin proje
yiiriitiiciisii olarak gorev alan degerli hocam Dog. Dr. Fatih EKICI’ye tesekkiirlerimi
sunarim.

Calismalarim boyunca bilgileriyle bana 1s1ik tutan, destegini ve yardimlarim
esirgemeyen, degerli hocam Yrd. Do¢. Dr. Duygu CAKIL’ a tesekkiirli bir borg
bilirim.

Calismamdaki biyokimyasal analizleri yapmamdaki yardimlarindan dolay1
Biyokimya A.D’dan Yrd. Dog. Dr. Erkan SOGUT hocama tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamdaki istatistiksel analizleri yapmamdaki yardimlarindan dolay
Biyoistatistik A.D’dan degerli hocam Yrd. Doc. Dr. Ilker ETIKAN’a tesekkiirlerimi
sunarim.

Yiiksek lisans ders donemi ve tez asamasi boyunca her zaman yanimda olan ve
dostluklarin1 esirgemeyen sevgili yiiksek lisans arkadaslarim Seyma OZSOY, Zeynep
KASAP ve Hatice AYGUN’e ve yine Histoloji A.D’dan Zafer Ismail KARACA
arkadasima degerli katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Son olarak, tiim hayatim boyunca daima yanimda olan, benden sevgilerini,
desteklerini esirgemeyen ve verdigim kararlari her zaman destekleyen aileme sonsuz
tesekkiir ederim.

Ayfer OZTURK



2009 yilinda Raybettigim
Sevgili babam Afer OZTURK e. ..



OZET

Streptozotosin (STZ) ile Diyabet Olusturulmus Sicanlarda Endotelin-A Reseptor
Antagonisti BQ-123’iin Plazma Leptin Diizeylerine Etkileri

ETa reseptor antagonisti BQ-123’tin STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda
leptin diizeylerine olan etkileri arastirilarak diyabette iki 6nemli endojen faktor, leptin
ve ET-1 arasindaki iliski degerlendirildi.

Calismada, 24 adet Wistar Albino erkek si¢an ii¢ gruba ayrildi; Kontrol, STZ,
STZ+BQ-123 gruplari. Deneysel diyabet, tek doz 60 mg/kg STZ i.p. uygulanarak
olusturuldu. STZ+BQ-123 grubundaki sicanlara 39. ve 40. giinlerde olmak iizere (2
mg/kg + 2 mg/kg) toplam 4 mg/kg BQ-123 i.v. verildi. Son BQ-123 uygulamasindan 6
saat sonra alinan plazmada PC (Protein Karbonil), TBARS (Tiyobarbitiirik Asit Reaktif
Maddeleri), NO (Nitrik Oksit), leptin, Na*, CI', K* diizeyleri arastirildi.

Deney sonunda, STZ (p=0.0001) ve STZ+BQ-123 (p=0.015) grubundaki
siganlarin agirliklari, Kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiiktii. Kan glikoz
diizeyleri STZ ve STZ+BQ-123 grubu si¢anlarda Kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksekti (p=0.0001). Plazma leptin diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunamadi (p=0.055). Plazma TBARS diizeyi, STZ grubunda, Kontrol
(p=0.0001) ve STZ+BQ-123 (p=0.0004) grubuna goére anlamli olarak yiiksekti. PC
diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel bir fark bulunamadi (p= 0.665). NO diizeyleri
STZ (p=0.001) ve STZ+BQ-123 (p=0.0001) grubunda Kontrol grubuna goére anlamli
olarak diisiiktii. Serum Na® konsantrasyon degerleri, STZ grubunda Kontrol grubuna
gore anlaml1 derecede diisiiktii (p=0.001). Serum K" konsantrasyonu degerleri arasinda

anlamli fark yoktu (p= 0.375). Serum CI" konsantrasyonu degerleri, STZ grubu ve



(p=0.0001) ve STZ+BQ-123 (p=0.0001) grubunda Kontrol grubuna gore anlamli olarak
diistikti.

Sonu¢ olarak, STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarda Leptin, PC, K"
diizeylerinde bir degisiklik meydana gelmedigi; NO, Na* ve CI diizeylerinde azalma ve
TBARS diizeylerinde ise artis bulundu. BQ-123"{in ise diyabette azalan NO, Na* ve CI
diizeylerine anlamli bir etkisinin olmadigr fakat diyabetik si¢anlarda artan serum
TBARS diizeylerini azaltarak olumlu etki meydana getirdigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Leptin, BQ-123, Endotelin-1, Streptozotosin
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ABSTRACT
The Effects of Endothelin-A Receptor Antagonist BQ-123 over Plasma Leptin
Levels in Rats with Streptozotocin-induced (STZ) Diabetes

We aimed to evaluate the relationship between leptin and ET-1, both of which
are known as important endogenous factors in diabetes, by investigating the influence of
BQ-123, an ETx receptor antagonist, on leptin levels in rats with diabetes induced by
STZ.

In this study, 24 male Wistar-albino rats were divided into three groups; Control,
STZ, STZ+BQ-123 groups. Experimental diabetes was induced by delivering a single
dose of 60 mg/kg intravenous STZ. The rats in the STZ+BQ-123 group received 2
mg/kg i.v. BQ-123 at 39 and 40 days (4 mg/kg in total). The plasma specimens
collected 6 hours after the last BQ-123 delivery were studied for PC (Protein Carbonyl),
TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances), NO (Nitric Oxide), leptin, Na*, CI,
and K” levels.

At the end of the experiment, the weights of rats in the STZ (p=0.0001) and
STZ+BQ-123 (p=0.015) groups were significantly lower compared with the values in
the Control group. Blood glucose levels were significantly higher in the STZ and
STZ+BQ-123 groups than in the Control group (p=0.0001). There was no significant
difference between the groups with regard to leptin levels (p=0.055). Plasma TBARS
level was significantly higher in the STZ group than in the Control (p=0.0001) and
STZ+BQ-123 (p=0.0004) groups. No statistically significant difference was observed
between the groups in terms of PC concentration. NO levels were significantly lower in
the STZ (p=0.001) and STZ+BQ-123 groups than in the Control group (p=0.0001).

Serum Na" concentration was significantly lower in the STZ group than in the Control
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group (p=0.001), whereas there was no significant difference between the STZ+BQ-123
and Control groups. No significant difference was observed between the groups relative
to K" values. CI” values were significantly lower in the STZ (p=0.0001) and STZ+BQ-
123 (p=0.0001) groups than in the Control group.

In conclusion, while rats with STZ-induced diabetes demonstrated no changes
with regard to Leptin, PC and K" levels, they exhibited reduced NO, Na" and CI
concentrations and significantly elevated TBARS levels. BQ-123 was found to have no
significantly impact over the Leptin levels and decreasing NO, Na* ve CI
concentrations in diabetes, whereas it was observed to have a positive effect by
reducing increasing TBARS levels in diabetic rats.

Key Words: Diabetes, Leptin, BQ-123, Endothelin-1, Streptozotocin
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1. GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM), insiilinin ger¢cek ya da fonksiyonel eksikligi sonucu
ortaya ¢ikan, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinin bozuklugu ile karekterize,
cagimizin en sik goriilen endokrin ve metabolik bozuklugudur (Sperling, 2004).

Giliniimiizde ¢esitli maddeler ve yontemler ile de deneysel diyabet modelleri
olusturulabilmektedir. Deneysel diyabet modeli olusturmada kullanilan maddelerden
biri de streptozotosin (STZ)’dir. STZ, onkolitik, onkojenik ve diyabetojenik 6zelligi
olan dar spektrumlu bir antibiyotiktir. Molekiil agirlig1 457 dalton olan STZ, 1959
yilinda “Streptomyces achromogenes” Kkiiltiirlerinden elde edilmistir (Herr ve ark.,
1960). STZ diyabetojenik etkisini pankreastaki beta hiicrelerini tahrip ederek gosterir.
Hipergliseminin derecesi ve siiresi, ilacin siiresine, dozuna ve deney hayvani tiiriine
baglidir (Tozzo ve ark., 1997).

Endotelinler viicutta bir ¢ok hiicre tipinde dogal olarak olusan peptidlerdir ve
bilinen en gii¢lii vazokonstriktdr molekiillerdir (Tamirisa ve ark., 1995; Stevenson ve
ark., 1992). Insan ve difer memelilerde, yapisal ve farmakolojik etkileri farkli 3
Endotelin (ET) isopeptidi bulunmaktadir (Inoue ve ark., 1989). ET-1, ET-2 ve ET-3
olarak adlandirilan bu peptidler, insan, fare ve domuz genomlarinda farkli
kromozomlarda bulunan 3 farkli gen tarafindan kodlanir (Bloch ve ark., 1989; Inoue ve
ark., 1989). Baglangigta kan damarlarinin endotelyumundan firetilen peptidler olduklar
disiiniilse de, bir ¢ok farkli dokuda tiretildikleri bilinmektedir (Economos ve ark.,
1992).

Endotelin-1 (ET-1), endotel hiicrelerinde sentez edilen yegane endotelindir (Inoue
ve ark., 1989). ET-1 ayrica solunum epiteli, makrofajlar, fibroblastlar, kardiyak

miyositler, noronlar ve langerhans adaciklari tarafindan da tiretilebilirler (Gtirel, 2009).



Endotelyal ve diiz kas hiicrelerinde bulunan Endotelin-A (ETa) ve Endotelin-B (ETg)
reseptorleri lizerinden parakrin ve otokrin etkilerini gosterirler (Economos ve ark.,
1992). Endotelin reseptorleri tiim viicutta yaygin olarak yer alirlar. ET A reseptorii ET-1
ve ET-2’ye yiiksek afinite gosterirken ET-3’e ise zayif bir afinite gosterir. ETg ise bu {i¢
izoforma esit afinite gostermektedir (Masaki T., 1993).

Endotelinlerin ¢esitli hastaliklarin fizyopatolojisinde yer aldiginin anlagilmaya
baslanmasiyla bunlarin istenmeyen etkilerini ortadan kaldiracak endotelin reseptor
antagonistleri lizerinde calisilmaya baslanmistir. Bu amagla, son yillarda degisik
kompetitif reseptdr antagonistleri tanimlanmustir (Turgan ve ark., 1996). ilk endotelin
reseptor antagonisti, 1991°’in baglarinda lhara ve ekibinin ETa selektif reseptor
antagonisti BQ-123’ii bulmasiyla ortaya ¢ikmistir (Ray ve ark., 2000).

Yapilan arastirmalar diyabette ET-1 diizeylerinin arttigini gostermistir ve bunu
destekleyen birgok calisma bulunmaktadir. Ornegin, Makino ve Kamata 1998 yilinda
yapmis olduklar1 bir ¢alismada, STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda, hiperglisemi
olusumunun yanisira ET-1 diizeylerinin de anlamli bir sekilde arttigini bulmuslardir
(Makino ve Kamata, 1998). Yang ve arkadaslar1 ise diyabetik Wistar si¢anlarda kan ve
idrar endotelin-1 diizeylerini yiiksek olarak saptamislardir (Yang ve ark., 2003).
Diyabetiklerdeki ET-1 diizeylerindeki bu artisi indiikleyen en Onemli metabolik
degisikliklerden biri hiperglisemidir. Sigir retinal kapiller endotel hiicrelerinin
kullanildig1 hiicre kiiltiir ¢alismalarinda, yiiksek glikoz diizeyinin protein kinaz C yolagi
tizerinden ET-1 salintmini arttirdigi bulunmustur (Park ve ark., 2000). Stres ve diyabet
gibi ¢esitli durumlarda plazma endotelin diizeylerinin yiikseldigi rapor edilmistir. ET-
I’in karacigerde glikojenolizi sitlimiile ettigi ve insiilin rezistansina neden oldugu

bulunmustur. Sonrasinda ¢esitli durumlarda meydana gelen metabolik degisikliklerde



ET-1’in rolii olup olmadig1 sorular1 akla gelmistir (Said ve ark., 2005). Bunu test etmek
igin Said ve ark., tarafindan, siganlarda STZ ile orta (38 mg/kg STZ) ve agir (45 mg/kg
STZ) derecede diyabet modeli olusturulmus ve Ea/Eg reseptor antagonisti bosentanin
(50 ve 100 mg/kg) serum glikoz, insiilin ve karaciger glikoz diizeylerine olas1 etkileri
arastiritlmistir. Calismanin sonucunda, orta derecede diyabet olusturulmus siganlarda,
bosentan tedavisinden 2 ve 4 saat sonra serum glikoz diizeylerinin belirgin bir sekilde
azaldigr bulunmustur. Agir derecede diyabet olusturulmus sicanlarda ise, baslangig
degeriyle kiyaslandiginda, bosentan tedavisi insiilin ve glikoz diizeylerinde belirgin bir
degisim meydana getirmemistir (Said ve ark., 2005).

Leptin, Yunanca “leptos” kelimesinden tiiretilmis, zayiflatict ve ince anlamina
gelen, yag hiicresinde ve diger bir ¢ok dokuda ob-gen tarafindan iiretilen ve plazmaya
salinan bir hormondur (Caro ve ark., 1996; Wilding ve ark.,1997). Molekiil agirlig116
kDa, 167 aminoasit iceren, plazmada belirli bir kan diizeyi olusturan, kanda serbest
halde ve proteine bagli olarak taginan bir polipeptitdir. Ob—gen tarafindan tiretildigi i¢in
fizyologlar tarafindan ob protein de denilmistir (Auwerx ve ark., 1998; Wilding ve ark.,
1997). Leptinin dolasimdaki yari omrii yaklasik 30 dakikadir ve pulsatif olarak
yemeklerden 2-3 saat sonra salgilanir. Diiirinal bir ritmi vardir ve sabah erken saatlerde
pik yaparken, 6gleden sonra en diisiik diizeylere iner (Boden ve ark., 1997). Kana
gectikten sonra 0zel reseptorleri araciligi ile kan beyin bariyerini asarak merkezi sinir
sistemine ulagir ve besin alimini azaltip, enerji harcanmasini arttirarak etkisini gosterir
(Wilding ve ark., 1997; Scrocchi ve ark., 1997).

Leptinin iliskili oldugu hormonlar arasinda en ¢ok arastirilmis olani insiilindir ve
insiilin ob gen ekspresyonunun Onemli bir diizenleyicisidir (Leroy ve ark., 1996).

Yapilan in vivo calismalarda, leptinin normal ve obez kemirgenlerde, ozellikle



hipotalamus aracilig1 ile glikoz metabolizmasimi ve insiilin duyarliligini artirdigini
gosterilmistir. Ek olarak, leptinin diyabetik farelerde antidiyabetik etkisinin oldugu da
bildirilmistir (Giiltiirk ve Demirkazik, 2007). STZ kullanilarak insiiline bagimli diyabet
olusturulmus si¢anlarda ve transgenik farelerde, leptinin giiclii antidiyabetik etkilerinin
oldugu gosterilmistir (Chinookoswong ve Wang, 1999). Leptinin bu etkisinin, santral
sinir sistemi aracilig1 ile mi, yoksa direkt periferal dokular iizerine etkileri ile mi
olustugu tam olarak bilinmemektedir. Fakat leptinin intravenéz (i.v.) ve intra
serebroventrikiiler (i.c.v.) inflizyon sonrasinda hepatik glikoz metabolizmasini
arttirmasi, bu durumun santral sinir sistemi ile iliskili oldugunu diisiindiirmektedir
(Kamohara ve ark., 1997). Bunun yaninda, perfiize si¢an karacigerinde glikoneogenozis
ve glikojenoliz lizerinde etkileri oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle, leptinin olasi
antidiyabetik etkilerinin, hem periferik dokulardaki hem de santral sinir sistemindeki
etkilerinin birlesiminden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Nemecz ve ark., 1999).

Diyabetik hastalarda, insiilin ve leptin arasinda pozitif bir korelasyon oldugu ve
insiilinin hem in vivo hem de in vitro kosullarda adipoz dokuda leptin iiretimini
uyardig1 gosterilmistir (Surwit ve ark., 1997). Literatiir calismalarinda diyabette leptin
seviyelerinin azaldig1 saptanmistir (Sivitz ve ark., 1998). Ayni zamanda, uzun siireli
hiperinsiilinemide plazma leptin diizeylerinin arttig1 bulunmustur. Buradan insiilinin yag
hiicresinde ob-geni stimiile ederek leptin tliretimini direkt yolla arttirdig: bildirilmektedir
(Kolaczynski ve ark., 1996; Segal ve ark., 1996).

Leptin ve ET-1 arasindaki iliskiyi, farkli hastaliklar ve sistemler iizerinde
degerlendiren bazi ¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin, Xiong ve ark.larinmn yaptiklari
bir calismada ET-1’in adiposit kiiltiirlerinde ETa reseptorii ile leptin iiretimini

uyardigin1 bulmuslardir (Xiong ve ark., 2001). Yine Juan ve ark.larmin yaptig1 baska bir



caligmada leptinin, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ETa reseptor diizeylerinde artis
meydana getirdigi bulunmustur (Juan ve ark., 2007).

Quehenberger ve ark.larmin  yaptig1 bir calismada, endotelyal hiicrelerde
leptinin endotelin-1’1 indiikledigi bulunmustur (Quehenberger ve ark., 2002). Bu veriler
leptin ile ET-1 diizeyleri arasindaki iliskiye bagli olarak diyabette artan ET-1
diizeylerinin, plazma leptin diizeylerini de etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Degisik hastaliklarda ve sistemlerde hem ET-1’1 hem de leptini ayr1 ayr
degerlendiren bir¢ok ¢alisma bulunmasina kargin, ET-1 ve leptinin diyabette birbirlerini
nasil etkilediklerini ve ET reseptdr antagonistlerinin diyabette plazma leptin diizeylerini
nasil etkiledigini gosteren bir ¢alisma bulunamadi. Bu nedenle c¢alismamizda, ETa
reseptor antagonisti BQ-123’tin STZ ile diyabet olusturulmus sicalardaki leptin
diizeylerine olan etkilerini arastirmay1 amagladik.

Yapilan ¢alismalar, STZ ile diyabet olusturulan siganlarda, leptin diizeylerinde
azalma meydana gelebilecegini gostermektedir. Bu azalmanin ETa reseptor antagonisti
BQ-123 verilen diyabetik sicanlarda nasil etkilenecegi bilimsel merak konumuz
olmustur. Ciinkii diyabette ET-1 diizeylerinin arttigini, endotelinlerin de Ileptin
sekresyonunu up-regiile ettigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur.

Dolayisiyla ET reseptor antagonisti uygulamasi ile diyabette zaten azalmis olan
leptin diizeyleri dahada azalabilir. Diyabette leptin diizeylerinin azalmasimin olumsuz
etkilere yol agtig1 bilinmektedir. Oyleyse diyabette azalan leptin diizeyini ETa reseptor
antagonistinin nasil etkileyecegi saptanmalidir.

Calismamizda diyabette iki 6nemli endojen faktor oldugu bilinen leptin ve ET-1

arasindaki iliskiyi farkli parametreler 1s181nda degerlendirmeyi amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DIABETES MELLITUS (DM)
2.1.1. Tanim

Diyabet eski Yunanca’da “sifon” anlamina gelmektedir ve asir1 idrar yapimini
anlatir. Mellitus kelimesi ise yine Yunanca’da “bal” anlamina gelen mel kelimesinden
gelistirilmistir (Sodeman, 1992).

DM, insiilin hormon sekresyonunun ve/veya insiilin etkisinin mutlak veya
goreceli azlig1 sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol
acan, kronik hiperglisemik bir grup metabolizma hastalifidir (Altuntas, 2001).
Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarindaki bozuklugun temelinde, insiilin
etkisindeki yetersizlik, azalmig sekresyon veya insiiline verilen doku yanitinda azalma
yatmaktadir (Rosenbloom and Silverstein, 2004).

Diyabette, ana besin maddelerinin metabolizmalar1 degismistir. Insiilin
yoklugunun veya insiilin direncinin glikoz metabolizmasina baslica etkisi, beyin hari¢
glikozun bir¢ok hiicre tarafindan alinmasinin ve kullanilmasinin engellenmesidir. Sonug
olarak, kan glikoz konsantrasyonu artar, glikozun kullanimi giderek azalir ve yaglarin
ve proteinlerin kullanimi artar (Guyton ve Hall, 2007).

DM’nin seyri sirasinda makrovaskiiler, mikrovaskiiler ve noropatik
komplikasyonlar gelisebilmektedir. Bu komplikasyonlar sonucunda bir¢ok organin,
ozellikle g6z, sinir, bobrek, kalp ve kan damarlarinin hasari, fonksiyon bozuklugu ve
yetmezligi gelisebilmektedir (Expert Committee, 2003; Bennett ve ark., 2005). Belirgin
hipergliseminin semptomlar1 poliiiri, polidipsi, kilo kaybi, bazen de polifaji ve gérme

bozuklugunu igerir (Altuntag, 2001; Arslan, 2005).



Diyabette kan glikoz diizeyi uzun bir siire kontrol altinda tutulamadiginda,
bircok dokuda kan damarlarinin islevleri bozulur ve yapisal degisiklikler ortaya cikar.
Bu degisiklikler dokulara giden kan miktarinda yetersizlige yol agabilir. Buna baglh
olarak, kalp krizi, inme, son donem bobrek hastalii, retinopati ve korlik ve

ekstremitelerde iskemi, gangren gelisme riski artar (Guyton ve Hall, 2007).

2.1.2. Tam Kriterleri

Amerikan Diyabet Birligi (ADA)’nin 2005 yilinda yayinladigi “DM’in tanisi ve
siniflandirilmasi isimli raporunda (American Diabetes Association, 2005), DM tani
kriterlerini asagidaki sekilde (tablo 2.1.2.1) tanimlamistir. DM tanist koymak igin

asagida siralanan kriterlerden herhangi birinin bulunmasi yeterlidir.

Tablo 2.1.2.1. DM Tam Kriterleri (ADA, 2005)

» Diyabet semptomlarmin (poliiiri, polidipsi, ag¢iklanamayan kilo kaybi)
bulunmasi ve giiniin herhangi bir zaman1 bakilan kan sekerinin > 200 mg/dl
(11.1 mmol/l) olmasi.

» Aglik* plazma glikozunun (APG) > 126 mg/dl (7.0 mmol/l) olmasi

» Oral glukoz tolerans testi (OGTT)’nde yiiklemeden 2 saat sonra glikoz
konsantrasyonunun >200 mg/dl (11.1 mmol/l) olmasi. Bu test Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan tanimlanan kriterlere gére yapilmalidir. Suda erimis
olan 75 g ya da maximum 75 g olmak fizere, viicut agirligina gore 1.75 g/kg

glikoz yiiklemesi yapilmalidir.

* Aclik, en az 8 saat boyunca kalori alim1 olmamasi seklinde tanimlanmaktadir.

Kriterlerden bir tanesi saptandiginda, ayri bir giin, ii¢ testten herhangi biri ile

dogrulanmalidir.



Karbonhidrat metabolizmasindaki bozulma kesintisiz bir silirectir ve DM
tablosuna dogru yavas bir gelisim gostermektedir (Rosenbloom ve Silverstein, 2004).
Bozulmus aglik glikozu (IFG) ve bozulmus glikoz tolerans (IGT) bozuklugu tablo

2.1.2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.1.2.2: IFG ve IGT tam kriterleri (ISPAD, 2006).

APG diizeyine gore kavramlar

e APG < 5.6 mmol/L (100 mg/DlI) = normal aglik glikozu
e APG 5.6-6.9 mmol/l (100-125 mg/dl) = IFG
e APG > 7.0 mmol/L (126 mg/dl) = diabet tanis1 (tan1 diagnostik

kriterler ile dogrulanmalidir).

OGTT yapildiginda kategorilere karsilik gelen kavramlar

e Yiiklemeden 2 saat sonra glikoz <7.8 mmol/L (140mg/dl) = normal
glikoz toleransi

e Yiiklemeden 2 saat sonra glikoz <7.8-11.1 mmol/L (140-199 mg/dl) =
IGT

e Yiiklemeden 2 saat sonra glikoz >11.1 mmol/L (200mg/dl) = diabet

tanis1 (tan1 diagnostik kriterler ile dogrulanmalidir).

2.1.3. Diabetes Mellitusun Etiyolojik Simiflandiriimasi

1979 yilinda, Amerika Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) Diabetes Veri Grubu,
DM’yi insiiline bagimli ve insiiline bagimli olmayan DM olmak {iizere 2 gruba
ayrrmistir. Bu siniflandirma patagonez ve etyoloji hakkinda yetersiz kalinca ,1997
yilinda, ADA ve WHO insiiline bagimli1 diyabet ve insiiline bagli olmayan diyabet
kavramlarini siniflandirmadan c¢ikarip giinlimiizde de kabul goren sekilde DM’yi 4

gruba ayirmistir (ADA, 2005) (Tablo 2.1.3.1)



Tablo: 2.1.3.1. DM’in Smiflandirilmasi, ADA 2005 (American Diabetes Association,

2005).

| | Tip | DM Immiin  mekanizmaya bagli  veya

idiyopatik diyabet.

Il | Tip Il DM Insiilin direnci ve insiilin salgisinda

defekt sonucunda olusan diyabet.

B (beta) hiicre genetik defektleri

Insiilin etki mekanizmasinda genetik
defektler

Ekzokrin pankreas hastaliklar
Endokrinopatiler

111 | DIGER SPASIFIK TIPLER Ilag ve kimyasal madde aracili diyabet
Infeksiyonlar

Immun mekanizmaya bagl nadir formlar
Diyabet ile iliskili olabilen diger genetik

sendromlar

IV | GESTASYONEL DM (GDM) Gebelige  bagli  olarak  plesantal
hormonlarin insiilin rezistansina yol

agmasina bagh olarak gelisen diyabet.

2.1.3.1. Tip I Diabetes Mellitus (Insiiline Bagimli Diyabet; IDDM)
Tam bir insiilin etkisi eksikligi, onemli bir hayati tehlikeye yol agan metabolik
bozukluga neden olur. Selektif B hiicrelerinin yikimimin bir sonucu olarak, primer

instilin eksikligi, tip-1 diabetus mellitus olarak bilinir. Hastalik genellikle yikict bir
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otoimmiin siireci tetikleyen olasi bir ¢evresel zarara bagligenetik olarak aktarilan
yaralanma olasili1 ile sonuglanir. Insiilin yetersizliginin bir sonucu olarak hepatik
glikoz tiretimi baskilanmasi ortadan kalkar ve periferal glikoz kullanim etkinligi azalir.
Bu siiregler arasinda 300-1000 mg/dI’lik ¢ok yiiksek diizeydeki glikoz seviyelerinde
yeni bir dengeye ulasir (Berne ve ark., 2008).

Diyabetin bu formu juvenil baslangi¢li olarak bilinmekle birlikte her yasta
olusabilir. Tip I diyabet olgularinin ¢ogu 20 yasindan once ortaya ¢ikmaktadir ve beta
hiicrelerinin yikimina neden olmaktadir (Dunger ve ark, 2004; Baskal, 2005). Bu
diyabet tipinde hayatta kalmak icin mutlaka insiiline ihtiya¢ vardir. Tip I DM’ li
hastalar, hastalik taninir karekter kazanmadan Once metabolik olarak normaldirler,
ancak beta hiicre yikimi, otoantikorlarin kesin olarak gosterilmesi ile erkenden
yakalanabilir.

Tip 1 DM genellikle, beta hiicre yikimina sebep olan otoimmun belirteglerden;
glutamik asit dekarboksilaza kars1 gelisen antikorlar (anti GAD), anti-adacik hiicresi
antikorlar1 “Islet Cell Antibodies (ICA)", insiilin antikorlar1 (IAA), trozin fosfataz 1A-2
ve |A-2b otoantikorlarinin varlig: ile karekterizedir ve bu antikorlardan bir yada daha
fazlasina sahip olan hasta immun aracilikli Tip-1 diyabet olarak siniflandirilir (Bennet

ve Knowler, 2005; Arslan, 2005; Baskal, 2005).

2.1.3.2. Tip II Diabetes Mellitus (Insiiline Bagimli Olmayan Diyabet; NIDDM)
Tip 2 DM insiilin direnci ve insiilin salgisinda defekt sonucunda olugmaktadir.
Tip 1’e oranla daha sik goriilmektedir ve eriskin déonem baslangicli DM olarak tarif

edilmistir. Ancak c¢ocuklarda ve adolesanlarda giderek artan siklikta goriilmektedir

(Vivian, 2006).
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Tip 2 diyabet hetorejen bir hastalik olup, karaciger, kas ve adipoz dokuda
insiilin duyarliliginin azalmasi ve beta hiicre fonksiyon bozuklugu ile karekterizedir
(Baskal, 2005). Tip 2 diyabetin erken safhasinda, insiilin etkisine direng ve
hiperproinsiilinemiyi diizeltmeye ilave olarak, insiilin salimminda gii¢ fark edilen
anormallikler de goriiliir. Degismis siklus, azalmis dalga frekansi ve artan glikoz
diizeyine geciken cevabi iceren bu anomaliler, daha sonra insiilin salgisi i¢in uyaran
olan glikozu tanima 6zelligini tamamen kaybedecek degisikliklere ugrar. Sonugta diger
besin ve farmakolojik uyaranlarda etkisiz hale gelir ve insiilinli bir tedavi gerektirir

(Berne ve ark., 2008).

2.1.3.3. Diger Spesifik Tipler

Pankreas harici hastaliklar ve ilag tedavisi gibi ¢ok sayida 6zel nedenin, kan
sekeri yiikselmesine neden olabilecegi bildirilmektedir (Chan ve ark., 1996). Pankreatit,
enfeksiyon, travma, pankreotektomi, neoplazi diyabete yol agabilir. Yine gesitli
endokrinopati formlar1 da diyabetle iligkilidir (Rudolph ve ark., 2002). Diyabetojenik
etkili kimyasallar (beta-blokerler, kalsiyum kanal blokerleri, fenitonin, oral
kontraseptifler, tiyazid tiirevi diiiretikler, alloksan, streptozotosin vs.) sekonder olarak

diyabet olusumuna neden olabilirler (Suzuki, 2002).

2.1.3.4. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)
Diyabetin bu tipinde, gebelik sirasinda ilk kez glikoz diizeyinin yiikselmesi ve
glikoz toleransinin bozulmasi s6z konusudur. Plesanta ve plesantal hormonlar insiilin

rezistansina yol agmaktadir. Bu durum gebeligin son trimestrinda belirginlesmektedir

(Buchanan ve Xiang, 2005).
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2.1.4. Pankreasin Histolojisi ve Fizyolojisi

Pankreas hem endokrin hem ekzokrin bir bez olup, insan pankreas1 yaklasik 65-
125 g agirhiginda uzun ve sar1 renkte bir organdir. Sican pankreasi ise yaklasik 5-15 g
agirhigindadir (Basaran, 2005; Bhogavan, 2001)

Pankreas baglica 2 tip dokudan meydana gelmistir. Bunlar: duodenuma sindirim
stvilarin1 salgilayan asiniisler ve insiilin ve glukagonu dogrudan kana salgilayan
Langerhans adaciklari’dir. Insan pankreasi, ig¢ine hormonlarn salgilandig kiigiik
kapillerler ¢evresinde organize olmus, her biri yaklasik 0,3 mm ¢apinda 1-2 milyon
Langerhans adacigina sahiptir. Bu adaciklar birbirlerinden morfolojileri ve boyanma
ozellikleri ile ayirt edilebilen baslica ti¢ farkli tipte hiicre igerirler. Bunlar alfa, beta ve
delta hiicreleridir (Guyton ve Hall, 2007). Sigan pankreasinin bir graminda 17105
langerhans adacigi tespit edilmis olup, tiimiinde bu say1r 85000-250000 arasindadir
(Yenigiin, 1995). Beta hiicreleri tiim hiicrelerin yaklasik % 60’11 olustururlar ve temel
olarak adaciklarin ortasinda yer alirlar. Bu hiicreler insiilin ve insiilin ile birlikte
salgilanan ve islevi tam olarak bilinmeyen amilin hormonu salgilarlar. Toplam hiicre
sayistnin % 25 kadarint olusturan alfa hiicreleri glukagon salgilar. Toplam hiicre
sayisinin % 10 kadarindan sorumlu delta hiicreleri ise, somatostatin salgilar. Langerhans
adaciklarinda bu hiicre tipleri arasinda goriilen karsihikli siki iligki, hiicrelerin
birbirleriyle iletisimine ve hormonlardan bazilarinin salgilanmasimin diger hormonlar

tarafindan dogrudan denetimine izin verir (Guyton ve Hall, 2007).

2.1.5. Deneysel Diyabet Modelleri
Gilinlimiizde ¢esitli hastaliklara tan1 konmasi, patogenezlerinin aydinlatilmasi,

hastaliktan korunma ve tedavi olanaklarinin incelenebilmesi i¢in deneysel hayvan
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modellerinin kullanimi olduk¢a yaygindir (Irer ve Alper, 2004). Giiniimiize dek
tanimlanmis bir¢ok hayvan diyabet modeli bulunmakla beraber, bu modellerden hig biri
insan diyabetine tam olarak es deger tutulamaz (Pickup ve 2002).

Cok c¢esitli deneysel diyabet modelleri bulunmaktadir. Deney hayvanlarinda
deneysel diyabet olusturulmasi kimyasal ajanlarla, spontan olarak veya viriis araciligi
ile yapilabilmektedir (Chang ve ark., 1978; Kohnert ve ark., 1999; Ejrnaes ve ark.,
2006). Her modelin avantaj ve dezavantaji olmakla birlikte, alloksan ve streptozotosin
verilerek olusturulan diyabet daha ¢ok IDDM ile benzerlik gosterir (Oztiirk ve ark.,
1996). Fare, si¢an, tavsan, kobay, hamster, maymun, domuz, kopek ve kedi gibi deney
hayvanlar1 deneysel diyabet olusturmak amaci ile kullanilabilmektedir (Alarcon-

Aquilar ve ark.,2000; Pari ve ark., 2000; Van de Maele ve ark., 2005).

2.1.5.1. Kimyasal ajanlar ile diyabet
Alloksan ve streptozotosin bu amagla en ¢ok kullanilan kimyasal ajanlardir
(Ontiirk ve Ozbek, 2007). Alloksan ve streptozotosin beta hiicre yikimu ile insanlardaki

IDDM’ e benzer diyabet meydana getirir (Vega ve ark., 1993).

2.1.5.2. Spontan diyabet

Genetik olarak yatkin gesitli hayvanlarda spontan diyabet olusanlar vardir ve
diger modellere goére insandaki diyabete daha c¢ok benzerlik gosterirler. Ancak bu
hayvanlarin temini her zaman ¢ok kolay degildir (Gottlieb, 1988; Oztiirk ve ark.1996)
Cin hamsteri, BB (Bio Breeding) Wistar sican, OB (DB: C57BL/KSJDB) fare, Makak
maymunu, Giiney Afrika hamsteri, sar1 fare, Japon KK faresi, Welesley hibrid fare,

Spiny fare, kum siganlar1 (Oztiirk ve ark., 1996) ve Non obese diyabetik (NOD) fare
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(Boquist, 1989) 6rnek olarak verilebilir.

2.1.5.3. Viral diyabet

Hem insanlarda hem hayvanlarda, viral enfeksiyonlar diyabet nedeni
olabilmektedir. Bu giine kadar insanlarda ve hayvanlarda diyabet gelisimi ile iliskili bir
¢ok farkli wvirtis bildirilmistir. Virlislerden en c¢ok iizerinde calisilmis olanm
ensefelomiyokardit (EMC) viriisiiniin M varyantidir. Farelerde bu viriisiin enjeksiyonu
sonrast yaklasik % 40’inda pankreatik insiilinitis gelisir ve ardindan hastalik, inatc¢1
hiperglisemi, glikoz tolerans bozuklugu veya ketoasidoz ve oliim ile sonuglanabilir
(Pickup ve ark., 2002; Jun ve ark., 2001). Deneysel diyabet olusturan diger viriisler
sunlardir: coxachi viriis, el ayak hastalig1 viriisii, EMC viriisliniin M varyanti, rubella,

reovirus, Venezuella equine ensefalit viriisii (Craighead ve ark., 1986).

2.1.6. Streptozotosin (STZ) ile Diyabet Modeli

Molekiil agirligt 457 dalton olan STZ, onkolitik, onkojenik ve diyabetojenik
ozelligi olan dar spektrumlu bir antibiyotiktir. 1959 yilinda “Streptomyces
achromogenes” kiiltiirlerinden elde edilmistir (Herr ve ark., 1960). STZ pankreas 3
hiicrelerine dogrudan toksik etkilidir. Yapisinda bir glikoz molekiili icerdigi i¢in
plazma membranindaki glikoreseptorlere baglanan STZ glikozla uyarilan insiilin
salinimini bloke eder. STZ pankreas dokusu disinda bobrek ve karacigerede hasar verir.
(Pickup ve ark., 2002; Bell ve ark., 1983).

STZ, N-(Methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glucusamine yapisindadir (sekil 2.1.6.1).
-20°C’ de 1s1ktan korunarak saklanmalidir. Notral pH’ da hizla dekompoze oldugundan

optimum stabilitesi i¢in ortamin pH'1 4-4.5 olmalidir. Bu nedenle STZ ¢6ziindiirtiliirken
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pH'1 4.5 sitrat tamponu kullanilmali ve 4°C’ de 1s1ktan korunarak hemen kullanilmalidir.
(Bell ve Ark., 1983).

STZ diyabetojenik etkisini, pankreastaki B hiicrelerini tahrip ederek gosterir ve
hipergliseminin derecesi, ilacin siiresine, dozuna ve deney hayvanina baglhdir (Tozzo ve

ark., 1997; Imaeda ve ark., 2002).
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Sekil 2.1.6.1. STZ’ in yapis1 (Schneider ve ark., 1984)

STZ hasar1 enjeksiyondan sonraki 30 dakika ile 2 saat arasinda goriilmektedir
(Mandrup ve ark., 1993).

1974 yilinda Hinz ve Pfeiffer, ct isaretli STZ kullanarak, izole fare
langerhans adaciklarinda gergeklestirdikleri metabolik bir ¢alismada, ilk dakikalarda
ilacin “kolaylastirilmis difiizyon” ile B hiicresine girdigini ve onuncu dakikada enerji
metabolizmasin1 bloke ettigini; bdylece nikotinamid adenin diniikleotit (NAD) ve
adenozin trifosfat (ATP) igeriginin azaldigim ve otuzuncu dakikada DNA’ nin H*-
timidin tutulmasinin ortadan kalktigini bildirmislerdir (Hinz ve Pfeiffer, 1974). STZ
alloksana gére daha etkin ve B hiicrelerine daha spesifiktir (Oztiirk ve ark., 1996).

STZ’den sonra kan keton cisimleri, kan plazma serbest yag asitleri, glikojen ve sitrat
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diizeyleri normaldir, hiperglisemi goriiliir. Cok yiiksek doz STZ’den sonra ketoniiri,
instilinopeni meydana gelir ve hemoglobin Ajc diizeyi artmustir. Tek intraperitonal (ip)
yada intravendz (iv) doz terci edilir ve insiilin tedavisi yapilmadan 1-2 y1l yasarlar. ilk
24 saatte hipoglisemi sonucu konviilsiyon, koma ve 8liim goriilebilir (Oztiirk ve ark.,
1996).

STZ’nin pankreas B hiicrelerini hasarlayarak hem insiiline bagimli hem de
inslilinden bagimsiz diyabete neden oldugu bilinmektedir.. Yetiskin siganlarda tek doz
(40-60 mg/kg) damar i¢i STZ uygulamasinin insiiline bagimli diyabete, yenidogan
sicanlara tek doz periton i¢i yada damar i¢i yolla 100 mg/kg STZ uygulamasinin ise

insiilinden bagimsiz diyabete neden oldugu bildirilmistir (Portha ve ark., 1974).

2.1.6.1. Sicanlarda STZ ile diyabet olusturulmasi

20 Mm sodyum sitrat tamponu (pH 4.5) icerisinde taze olarak hazirlanmis
STZ ¢ozeltisi (buzlu ortamda saklanmak kosulu ile) 65 mg/kg olacak sekilde (tek doz)
periton i¢i yolla sicanlara enjekte edilerek diyabet olusturulmustur (Tamer ve ark.,
1997; Benwahhoud ve ark., 2001). Baska bir ¢alismada bir gece once a¢ birakilan
siganlara 0.1 M sitrat tamponu igerisinde (pH 4.5) ¢oziindiiriilmiis STZ’ nin 60 mg/kg
dozunda uygulandigi, 72 saat sonra aglik kan sekeri Ol¢limii yapilarak kan sekeri
diizeyi 350 mg/dL ve lzerinde olan siganlarin diyabetli kabul edilerek calismaya
alindigt ve STZ uygulamasindan sonra yem ve su alumimnin serbest birakildigi
bildirilmistir. Yine baska bir ¢alismada si¢anlara 60 mg/kg tek doz intraperitonal STZ
uygulanmis ve kan sekeri diizeyi 200 mg/dL ve iizeri olan sicanlar diyabetli olarak
kabul edilmistir (Akkaya ve Celik, 2010). Yine Ozgiin ve ark. larinin yaptiklar1 baska

bir ¢alismada siganlara 50 mg/kg tek doz i.p. STZ uygulanmis ve 72. saat sonunda kan
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glikoz diizeyleri 200 mg/dl’ nin iizerinde gelen sigcanlar diyabetik kabul edilmislerdir
(Ozgiin ve ark., 2010). Yapilan deneysel diyabet arastirmalarinda, aclik kan sekeri
diizeyi genellikle 200 mg/dL' in iizerinde ise deney hayvani diyabetli olarak kabul
edilmektedir. Bu durumda, bir ¢alisma grubunu olusturan deney hayvanlarindan birine
ait kan sekeri diizeyi 201 mg/dL iken bir digeri 450 mg/dL veya 560 mg/dL
olabilecektir. Dolayis1 ile ¢alisma grubunu olusturacak hayvanlarin aglik kan sekeri
diizeyleri birbirinden ¢ok farkli degerlerden olusacak ve standart sapma c¢ok
biiyliyecektir. Bunu onlemek icin kan sekeri degeri birbirine yakin olan hayvanlar

secilerek gruplar olusturulabilir (Ontiirk ve Ozbek, 2007).

2.1.6.2. Streptozotosin ile olusturulan DM modelleri:

» Tek doz ile; tek doz i.v. ya da i.p. olarak uygulanan STZ ile olusturulur (Vega
ve ark., 1993).

» Cok sayida diisiik doz ile; subdiyabetojenik dozlarda arka arkaya 5 giin siireyle
yapilan enjeksiyon ile olusturulur ve otoimmun diyabet meydana gelir
(Pappaci ve ark., 1994).

» Neonatal enjeksiyon ile; 2 giinliik siganlara i.p. STZ enjeksiyonu ile NIDDM’ e
benzer hiperglisemik bir tablo olusur. Siddetli diyabet degildir ve insiilin
tedavisi gerektirmez. 6 haftalik olana kadar plazma glukoz konsantrasyonu

200-350 mg/dl arasindadir (Portha ve ark., 1989).

2.1.7. Diabetes Mellitus ve Nitrik Oksit (NO) Arasindaki iliski
NO renksiz bir gaz olup oksijen yoklugunda oldukca stabildir (Giiray ve ark.,

1997). Disiik molekiil agirlign ve lipofilik yapisi nedeniyle, prokaryotik hiicre
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duvarlarindan ve Okaryotik hiicre zarlarindan kolay ve hizli bir sekilde gecerek cok
hizli yayilabilen bir gaz molekiiliidiir. Bir ¢cok dokuda, normal fizyolojik kosullarda
salinan NO’in yarilanma Omrii sadece birka¢ saniyedir (Ignarro, 1991). NO, son
yoriingesinde eslesmemis bir elektron oldugu i¢in, kimyasal olarak reaktiftir ve serbest
bir radikal gibi davranir (Smutzer, 2001).

DM’ de NO biyoaktivitesinin azaldigi, bazal NO iiretiminin diistiigii ve NO
tiretici enzim olan Nitrik Oksit Sentetaz (NOS) - igin substrat olan L-arginin’ in
azaldig1 belirlenmistir ve bazi1 arastirmacilar, diyabetle L-arginin’ in plazmadaki
seviyesinin diismesiyle NO iiretiminin zarar gordiigiine isaret etmislerdir (Kino ve
ark., 2004).

DM’ de, kan glikoz diizeyi ve hiperglisemiye maruz kalma siiresi komplikasyon
gelisme riskini arttiran baslica faktorlerdir. Hiperglisemi varliginda normalizasyon i¢in
devreye giren mekanizmalar hipergliseminin indiikledigi hasardan da sorumludurlar.
Hiperglisemi varliginda diagil gliserol sentezinde artis sonucunda protein kinaz C
aktivasyonu diiz kas hiicrelerinde NO sentezini azaltir, endotelyal hiicrelerdeki
Endotelyal Nitrik Oksit Sentetaz (eNOS) messenger RNA ekspresyonunu inhibe ederek
oksidatif hasar1 arttirir, endotelyal hiicrede permabilite artisina neden olur (Ozbek ve
ark.). STZ ile olusturulan deneysel diyabet, IDDM’ ye benzemektedir. NOS ile ilgili
diyabetik diizensizlikler farkli dokularda arastirilmistir. izole pankreas adaciklarinda ya
da total pankreas homejantlarinda NOS aktivitesi, diyabetiklerde kontrol hayvanlarina
gore cok daha azdir. NOS’ un iki alt tipi Noral Nitrik Oksit Sentetaz (nNOS) ve
Indiiklenebilir  Nitrik Oksit Sentetaz (INOS)un, STZ diyabetik sicanlarin
serebrokortekslerinde incelenmis ve diyabetik siganlarin serebrokorteksinde NNOS

aktivitesinin 6nemli derecede diisiik oldugu bulunmustur (Yu ve ark., 1999). Yine
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nNOS aktivitesinin STZ diyabetik si¢anlarin serebellumlarinda da kontrollerden daha az
oldugu saptanmistir (Yu ve ark., 2000). STZ-diyabetik si¢anlarda bazal iNOS aktivitesi
azalmistir (Yu ve ark., 1999; Reagan ve ark., 2002). Ayrica kimyasal bir madde olan
STZ ile meydana gelen adacik hiicre harabiyetine bagl olarak gelisen diyabette temel
mekanizmanin antioksidanlarin olusumu oldugu saptanmistir; burada olay esasen STZ
ile olusturulan uygunsuz NO cevabi olarak diistiniilmektedir (Kolb ve ark., 1992; Wolff,
1993).

DM sendromunda NO makrofajlarin rol aldigi sitotoksik aktivite ve sitokin
etkileri ile olusan pankreas adacik hiicre harabiyetine aracilik eder. Diger yandan da
kronik hiperglisemi sirasinda olusumu hizlanan ileri glikolizasyon {iriinleri tarafindan
NO’ in hem vazodilatasyon olusturucu hem de antiproliferatif etkilerinin 6nlenmesi
diyabetin komplikasyonlarinin gelisiminde 6nemli bir rol alir (Kocatiirk, 1996).

Bazi caligmalarda ise diyabette NO seviyesinin arttigi gosterilmistir. Bank ve
Aynedjan isimli arastirmacilar da STZ verilen diyabetik siganlarda kontrollere gore
idrar ve plazmada NO iriinlerinin (NO2-,NO3) yiikseldigini saptamislardir. Yakin
zamanlarda yapilan ¢alismalar diyabetik hayvanlarda NO seviyesinin degismedigi
yoniindedir. Bununla birlikte, diyabetik kemirgenlerde etyolojik olarak NO’in 6nemli

rol aldig1 kesindir (Kino ve ark., 2004).

2.2. LEPTIN
2.2.1. Tanim

1950’lerin sonlarinda, farelerde asir1 yemenin ve az enerji tiikketiminin yol actig
agir obezite tablosuna neden olan genetik bir defekt saptanmistir. Bu gen ob olarak
adlandirilmis ve bu mutasyonu tasiyan obez farelere ise ob/ob denilmistir. (Fantuzzi ve

Faggioni, 2000). Daha sonra 1994 yilinda, Zhang ve arkadaslar1 tarafindan, ob/ob
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mutant obez farelerde bir mutejenik gen iiriinii olarak leptin kesfedilmistir (Zhang ve
ark., 1994).

Leptin, adin1 Yunanca leptos (ince) kelimesinden alan (Zhang ve ark., 1994),
167 aminoasit i¢eren, 16 kDa molekiil agirliginda protein yapida bir hormondur. Leptin
ve reseptorleri yapisal ve fonksiyonel olarak stokinlere benzemektedir (Fantuzzi ve
Faggioni, 2000).

Leptin, ob geni tarafindan kodlanir. Bu genin DNA’s1 1500 baz ¢ifti icerir ve 3
ekzona ve 2 introna sahiptir (Prolo ve ark., 1998). Fare leptin geni sicanlarda 6 no’lu
kromozomda yer alir (Semerci, 2004). Leptinin kodlama sekansi 2. ve 3. ekzonlardadir
(Gong ve ark., 1996). Insan leptin geni 7. kromozomun uzun kolunda (7q31) yer alir
(Auwerx ve Staels, 1998) ve insan leptini fare leptini ile % 84 oraninda, rat leptini ile %

83 oraninda homologdur. (Rosenbaum ve Leibel, 1998; Prolo ve ark., 1998).

2.2.2. Leptinin Etki Mekanizmasi

Leptinin temel etki mekanizmasi, bir ¢ok hipofizer hormonun regiilasyonunda
gorev alan ve asil etkisi istah1 artirmak olan noropeptid-Y (NPY)’nin, arkuat
niikleus’dan ekspresyonunu ve salinimini inibe etmektir (Spitzweg ve Heulfelde, 1997).
Leptinin etkilerinin bir¢ogu, hipotalamustaki reseptdrlerine baglanmasi sonucunda
ortaya cikar. Bunun yaninda periferik etkileri de vardir. Leptin, yag ve glikoz
metabolizmas1 iizerine olan etkilerini, ndroendokrin fonksiyona etkilerini, enerji
tilketiminin artirilmasi ve besin aliminin azaltilmasi gibi etkilerini ya dogrudan ya da
merkezi sinir sistemi (MSS)’nde aktive olmus bazi spesifik merkezler araciligi ile

gerceklestirir (Mantzoros, 1999) (sekil:2.2.2.1).
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DAVRANIS
Hipotalamik =
noropeptidler

(NPY, MSH)
Hormonlarm salimimi

\ / (CRH, LHRH)

hipotalamus

... hipofiz Beyin Periferi

dizenleme

Yiyecek
Enerji alimi

tuketimi \

insailin

vumurtahk adrenalinler

Kemikiligi
(hematopoezi

Sekil 2.2.2.1. Leptinin biyolojik etkilerinin sematik gosterimi. Adipoz dokuda leptin iiretimi. Leptinin
hipotalamus, immiin sistem, anjiyogenezis, endokrin pankreas, overler, otonomik sistem ve kemik
iligindeki santral ve periferal etkileri. Prolo ve ark.larinin makalesinden modifiye edilmistir (Prolo ve
ark., 1998).

Yapilan ¢alismalar leptinin diger bazi medyatorler ile de etkilesim iginde
oldugunu gostermistir. Bu medyatorler baglica metabolik ve katabolik olarak ikiye
ayrilabilirler. NPY gibi anabolik olanlar, gilinliik gida alimimi arttirdigi gibi enerji
harcanmasin1 da azaltarak pozitif enerji dengesine yol acarlar. Katabolik olanlar ise,
gida alimimi azaltirlar ve bunun yaninda enerji harcanmasimi artirirlar. Katabolik
medyatorlerin ilk tanimlanani ve en 6nemli olan1 bir melanokortin ailesi {iyesi olan o-
melanositi stimiile edici hormon (a-MSH)’dur. Pro-opiomelanokortin (POMC) ana
molekiiliinden olusan a-MSH, melanokotrin ailesinin bir ¢ok iiyesi i¢in ligandtir. Bu

tiyelerden en Onemli olanlari, primer olarak beyinde sentezlenen melanokortin 3
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reseptoriic (MC3R) ve melanokortin 4 reseptorii (MC4R)’diir (Daniel ve ark., 2002).
Genetik olarak MC4R defektli farelerin obez oldugu ve bu reseptdriin sentetik
antagonistinin verilmesi ile gida aliminin baskilandiginin gésterilmesi, MC4R iizerinden
sinyallerin gida alimimi ve yag dokusu iizerindeki artisi sinirlandirdigimi gostermistir
(Daniel ve ark., 2002).

Son yillarda tanimlanan bir diger molekiill de ‘“Agouti-Related Peptide”
(AgRP)’dir. AgRP hem MC3R hem de MC4R’nin antagonistidir ve 6zellikle niikleus
arkuatusdaki noropeptid-Y igeren noronlardan sentezlenir (Daniel ve ark.,
2002).Niikleus arkuatusdaki POMC noéronlari, “Cocaine-Amphetamine-Regulated
Transcript” (CART) adinda bir norotransmitter daha salgilarlar. CART hem normal
hemde aglikla indiiklenmis beslenmeyi inhibe eder ve bunun yaninda néropeptid-Y’ye
bagli gida alimin1 bloke eder (Daniel ve ark., 2002).

Leptin, direk olarak arkuat niikleusda NPY/AgRP néronlarini inhibe eder ve a-
MSH/CART noronlarin1  uyarir.  Arkuat niikleus ndronlarit leptin  sinyallerini
lateralhipotalamik alan (LHA) ve paraventrikiiler alan (PVA)’a iletirken koordinasyon

da saglar (Ahima ve Osei, 2004).

2.2.3. Leptin Reseptorleri (OB-R)

Leptin reseptorii, ekstraselliiler bolgede, baskin bir sitokin homolog alanim
iceren smif I sitokin reseptor ailesine aittir (Ahima ve Osei.2004). Leptin reseptorleri
interlokin-6 (IL-6) sitokin reseptorleri ile benzerlik gostermektedir (Tartaglia, 1997).
OB-R’nin gen anlatim1 MSS’nde ve bir¢ok periferal dokuda yapilmaktadir. Leptinin
viicutta bir ¢cok alanda islevsel oldugu kabul edilmistir ve tiim fizyolojik etkilerini,

reseptorleri araciligi ile gerceklestirir (Moran ve Philip,2003; Ahima ve Osei, 2004;
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Zhang ve ark., 2005). Alinan farkli kesitler sonucu, leptin reseptériin 6 farkli
izoformunun oldugu kabul edilmektedir. Bunlar; OB-Ra, OB-Rb, OB-Rc, ORd, OB-Re
ve OB-Rf’dir (Willarreal ve ark., 1998). Bu reseptorlerin N terminalleri ayni iken C
terminal bolgeleri farklilik gostermektedir (Kokta ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2005).
OB-Ra, OB-Rb, OB-Rc ve OB-Rd tek zar gegisli bolgeye sahipken, OB-Re membrana
baglanabilen bir bolgeye sahip degildir ve leptin baglayict protein olarak dolagimda
¢Oziinmiis halde bulunur. Zar gecisli bolgeye sahip olan leptin reseptorleri, zari
gecebilen bolgelerinin biiytikliiklerine gore kisa ve uzun leptin reseptorleri olarak da
ayirt edilmektedir (sekil 2.2.3.2). Bu reseptorlerden OB-Ra, OB-Rc ve OB-Rd kisa, OB-
Rb ise uzun stoplazmik zar gecis bolgesine sahiptir ve bu reseptdrler bir ¢ok dokuda
sentezlenebilmektedir (Zhang ve ark.,2005; Ahima ve Osei,2004; Sweeny, 2002).

Uzun form reseptdrler, sinyal iletme kapasitesine sahiptirler. Bu reseptorler en
cok hipotalamusta, az miktarda ise; akciger, bobrekler, karaciger, iskelet kasi, kalp,
pankreas, ince bagisaklar, overler, testisler, hematopoietik hiicreler, yag dokusu ve daha
bir ¢ok hiicre ve dokuda bulunur (Villareal ve ark., 1998).

Kisa form leptin reseptorleri, leptinin periferik etkilerinin olugsmasindan
sorumludurlar (Hauseknecht ve ark., 1998) ve sinyal iletiminde rolleri ¢ok azdir
(Wallace, 2000). Bu reseptorler baslica bobrek, akciger, beyin kapilleri ve pleksus
koroideusta bulunurlar ve olasilikla leptinin merkezi sinir sistemine transportunda rol
oynarlar (Wallace, 2000). Son olarak tanimlanan OB-Rf formunun islevi heniiz tam
olarak anlasilamamustir (Villareal ve ark., 1998).

Biitiin bu reseptorler Janus kinaz (JAK) ile iletici ve aktive edici transkripsiyon
sinyali (STAT) yoluna baghdir. Leptinin reseptoriine baglanmasi JAK-STAT

kaskadinin baglamasina neden olur (Zhang ve ark., 2005; Ahima ve Osei, 2004;
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Sanchez ve ark., 2003). OB-R’nin leptine baglanmasi Janus Kinaz 2 (JAK2)’nin
aktivasyonuna neden olur. JAK2’nin aktivasyonu ile OB-Rb’nin bir ¢ok trozin bakiyesi
fosforile olur. Fosforile olan her bir trozin bakiyesi farkli bir sinyal yoluna aracilik eder.
Leptin, reseptoriine baglandiktan sonra, iletici ve ektive edici transkripsiyon sinyali 3
(STAT3)/JAK2, mitojenle-aktive olan protein (MAP) kinaz, SH2 igeren fosfataz 2
(SHP2), fosfotidilinositol-3-kinaz (PI13K) ve adenozin monofosfat ile aktive olan kinaz

(AMPK) sinyal yollarin1 baglatabilir ( Ahima ve Osei,2004; Zhang ve ark., 2005).

2.2.4. Leptinin Sentezlenmesi

Leptin adipositler tarafindan iiretilir, ancak mide fundusu, iskelet kasi, karaciger
ve plesanta gibi dokularda da iiretimi gosterilmistir (Meier ve Gressner, 2004). Ayrica,
bobrek, pankreas, dalak, timus, prostat, testis, over, ince barsak, kolon, akciger ve kalp
leptin reseptorlerinin varliginin bulundugu dokulardir (Hekimoglu, 2006). Leptin, kanda
serbest ve proteine bagli olmak {izere iki formda dolasir. Leptinin aktivitesinden serbest
formun sorumlu oldugu diisiiniilmektedir ve obez bireylerde serumdaki leptinin biiyiik
kisminin serbest formda oldugu belirlenmistir (Brabant ve ark., 2000). Bu nedenle obez
kisilerde serbest leptin formunun artiginin tespit edilmesi, obezite gelismesinde asil
sorunun leptin eksikligi degil, leptin direnci oldugu hipotezini destekleyen kanitlardan

biri olarak goriilmektedir (Aslan ve ark., 2004).

2.2.5. Leptinin Sekresyonu
Leptinin dolasimdaki yar1 omrii yaklasik 30 dakikadir ve yemeklerden 2-3 saat
sonra pulsatif olarak salgilanir. Diurnal bir ritmi vardir ve sabah erken saatlerde pik

yaparken, 6gleden sonra en diisiik diizeyler iner (Boden ve ark., 1996). Serum diizeyleri
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kadinlarda erkeklere oranla daha yiiksektir. Bu durum kadinlarda yag dokusu fazlaligi
ve cilt alti/visseral yag oraninin daha fazla olmasi ile agiklanmaktadir (Ostlund ve ark.,

1996).

2.2.6. Leptin Sekresyonunun Regiilasyonu

Leptin diizeyinin ana belirleyicisi viicut yag kitlesi ve viicut kitle indeksi (VKI)
olsa da bir ¢ok faktor leptin regiilasyonunda rol oynamaktadir (Frederich ve ark., 1995;
Ma ve ark., 1996).

Insiilin, glikokortikoidler ve prolaktin leptin sentezini stimiile ederken, troid
hormonlari, biliylime hormonu, somatostatin, serbest yag asitleri uzun siire soguga
maruz kalma ve katekolaminler leptin {izerine inhibitor etki gosterirler (Aslan ve ark.,
2004). Tiimor nekroz faktor-o (TNF-a), IL-1 ve IL-6 gibi stokinlerin dolasimdaki leptin

diizeylerini arttirdig1 gozlemlenmistir (Mantzoros, 1999).

2.2.7. Leptinin Fizyolojik Fonksiyonlar:

Leptinin viicuttaki baglica rolii, beyin (6zellikle hipotalamus) negatif “feedback™
etki ile gida alimii ve enerji metabolizmasini diizenlemek ve obezite gelismesini
engellemektir. Ayrica metabolizmanin diizenlenmesi, cinsel gelisim, {ireme,
hematopoez, immiinite, gastrointestinal fonksiyonlarin diizenlenmesi, sempatik sinir
sistemi aktivasyonu, anjiyogenez ve osteogenez’de de cok Onemli rolleri oldugu

saptanmistir (Aslan ve ark., 2004).

2.2.8. Leptin Rezistansi

Leptin genindeki mutasyon nedeniyle leptin eksikligi bulunan ob/ob farelere
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leptin verilmesinin ardindan elde edilen sonuglar, insandaki obeziteden de leptin
eksikliginin sorumlu olabilecegini ve disaridan leptin tedavisi ile bunun
diizeltilebilecegi goriisiinii giindeme getirmistir. Fakat, ¢ogu obez hastada leptin
kodlayan gen normal olmakla birlikte dolasimdaki leptin seviyeleri normal bulunmustur
ve bu da obezitenin leptin rezistansi ile ilgili bir durum olabilecegini gostermektedir

(Wauters ve ark., 2000).

2.2.9. Leptin ve Diabetes Mellitus Arasindaki iliski

Leptinin iligkili oldugu hormonlar arasinda en ¢ok arastirilmis olan insiilindir.
Yapilan invitro calismalarda, leptinin normal ve obez kemirgenlerde, 6zellikle
hipotalamus aracilig1 ile glikoz metabolizmasini ve insiilin duyarliligint artirdigini
gostermistir. Ek olarak, leptinin, lipoatrofik ve insiilin yetmezligi olan diyabetik
farelerde antidiyabetik etkisinin oldugu da bildirilmistir (Giiltiirk ve Demirkazik, 2007).
Ozellikle diyabetik hastalarda leptin ve insiilin arasinda pozitif bir korelasyon oldugu ve
instilinin hem invivo ve hem de invitro kosullarda adipoz dokuda leptin iiretimini
uyardigi gosterilmistir (Deniz ve ark., 2003). STZ kullanilarak instiline bagimli diyabet
olusturulmus siganlarda ve transgenik farelerde, leptinin giiclii antidiyabetik etkileri
oldugu gosterilmistir (Chinookoswong ve Wang, 1999). Leptin bu etkilerinin MSS
araciligr ile mi yoksa direkt periferal dokular iizerine etkileri ile mi olustugu halen
aciklanamamustir. Fakat, leptinin intravendz ve intraserebroventrikiiler inflizyonu
sonrasinda hepatik glikoz metabolizmasini arttirmasi, bu durumun MSS ile iligkili
oldugunu disiindiirmektedir (Kamohara ve ark., 1997). Bunun yaninda perfiize sican
karacigerinde glikoneogenezis ve glikojenoliz iizerinde de direkt etkilerinin oldugu

kanitlanmistir. Bundan dolay1 leptinin olasi antidiyabetik etkilerinin hem periferik
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dokularda hem de santral sinir sistemi tizerine etkilerinin bir bilesimi olabilecegi
diistintilmektedir (Nemecz ve ark., 1999).

1994 yilinda leptinin kesfedilmesinden bu yana, diyabette serum leptin seviyesi
ile ilgili yapilan gozlemler, diyabette bu seviyenin diistiigli yoniindedir (Zhang ve ark.,
1994; Havel ve ark., 1998).

Plazma leptin diizeyi, STZ ile olusturulmus diyabette belirgin bir sekilde
azalmaktadir. Diyabetiklere 4-17 giin siire ile insiilin uygulanmas1 sonrasinda, plazma
leptin diizeyleri kontrol leptin diizeylerinin yaklasik iki katina ¢ikmaktadir ve plazma
leptin konsantrasyonu, insiilin yetersizliginde belirgin olarak diiserken, insiilin
uygulanmasi ile hizla artmaktadir (Sivitz ve ark., 1998; Wang ve ark., 2008).

STZ ile diyabet olusturulmus si¢anlarda plazma insiilin diizeylerinin diisiik
olmasinin aglik ya da beslenmeye bagli olmadigi, leptin mRNA' sina ve plazma leptin
konsantrasyonlarina bagli oldugu gosterilmistir (Patel ve ark., 1998).

Yine 2009 yilinda Akkaya ve Celik’in yapmis oldugu bir ¢alismada STZ ile
diyabet olusturulmus sicanlarda, serum leptin diizeyi kontrol grubuna gore Snemli
derecede diisiikk bulunmustur (Akkaya ve Celik, 2009).

Diyabet arastirmacilari, leptinin viicut agirhigini azaltici etkilerine asir1 ilgi
gostermektedirler. Ciinkii obezite, Tip II diyabet hastalarinin kontrol ve tedavisinde
onemli bir sorundur. Diyabet hastaligimin etyolojisinde leptinin kesin rolii agik
olmamakla birlikte, bir caligmada leptin seviyelerinin artis1, gelisen diyabet risklerinin
artis1 ile iligkili bulunmustur. Bagka bir ¢calismada, obez ve zayif kisilerin yag hiicreleri
kiiltiirlerinde leptinin bazal ve insiilinle stimiile edilen glikoz geri alimimi arttirdig:
gosterilmistir. Bu da leptinin insan yag hiicrelerinde glikoz metabolizmasinda

diizenleyici rol oynayabilecegini gostermektedir. Kisaca leptinin Tip II diyabette ya
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agirhik kaybi saglayarak indirekt, ya da glikoz metabolizmasi tizerinden direkt etki ile
fayda saglayabilecegi ifade edilmektedir (Deniz ve Saygi, 2003).

2009 yilinda Tip I ve Tip II diyabetli hastalar tizerinde yapilan bir ¢alismada Tip
I hasta grubunun leptin diizeyleri kontrol grubundan yiiksek seyretmekle birlikte, bu
yiiksekligin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur (Koca ve ark., 2008).

Yine 2002 yilinda yapilan bir ¢calismada, Tip I diyabetli ¢cocuklarda, diyabet ile
serum leptin diizeyleri arasindaki iliski incelenmis olup, yeni tani1 almis Tip I diyabetli
cocuklarda serum leptin diizeyleri normal ¢ocuklarinkine gére anlamli olarak diisiik
bulunmustur (Soliman ve ark., 2002).

Tip II diyabet hastalar1 ile normaglisemik kisilerin leptin konsantrasyonu
arasinda fark olup olmadigi hala tartisilan bir konudur, ¢linkii yapilan calismalar
birbiriyle ¢eliskili sonuglar agiklamaktadir (Koca ve ark., 2008). Yine Koca ve ark.,
yaptig1 bir ¢alismada, deneysel olarak Tip I diyabet olusturulmus sican serumlarinda
leptin diizeylerinin diyabet grubunda kontrole gére anlamli derecede azalmis oldugu ve
leptin diizeylerinin insiilin diizeyleri ile ilintili olabilecegi gosterilmistir (Koca ve ark.,
2008).

Yapilan ¢aligmalar STZ ile diyabet olusturulan ratlarda plazma leptin ve insiilin
diizeylerinin azaldigini ve diyabetik hiperfajiye neden oldugunu gostermektedir (Ishii ve

ark., 2002; Dinger ve Giilen, 2010).

2.2.10. Leptin ve Nitrik Oksit Arasindaki iligki
NO ile leptin arasinda 6nemli bir baglantinin oldugu diisiiniilerek ¢ok sayida
calisma yapilmasina ragmen, halen bu iligki tam olarak acikliga kavusmamistir. Yapilan

caligmalarin sonucu, leptinin NO {iretimini indiikledigi yoniindedir. Frithbeck ve ark.
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1999 yilinda yapmis olduklar1 bir caligmalarinda, sicanlara 3 doz leptin uygulamasi
yaptiktan sonra serum NO konsantrasyonlarinda artis oldugunu goézlemlemislerdir
(Friihbeck, 1999).

Yine 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada, diyabette artan NO’in histopatolojik
olaylara neden oldugu, disaridan verilen leptinin ise Osellikle nNOS miktarinda artisa

neden oldugu bulunmustur (Kapucu, 2006)

2.3. ENDOTELINLER
2.3.1. Tanim

ET’ler viicutta dogal olarak olusan peptidlerdir ve bilinen en gigli
vazokonstriktér molekiillerdir. ilk defa 1985 yilinda Hickey ve ark. tarafindan,
“endotensin veya endothelial contracting faktor” olarak tanimlandilar (Tokag¢ ve ark.,
1998). 1988 yilinda Nature dergisinde Yanagisawa ve ekibi tarafindan ayrintili bir
sekilde tanimlanan endotelinler bilim diinyasinda biiytik ilgi uyandirmistir. Su ana kadar
bilinen en giiglii vazokonstriktér peptid olan endotelin-1 (ET-1), ilk kez kiiltiirdeki
domuz aortas1 endotel hiicrelerinden elde edilmistir (Turgan ve ark., 1996).

Ana ET kabul edilen ET-1 ile ayn1 peptid grubunda yer alan diger ET’ler ise

endotelin-2 (ET-2), endotelin-3 (ET-3) ve fare bagirsagindan izole edilen endotelin-f ya
da diger adiyla vazoaktif intestinal konstriktor (VIC)’ diir (Rubany1 ve botelho, 1991;

Turgan ve ark., 1996).

2.3.2. Endotelinlerin Yapisi ve Sentezi
-ET iki disiilfit koprii (Cys1-Cysl5 ve Cys3-Cysll1) igeren 21 amino asit (aa)’li

lineer bir peptid olup, 3 boyutlu yapisit konikal bir spiraldir. Diger memeli peptid
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gruplarinin yapisina benzemeyen yapisi bir grup yilan zehrinin (srafotoksinler) yapisina
benzemektedir. Her ikisi de vazokonstriksiyon, vazodilatasyon ve mitogenesis gibi
ortak biyolojik etkilere sahiptir (Giiltekin ve ark., 1994).

Insan ve diger memelilerde, yapisal ve farmakolojik etkileri farkli 3 ET
isopeptidi bulunmaktadir (Giiltekin ve ark., 1994). ET-1, ET-2 ve ET-3 olarak
adlandirilan bu peptidler, insan, fare ve domuz genomlarinda farkli kromozomlarda
bulunan 3 farkli gen tarafindan kodlanir (Vural, 1999). ET-1 endotel hiicrelerinde sentez
edilen yegane ET’dir (Giiltekin ve ark., 1994). ET-1’i kodlayan mRNA sadece damar
endotel hiicrelerinde gosterilmistir (Baykal ve ark., 1996). ET-2 ET-1" den 2 farkh aa,
ET-3’ den ise 6 farkli aa ile ayirt edilirler (Vural, 1999).

ET-1; vaskiiler endotelyal ve diiz kas hiicreleri, hava yolu epitelyal hiicreleri,
makrofajlar, fibroblastlar, kardiyak miyositler, beyin sinirleri ve pankreatik adaciklar
tarafindan  iretilmektedir. ET-2; over ve intestinal epital hiicrelerinden
sentezlenmektedir. Akciger alveolarizasyon, termoregiilasyon , ovulasyon ve intestinal
epitelyal hiicre homeostazisinde gorev almaktadir. ET-3; endotelyal hiicrelerde, beyin
sinirlerinde, renal tiibiiler epitelyal hiicrelerinde ve intestinal epitelyal hiicrelerinde
bulunur. NO ve prostasiklin iceren vazodilatorlerin salinnmina aracilik etmektedir
(Barton ve Yanagisawa, 2008).

ET-1 in Oncii proteini 203 aa’ten olusan preproendotelin-1 (preproET-1) dir
(Turgan ve ark., 1996). PreproET-1 proteolizis ile 6nce bigET-1’ e (38 aa’li), daha
sonra da ET-1" e (21 aa’li) doniismektedir. BigET-1" in yapisinda Trp 21 ve Val 22
arasindaki bagmn hidrolizi, bir nétr metallopeptidaz olan ET-converting enzyme (ECE)
tarafindan gercgeklestirilir (Vural, 1999) (sekil 2.3.2.2)

ECE-1 ve ECE-2 olmak iizere 2 tipi vardir. ECE-1 g¢esitli hiicrelerden izole
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edilmistir ve 758 aa’lik i¢ membrana bagli bir enzimdir. ECE-1 nétral endopeptidazdir
ve mRNA' s1 en fazla endotelde yapilir, fakat adrenal bezler, akcigerler, bobrekler ve
bagirsaklarda da yapilabilir. ECE-1 bigET-1" i ET-2 ve ET-3’den daha etkili pargalar
(Tokag ve ark., 1998).

ECE-2 yapisal olarak ECE-1’e benzeyen membrana bagli metalloproteazdir ve
bigET-1" i ET-2 ve ET-3’den daha etkin bir sekilde par¢alar. mRNA' s1 belirgin olarak
serebral korteks , serebellum ve adrenal medulla gibi néral dokularda bulunur (Tokag ve

ark., 1998).

prepro Endothelin-1 mRNA

¥

A
nmt “ prepro Endothelin-1

Sl Il e

1 o ES] ra Lo iy

Dibasic-Pair-Specific
Endopeptidase{s)

~ll | Big-Endothelin-1 (1.39)

Endothelin Converting EntEreneu
{ECE-1a, ECE-1, ECE-1c, ECE-2 Chymase

Chymase

Non-ECE Metalloprotease

]

. ()= 5
= EdE=Es N
G, o]
i -‘-"'-Eﬂﬂc
(*3
¢ DEDEEEEE

Endothelin-1 {1-21) Endothelin-1 (1-31)

Sekil 2.3.2.2: ET-1(1.,1y ve ET (151 peptidlerinin biyosentezi (Liischer ve Barton., 2000).

ET-1 mRNA’simin indiiksiyonu ve bu peptidin salimim miktarinin, mekanik
stimiilasyon trombin, transforming growth faktdor B (TGFp), anjiyotensin II (AIl),

vazopressin, hemodinamik shear stres, interlokin-1, kalsiyum iyonoforlar: (A 23187 ve
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iyonomisin) ve forbol esterleri tarafindan artirildigi bulunmustur (Rubany1 ve Botelho,
1991; Turgan ve ark., 1996).

ET-1’in sentezini inhibe eden maddeler arasinda ise atrial natriiiretik peptid
(ANP), prostasiklin 2 ( PGI,) ve NO gibi vazodilatorler sayilabilir (Vural, 1999) (tablo
2.3.2.1). Endotel olusumunun esas diizenlenmesi, transkripsiyon veya translasyon
diizeylerinde olur. Vezikiillerde depolanmis endotelin bulunamamustir (Tokag ve ark.,

1998).

Tablo 2.3.2.1: Endotelin salinimini uyaran ve inhibe eden faktorler

Endotelin salinimini uyaranlar Endotelin salinimini inhibe edenler
Insiilin ET-1 ANP CAMP, cGMP
Anjiyotensin(Il) NF-1 Adrenomedullin Heparin
Vazopressin Endotoksin Yiiksek shear stres|Fe*?ve Ca™ selatorleri
Kortizol Trombin NO
IL-1 Diisiik shear stres | PGl, ve PGE;
TGFpB Glikoz
Hipoksi Okside HDL
Bombesin

2.3.3.Endotelinlerin Hiicresel Etki Mekanizmalar:

ET-1 vazokonstriktor etkisini protein kinaz C aktivasyonu ve sitozolik kalsiyum
artis1 lizerinden gosterir. Reseptor-ET birlesmesini takiben, G proteinlerde reseptore
baglanarak fosfolipaz C’yi aktiflerler. ET ler fosfolipaz C’ yi aktive ederek fosfotidilin
hidrolizine neden olurlar. Hidroliz sonucu; inositol 1,4,5 trifosfat (IP3) ve diagilgliserol

(DAG) olusur. ilki sitozolik Ca*? diizeyini arttirirken DAG ile proteinkinaz C’yi
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aktifler. IP5sarkoplazmik retikulumdaki depolardan Ca*? serbestlestirir. Dihidropiridine
duyarl voltaj bagimli kanallardan Ca* girisini de kolaylastirir ve total intraselliiler Ca*
konsantrasyonu artar. intraselliiler Ca*?artis1 kalmodiilin artig1 ile birliktedir (Turgan ve

ark., 1996; Tokag ve ark., 1998) (Sekil 2.3.3.1).

ET
FLA, FLC _ G.Prot. T— ETreseptorii g Voltaj bagiml
Ca'? kanallari
Fosfotidil DAGHP;
inositol / \
PKG Ca*? depolann —— Ca™

PGI, . \ /
Duyarlanma

TxA, Kontraktil birimde kasiima

Sekil 2.3.3.1: Endotelinlerin etki mekanizmasi (Tamirisa ve ark., 1995).

FLA: Fosfolipaz A2, FLC: Fosfolipaz C, PKG: Protein Kinaz, PGI,. Prostaglandin 1, PGE;.
Prostaglandin E, TxA,. Trombaksan A,

2.3.4. Endotelin Reseptorleri

ET reseptorleri tiim viicutta yaygin olarak yer alirlar ve ET izopeptidlerine olan
afinitelerine gore 3 ana gruba ayrilirlar. Endotelin-A (ETa) reseptorti, ET-1 ve ET-2ye
yiiksek afinite gosterirken, ET-3 ise zayif bir afinite gosterir (Baykal ve ark., 1996).
Endotelin-B (ETg) ise bu 3 izoforma esit etki gostermektedir (Masaki, 1993).

1. ET4 afinite siralamasi: ET-1>ET-2>ET-3

2. ETg afinite siralamasi: ET-1=ET-2=ET-3
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3. ETc(Endotelin-C) ise ET-3’e yiiksek afinite gosterir (Liischer, 1993).

Bu reseptorlerin dagilimi, degisik cinslerde ve dokularda biiyilik farkliliklar
gostermektedir (Bonggwan ve ark., 2010). ETa reseptorii vaskiiler diiz kas hiicresi
tarafindan sentezlenir ve ET-1" in kasici etkisinden sorumludur. Vazokonstriiksiyon,
FLC, IP3ve DAG yolaginin aktivasyonu ile gerceklesir (Sakurai ve ark., 1990). Bu tip
reseptorler vaskiiler diiz kas hiicresi, bobrek ve kalpte bulunur (Turgan ve ark., 1996).

ETg reseptorleri ise, daha yogun olarak bobrekler, uterus, santral sinir sistemi
ve endotel hiicrelerinde olmak iizere, genis bir dagilim gosterirler (Tamirisa ve ark.,
1995; Stevenson ve ark., 1992). ETg reseptorleri, endotel hiicresinde NO {izerinden
vazodilatasyona neden olurken, vaskiiler diiz kas tizerinde vazokontriiksiyona neden
olurlar (Sakurai ve ark., 1990). ET¢ reseptorii ise en son kesfedilen reseptor olup endotel
hiicresinde lokalizedir ancak memeli hiicresinde varligi gosterilmemistir (Turgan ve
ark., 1996).

ET reseptorler1 B1, B2, SHT1, 5SHT2, V1 ve V2 reseptorlerini de igeren
Rodopsin siiper ailesine dahildirler. Bu reseptorlerin yedi adet transmembran segmenti
vardir ve etkilerini G proteinleri araciligi ile gosteririler (Tokag ve ark., 1998). G
proteinler de reseptore baglanarak fosfolipaz C’ yi aktiflerler. Aktiflenmis fosfolipaz
C’nin etkisi ile ikinci haberciler olan inozitol 1,4,5-trifosfat ve 1,2-diagilgliserol
sentezlenir (Turgan ve ark., 1996; Tokag¢ ve ark., 1998). IP3 endoplazmik retikulumdan
Ca*? salwerilmesini arttir ve ET-1 daha sonra membran Ca*® kanallarim agarak
ekstraselliiler Ca™un hiicreye girisine neden olur ve bunun sonucunda damarlarda
yavas gelisen fakat uzun siliren bir vazokonstrilksiyon meydana gelir ve kan basinci
yiikselir. ET bilinen endojen vazokonstriiktor maddelerin en giigliisii olup, gravimetrik

etki giici AIl’den 10 kat daha fazladir (Baykal ve ark., 1996).
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2.3.5. Endotelin Reseptor Antagonistleri

ET’lerin ¢esitli viicut sistemleri ilizerine olan 6nemli etkilerinin anlagilmaya
baslamasi ile bunlarin istenmeyen etkilerini ortadan kaldiracak reseptdr antagonistleri
lizerinde calisilmaya baslanmistir. Bu amagcla, son yillarda degisik kompetitif ET
reseptOr antagonistleri tanimlanmistir (Turgan ve ark., 1996).

ET’nin tanimlanmasindan sadece 2 yil sonra, endotelin reseptdr antagonistinin
(ERA) ilk raporu yaymlandi. Bu antagonist, ET-1’in bazi etkilerini bloke etti, fakat
Ozglinliik yoniinden eksikti. Bundan kisa bir zaman sonra “Streptomyces misakiensis”
fermantasyonunun dogal bir yan firiiniinden kompetitif endotelin antagonisti (BE-
18257B) izole edildi (Motte ve ark., 2006).

ET reseptor antagonistleri, selektif ETa, selektif ETg ve non-selektif ETA/ETg
reseptor antagonistleri olmak iizere siniflandirildi. Daha sonra siklik pentapeptid BQ-
123 ve modifiye edilmis linear peptid FR139317’ nin gelisimi ile ET alaninda 6énemli
bir gelisme yasandi (Motte ve ark., 2006).

Bu her iki reseptor antagonisti, ETa reseptorleri icin yiiksek olciide selektif
antagonistlerdir (Motte ve ark., 2006). ETa reseptor antagonistleri ve ECE
inhibitorleriyle tedavinin, insanlarda konjestif kalp yetmezliginin seyrini olumlu yonde
etkileyebildigine iliskin erken klinik bulgular vardir. Hayvanlarda ET A ve ETg reseptor
blokdrii olan ve oral yolla uygulanabilen tek ET reseptor antagonisti olan Bosentan’in
hipoksi ile uyarilan pulmoner hipertansiyonu ve pulmoner arter remodeling’ini 6nledigi
gosterilmistir (Tokag ve ark., 1998).

ETa selektif reseptor antagonisti BQ-123 ve nonselektif reseptdr antagonisti Ro
47-0203 ile iskemi ve siklosiporinlere bagli akut renal yetersizliginin gerileyebilecegi

gosterilmistir. ETa selektif antagonisti, FR 139317°nin progresif proliferatif renal
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hastalig1 onleyebildigi bildirilmistir. Tavsan, kopek ve farelerde antikorlar ve BQ-
123’lin akut miyokart enfarktiisii alanim1 kii¢lltiicii etkisi gosterilmistir (Giiltekin ve
ark., 1994). ETa selektif reseptér antagonisti BQ-485 kopeklerde ve non selektif
antagonist Ro 47-0203 tavsanda, serebrovaskiiler spazmi 6nlemede etkili olmuslardir.
Tavsan ve farelerde c¢esitli antagonistler ile tansiyonun diisiiriilebilecegi ve
hipertansiyona bagli sekonder bdbrek hastaliginin geriletilebilecegi bildirilmistir
(Giiltekin ve ark., 1994).

Sonu¢ olarak ET’lerin vazokonstiiriksiyon goriilen hastaliklardaki rolii giin
gectikce  belirginlesmektedir.  Gelecekte reseptér antagonistlerinin  ve ECE
inhibitorlerinin gelisitirilmesi ET’lerin saglikli ve hasta kisilerdeki roliinii daha iyi

anlamamiza ve de tedavide yeni yaklagimlarin ortaya ¢ikmasina yol acacaktir (Giiltekin

ve ark., 1994).

2.3.6. Endotelin-A (ETa) Reseptor Antagonisti: BQ-123

Ik ET-reseptor antagonisti, 1991°in baslarinda Banyu Pharmaceutical Co. Ltd
(Tokyo, Japonya) sirketinde Ihara ve ekibinin ET a4 selektif reseptor antagonisti olan BQ-
123’tin  bulmasiyla ortaya ¢ikmistir. Bu molekil 3 D-aminoasit igeren
[cyclo(D—Trp—D—Asp—Pro—D—Val—Leu—)] bir siklik pentapeptitti (sekil 2.3.6.1).

BQ-123 radyoaktif olarak etkilenmis ET-1’i, rekombinant insan ETa ve ETg
reseptorlerine sirasiyla 13 nM ve 10 nM' lik bir ICsg ile baglanarak antagonize ediyor,
boylece ETg reseptor tiplerine gore ETa reseptorlerine 1000 kat daha fazla afinite
gosteriyordu. Izole edilmis domuz koroner arterleri kullamldiginda da BQ-123
konsantrasyona bagli ve kompetetif bir sekilde 7.4 pA2’si iireterek ET-1’in etkisi

sonucu meydana gelen kontraktil tepkileri engelliyor ve benzer sonuglar ortaya
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cikiyordu. BQ-123 ayrica anestezi edilmis normotansif sican modelinde ve goniillii
normatansif bir insanda, ET-1 etkisi ile meydana gelen tansiyon artisin1 engellemistir.
Ne var ki BQ-123’tin peptid yapisi nedeniyle oral yolla alinamama gibi bir dezavantaji

bulunmaktadir (Ray ve ark., 2000).
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Sekil 2.3.6.1: BQ-123"iin kimyasal yapis1 (Webb ve Meek, 1997).

2.3.7. Plazma Endotelin Diizeyleri

Dolagimdaki immiinoreaktif ET konsantrasyonu ortalama 1-2 pg/mL olup bu
miktar vazoaktive icen gerekli olan diizeylerin altindadir (Masaki, 1993). ET, sistemik
olmaktan ¢ok lokal, parakrin, otokrin bir hormon olarak etkisini gosterir. ET
reseptorlerine sahip hedef hiicrelerin ET sentez edici hiicreler ile ayn1 dokuda bir arada
bulunmalari, ET plazma diizeylerinin farmakolojik etkilerin gerektirdiginden ¢ok diisiik
olmast ve ET’in hizla ve etkili bir sekilde akciger ve diger organlarca dolagimdan
uzaklastirilmasi lokal etkiyi destekleyen bulgulardir (Giiltekin ve ark., 1994).

Dolasimdaki ET yar1 émrii 2 dakikadan kisadir ve ET’ lerin yikima ugradigi
organlar akciger, bobrek ve karacigerdir (Shiba ve ark.,1989; Gandhi ve ak., 1994).

Yikimda etkili enzim, ndtral endopeptidaz olup, bu organlarin disinda vaskiiler diiz kas



38

hiicresinde de bulunur (Gandhi ve ark., 1994).

2.4. DIABETES MELLITUS VE ENDOTEL DISFONKSIYONU

Vaskiiler endotel disfonksiyonu, DM, hipertansiyon ve kardiovaskiiler
hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynamaktadir (Beckman ve ark., 2002). Vaskiiler
endotelyal hiicreler saglikli insanda, kardiyovaskiiler homeostazin saglanmasinda
onemli rol oynarlar. Damar duvar1 ve liimen arasinda fiziksel bir bariyer gdrevinin
yanisira endotel, trombosit agregasyonu , fibrinolizis, koagiilasyon ve damar tonusu
regiilasyonundan sorumlu bir ¢ok mediyator sekrete eder. Endotelyal disfonksiyon
terimi bu mediyatorlerin tiretimindeki dengesizligi ifade etmektedir (Yener, 2005).

Diyabetli  hastalardaki  endotel  disfonksiyonunu temel mekanizmasi,
dislipoproteinemi ve reaktif oksijen radikallerindeki (ROS) artmadir (Watss ve ark.,
1998). Buna ek olarak glikozun enzimatik olmayan yollarla oksidasyonu sonucu olusan
glikolizasyon son iiriinleri de LDL oksidasyonunu arttirir ve bunun sonucunda endotel
disfonksiyonuna neden olur (Bucala ve ark., 1993). Diyabetik endotelyal
disfonksiyonda ET-1’in rolii arastirilmaya devam edilmektedir.

Asagidaki sekil 2.4.1°de diabetik hastalarda gelisen endotel disfonksiyonun

nedenleri 6zetlenmistir.
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Sekil 2.4.1: Backman ve arkadaslarinin makalesinden modifiye edilmistir. DM’da endotelyal
disfonksiyon (Backman ve ark., 2002)
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2.5. ENDOTEL DISFONKSIYONUNUN BIiR GOSTERGESI OLARAK
ENDOTELIN-1
2.5.1. Endotelin-1 ve Diabetes Mellitus Arasindaki iliski

Stres ve diyabet gibi ¢esitli durumlarda, plazma ET-1 diizeylerinin yiikseldigi
rapor edilmistir (Said ve ark., 2005). Bu konu ile ilgili olarak yapilan bir ¢ok arastirma
da bunu desteklemektedir.

Makino ve Kamata 1998 yilinda yapmis olduklari bir ¢alismada, STZ ile
diyabet olusturulmus si¢anlarda hem ET-1 diizeylerinin hem de glikoz diizeylerinin
belirgin bir sekilde arttigini bulmuslardir (Makino ve Kamata, 1998).

Yang ve ark., diyabetik Wistar sicanlarda kan ve idrar ET-1 diizeylerini yiiksek
olarak saptamislardir (Yang ve ark.,2003)

Yine bagska bir calismada, Takahashi ve ark., 100 diyabetik hasta ve 19 saglikli
kontrolii dahil ettikleri galismalarinda, plazma immunreaktif-ET konsantrasyonunun
diyabetiklerde saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu
saptamislardir (Takahashi ve ark.,1990).

2002 yilinda Schneider ve ark.’nin 101 Tip 1 diyabetli, 124 Tip 2 diyabetli, 35
hipertansif ve diyabetli hasta ve 99 kisilik bir kontrol grubundan olusan ¢alismalarinda
plazma ET-1 diizeylerini arastirmislar ve sonucunda diyabetli ve hipertansif hastalarda
ET-1 diizeyinin arttigin1 bulmuslardir (Schneider ve ark., 2002).

Diyabetiklerde ET diizeylerindeki artis1 indiikliyen en oOnemli metabolik
degisiklikler, hiperglisemidir. Sigir retinal kapiller endotel hiicrelerinin kullanildig
hiicre kiiltlir calismalarinda, yiiksek glikoz diizeyinin protein kinaz C yolagi lizerinden
ET-1 salintmim arttirdigi bulunmustur (Park ve ark.,2000). Dolasimdaki ET’lerin

onemli bir kismini olusturan ET-1’in plazma konsantrasyonunun artisi, endotelyal
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hiicreler tarafindan asir1 iiretimine ve fazla miktarin dolasima ge¢mesine baghdir.
Diyabetik hastalarda plazma ET-1 diizeylerindeki artisin mekanizmasini agiklayan
baska bir c¢alismada, glikoz konsantrasyonu yiiksek kiiltiir ortaminda hibrid endotel
hiicreleri ve insan umblikal ven endotel hiicrelerinde ECE-1 ekspresyonunun arttigi

saptanmistir (Keynan ve ark., 2004).

2.5.2. Endotelin-1 Reseptor Antagonistlerinin Diabetes Mellitus’da Etkileri

Diyabette, ET-1’in biyosentezi artmaktadir ve bu nedenle, bu peptid vaskiiler
komplikasyonlara neden olmaktadir. Deneysel diyabet olusturularak c¢esitli ET reseptor
antagonistlerinin etkilerini arastiran bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

2002 yilinda Kanie ve Kamata yaptiklar bir ¢alismada, 6nce STZ ile sicanlarda
diyabet olusturmuslar, sonrasinda ETa ve ETg reseptor antagonisti J-104132’nin olusan
endotel disfonksiyonuna olast etkilerini arastirmiglardir. Bunun i¢in sicanlarin
aortalarmi kullanmuslardir. Calismanin sonucunda, J-104132 tedavisinin, STZ ile
diyabet olusturulmus ratlarin aortalarinda meydana gelen endotel disfonksiyonunda
lyilesme meydana getirdigi ve J-104132°nin bu etkisinin aortik siiperoksid anyonlarda
azalma meydana getirerek olusabilecegi sonucuna varmislardir (Kanie ve Kamata,
2002).

Yine bagka bir ¢alismada Said ve arkadaslari, stres ve diyabet boyunca meydana
gelen metabolik degisikliklerde, ETA/ETg reseptor antagonisti olan bosentanin etkilerini
arastirmiglar ve diyabetik siganlarda artan ET-1’in, karacigerde glikojenolizi stimiile
ettigi ve insililin rezistansina neden oldugunu bulmusglardir. Bosentan tedavisi
sonucunda, yiikselen serum glikoz diizeyinin diistiigi ve bosentanin insiilinin

hipoglisemik etkisini etkin hale getirdigi sonucuna varmislardir (Said ve ark., 2005).
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Bu sonuglardan yola cikarak, diyabette ET reseptor antagonistlerinin olumlu

etkilere sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

2.5.3. Endotelin-1 ve Leptin Arasindaki iliski

Leptin ve ET-1° in bir takim hastaliklar ve sistemler flizerine etkilerini
degerlendiren bir ¢ok calisma yapilmustir.

Daha o6nce ET-1’in adipositler iizerinde leptin liretilmesi yoniinde stimiilator
etkisinin oldugu (Xiong ve ark., 2001), leptinin de insan umblikal ven hiicrelerinden
(HUVECS) ET-1 iiretilmesi lizerine stimiilator etkisinin oldugu (Quehenberger ve ark.,
2002), invitro modellerde gosterilmistir.

2002 yilinda Quehenberger ve arkadaslari, HUVEC’lerde ob gen iiriinii olan
leptinin ET-1 ekspresyonundaki etkisini arastirmiglardir. 125I-radyoaktif olarak
etkilenmis leptin kullanan baglantili calismalarda, HUVEC’lerde yiiksek ve diisiik
duyarlilikli leptin baglama alanlarinin  (sirasiyla Kdl 13.1 3.1 nmol/L ve
Kd2 1390 198 nmol/L), HUVEC’lerin leptin ile inkiibasyonunun ardindan siireye ve
doza bagli bir ET-1 mRNA ekspresyonu ve protein sekresyonu artisina neden oldugunu
ortaya ¢cikarmistir (Quehenberger ve ark., 2002).

Yine Xiong ve arkadaslari, 2001 yilinda yaptiklar1 bir calismada, adiposit
hiicreler iizerinde ¢alismislar ve ET’in iki farkli adiposit hiicre ¢izgisinde leptin
iiretiminin uyarilmasinda insiilin kadar kuvvetli ve etkili oldugunu bulmuslardir. ET ler
ET-1> ET-3 gii¢ sirasina gore ETa’nin leptin iiretimini uyardigini bildirmislerdir.
Yaptiklart Northen Blot analizinde her iki hiicre ¢izgisinde, ETgdegil ancak ETa
eksprasyonunu tespit etmislerdir. Ayrica ETp selektif reseptor antagonisti FR139317,

ET-1 ile indiiklenen leptin eksprasyonunu ETg selektif reseptdr antagonisti BQ-788’den
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daha etkili bir sekilde oOnledigini bulmuslardir. Sonu¢ olarak ET-1’in, kiiltiirli
adipositlerde ET 4 reseptorii ile leptin tiretimini uyardigi kanisina varmiglardir (Xiong ve
ark., 2001). Bu verilerden yola ¢ikara diyabette artan ET-1 diizeylerinin plazma leptin

diizeylerini de etkileyebilecegini diisiindiik.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu c¢alisma Mayis 2011 - Haziran 2011 tarihleri arasinda Gaziosmanpasa
Universitesi, Fizyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda gergeklestirildi. Calismamizda,
agirhiklar1 yaklasik 180 ile 250 gr arasinda olan 24 adet erkek Wistar-Albino sigan
kullanildi. Deney o6ncesi Gaziosmanpasa Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu’ndan etik onay alind1 ve “etik kurallara uygunluk esas1” kararia uyuldu.

Denekler 12 saat aydinlik 12 saat karanlik siklusunda 21+2°C oda sicakliginda
tutularak, standart sigan pellet yemi ve musluk suyu ile beslendiler. Hayvanlar, deney
siiresi boyunca Fizyoloji ABD laboratuarinda tutuldu ve burada bakildi. Deneye
baslamadan 12 saat once tiim hayvanlar a¢ birakildi ve sonrasinda kan glikoz diizeyleri
olgtldi.

Diyabet olugturmak tizere 16 adet deney hayvanina (STZ grubu ve STZ+BQ-123
grubu) tek doz 60 mg/kg STZ i.p. olarak enjekte edildi. STZ enjeksiyonundan 72 saat
sonra tekrar kan-glikoz diizeylerine bakildi ve 200 mg/dI’nin tizerinde olanlar diyabetik
kabul edildi. Sicanlarda fizyolojik serum glikoz diizeyi 50-135 mg/dl oldugundan,
diyabet olusumunun tanisi > 200 mg/dl olarak belirlenmistir. Diyabetik bozukluklarin
tam olarak olusmasi i¢in sicanlar 40 giin uygun kosullarda tutuldu ve bu siire i¢inde
hayvanlar beslenmeye devam etti. Deney siiresince diyabetik siganlarda polifaji, poliiiri,
polidipsi ve stabil hiperglisemi gozlendi. Diyabet olusan si¢anlarda poliiiri,
olustugundan kafeslerinin sik araliklarla temizligi yapildi ve fazla su tiikettiklerinden
dolay1 giinde 2 kez suluklart degistirildi. Deney basinda, ortasinda ve deney sonunda
olmak {izere si¢anlarin kilo takibi yapildi.

40. glin BQ-123 verildikten 6 saat sonra tiin sicanlarin gogiis kaviteleri 30 mg/kg

ketamin (ketalar, Pfizer 50 mg/ml’lik soliisyon) ve S5mg/kg ksilazin hidrokloriir
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(Rompun, Bayer, %2’lik soliisyon) anestezisi altinda agilarak kardiyak kan ornekleri

alindi.

3.1. Deney Gruplari ve Deney Protokolii

Calismada kullanilan siganlar her grupta 8 adet olacak sekilde 3 gruba ayrildi
(tablo 2.6.1.1). Kontrol, STZ, STZ+BQ-123 grubu.

Grup 1 (Kontrol grubu, n=8): STZ ve BQ-123 uygulamasinin yapilmadigi,
diger biitlin uygulamalarin (kan sekeri 6l¢iimii, kalpten kan alma) yapildig1 grup. STZ
yerine tek doz es hacimde fosfat-sitrat tampon (pH: 4,5) i.p. olarak verildi. 39. ve 40.
giin BQ-123 yerine es hacimde serum fizyolojik i.v. olarak verildi.

Grup 2 (STZ Grubu, n=8): Siganlara 60 mg/kg dozunda STZ’nin fosfat-sitrat
tamponunuda (pH: 4,5) ¢6zdiiriilerek i.p. olarak tek doz enjekte edildigi diyabetik grup.
STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra kan glukoz diizeyleri 200 mg/dI’nin iistiinde olanlar
diyabet kabul edildi. BQ-123 yerine 39. ve 40. giin kuyruk veninden es hacimde serum
fizyolojik i.v. olarak verildi.

Grup 3 (STZ+ BQ-123, n=8) : Sicanlara 60 mg/kg. STZ ve 29. ve 30. giin
(2mg/kg + 2mg/kg ) toplam 4 mg/kg olacak sekilde i.v. BQ-123’lin uygulandig1 deney
grubu. STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra kan glukoz diizeyleri 200 mg/dI’nin iistiinde
olanlar diyabet kabul edildi.. STZ verildikten sonra 39. giin BQ-123, 2 mg/kg ve 40.giin
BQ-123 2 mg/kg i.v. olarak lateral kuyruk veninden verildi. BQ-123 verilmesinden 6
saat sonra siganlar anestezi edildi ve kardiyak kan 6rnekleri alindi.

Tim gruplarda 40. giin sonunda ketamin (30 mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg)
anestezisi altinda 4-5 cc kardiyak kan 6rnegi alind1 ve sicanlar sakrifiye edildi. Alinan

kan Ornekleri santrifiij edilerek elde edilen plazmada; ELISA kiti ile plazma leptin
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diizeyine, ayrica serumda NO diizeyleri, lipit hasarinin gostergesi olan tiyobarbitiirik

asit reaktif maddeleri (TBARS) ve protein hasarinin gostergesi protein karbonil (PC)

diizeylerine bakildi. Ayrica kan glikoz ve elektrolit (Na*, K*, CI') diizeylerine bakildu.

Tablo 3.1.1 Deney Gruplari

Grup adi

Grup 1 (Kontrol)

Sican sayisi

8

Uygulama

STZ ve BQ-123 verilmeyen
bunun yerine es hacimlerde
tampon c¢ozelti ve SF verilen

grup.

Grup 2 (STZ2)

60 mg/kg STZ’nin i.p.
verildigi grup

Grup 3 (STZ+BQ-123)

60 mg/kg STZ ip + BQ-123
4 mg/kg (2 doz: 2mg+ 2mg=
4mgq) i.v. olarak verildigi grup




3.1.2. Deney Protokolii
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*Deney 40 giinliik siireci kapsamaktadir. (Diyabet tablosunun tam olarak olusabilmesi

icin STZ enjeksiyonundan sonra 40 giin beklendi).

1.giin

Siganlar basit rastgele yontem ile her grupta 8 adet sigan
olacak sekilde 3 gruba ayrildi. (Kontrol grubu n=8, STZ grubu
n=8, STZ+BQ-123 grubu n=8).

12 saat a¢ birakilan her bir gruptaki siganlarin 6nce glikometre
yardimiyla kan-glukoz diizeyleri 6l¢iildii ve kayit edildi..
Sonrasinda her bir sicanin agirhg OoOlgiilerek, STZ ve
STZ+BQ-123 grubundaki siganlara fosfat-sitrat tampon (pH:
4.5) icinde ¢oziindirillerek taze olarak hazirlanmig STZ
60mg/kg olacak sekilde i.p. olarak uygulandi. Kontrol
grubuna ise sadece es hacimde fosfat-sitrat tampon ¢ozeltisi
i.p. olarak verildi.

Sonrasinda siganlarin beslenmesi serbest birakildi.

3.giin giin (72

saat sonra)

72 saat sonra STZ uygulanan gruplardaki sicanlarin tekrar aglik
kan glikoz diizeyleri 6lgiildii. Kan-glikoz diizeyleri 200 mg/dL
ve iistii olanlar diyabetik kabul edildi.

20. giin e Tiim gruplarda sicanlarin agirliklar: tartildi.
e STZ + BQ-123 grubundaki siganlara 2 mg/kg i.v. olarak
39, giin kuyruk venlerinden BQ-123 verildi. Kontrol grubuna ise BQ-
123 yerine es hacimde SF verildi.
40.giin e STZ + BQ-123 grubundaki siganlara 2 mg/kg i.v. olarak kuruk

veninden BQ-123 verildi. Kontrol grubuna ise BQ-123 yerine
kuyruk veninden es hacimde SF veridi. 6 saat sonra tiim
sicanlardan kardiyak kan 6rnekleri alindi. Leptin, PC, TBARS,
NO, Na*, K*, CI" diizeylerine bakildi.
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3.2. Deneysel Diyabet Olusturulmasi

Sicanlarda diyabet olusturmak icin Sigma S0130 marka STZ kullanildi. STZ
uygulamas1 60 mg/kg dozunda i.p. olarak tek doz yapildi. STZ yi ¢6ziindiirmek igin
20Mm pH: 4,5 fosfat-sitrat tampon ¢ozeltisi kullanildi. STZ bu ¢ozelti ile sulandirilarak
taze olarak hazirlanip hemen si¢anlara uygulandi. Diyabet grubu siganlarin her birinin
STZ uygulasindan once kan glikoz diizeyleri bir glikometre (pM 1-300 PlusMED
accuro) yardimiyla dlgiildii. STZ uygulamasindan 72 saat sonra yeniden kan glikoz
diizeyleri Olgiilerek diyabet olusup olusmadigi kontrol edildi. Diyabet i¢in kan glikoz

diizeyi >200 mg/dl olarak kabul edildi.

3.3. Kardiyak Kan Ornegi Alma

Deney sonunda tiim si¢anlardan ketamin ve ksilezin anestezisi altinda kardiyak kan
ornekleri alind1 ve sonrasinda tiim sicanlar sakrifiye edildi. Kan alirken yapilan islem
siras1 su sekildedir:

Sicanlar ksilazin (5 mg/kg) ve ketamin (30 mg/kg) ile anestezi edildi ve sirt {istii
yatirilarak tesbit edildi. Gogilis kafesi agilarak, kalp goriiniir hale getirildikten sonra,
kalbin apeksine bir enjektor yardimiyla girilerek yaklasik 4-5 cc kan 6rnekleri alindi ve
ilgili tiiplere konuldu. Yeterli kan alindiktan sonra sicanlar servikal dislokasyon ile

sakrifiye edildi.

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Uygulams Sekilleri
Streotozotocin: (2-Deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose)

Molekiiler formiilii: CgH15N30-

Molekiiler Agirligi: 265.2
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Uygulama Sekli: Diyabet olusturmak igin 60 mg/kg olacak sekilde i.p. olarak

uyguland1. flac1 ¢dzmek icin, taze hazirlanmis 20 Mm pH: 4.5 fosfat sitrat tampon
kullanildi.
ETa Reseptor Antagonisti (BQ-123): (Cyclo(D-Asp-Pro-D-Val-Leu-D-Trp, Na)

Molekiiler Formulii: C31H41N60O7 - Na

Molekiiler Agirligr: 632.7

Uygulama Sekli: 4 mg/kg olacak sekilde i.v. olarak kuyruk veninden verildi. Coziicti

olarak serum fizyolojik kullanildi.

3.5. Biyokimyasal Analizler
3.5.1. Plazma Leptin Diizeyinin Ol¢iimii

Plazma leptin diizeyi, aliman kanlar santrifiij edildekten sonra elde edilen
plazmalarda Mouse/Rat ELISA Leptin kiti (BioVendor, Cat No: RD291001200R, Nort
Carolina, USA) kullanilarak ELISA cihazinda (Organon teknika reade230S) enzime
bagli immiin analiz (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) yontemi ile
olgiildii. Sonuglar 450 nm’de okutuldu ve ng/ml olarak hesaplandi. Leptin ELISA Kiti,
sandvi¢ prensibine dayalidir. Mikrotitre tabakasi, leptin molekiiliindeki tek entijenik
kisma kars1 duyarli olan monoklonal antikorla kaplanmistir. Biiyiik leptin molekiilii
iceren hasta numuneleri ‘rabbit anti leptin’ antikoruyla kaplanmis tabakada inkiibe edilir
ve sandvi¢ kompleksi olusturulur. Inkiibasyondan sonra baglanmamis materyal yikanir
ve baglanmis leptinin tespiti i¢in ‘anti rabbit’ peroksidaz eklenir. Substrat ¢6zeltisi ilave
edilir, olusan rengin yogunluguyla hasta serumundaki leptin miktar1 dogru orantilidir

(Considine ve ark.,1996)
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3.5.2. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri (TBARS) Miktarmin Ol¢iimii

TBA (tiyobarbitiirik asit) testi, MDA (malondialdehit) igin spesifik degildir ve
lipit peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehiti tek basina dlgebilecek baska bir
biyokimyasal yontemde mevcut degildir. MDA’dan bagka diger aldehit bilesikleri,
okside lipitleri, sialik asit gibi maddelerde TBA ile birleserek renkli kompleks olusturur.
Bu yiizden tiyobarbitiirik asitle reaksiyonlasan maddeler (TBARS) teriminin
kullanilmast daha dogrudur ve bu test tiim diinyada biyokimyasal olarak lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak kabul edilir (Erdal ve ark., 2005).

Serum TBARS diizeyi, Mihara ve Uchiyama yontemimile ol¢iildii (Mihara ve
ark., 1978). TBA test reaksiyonunda, malondialdehit (MDA) veya MDA benzeri
maddeler TBA reaksiyona ile girerek pembe bir renk meydana getirir ve 532 nm
maksimum absorbans verir. Reaksiyon,15 dk pH 2-3 ve 90 o C’ de gergeklestirildi.
Orneklerin proteinlerini ¢okertmek icin iki kat hacim % 10 soguk trikloroasetik asit
(w/v) kanstirildi. Santrifiijle pargaciklar ¢okertildi ve supernatantin sivi kismi esit
hacimli % 0,67’lik (w/v) TBA ile kaynayan su banyosunda 10 dk reaksiyon
gerceklestirildi. Sogutulduktan sonra, 532 nm’ da absorbans1 spektrofotometrik okundu.

Sonuglar nmol/ml olarak hesaplandi.

3.5.3. Protein Karbonil (PC) Miktarmn Ol¢iimii

Protein karbonil grubu saptamasi; protein karbonil gruplari ile 2,4-dinitrofenil
hidrazinin reaksiyonu sonucu olusan kararli hidrazon bilesiklerinin 370 nm’de
spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayali olarak yapildi. Hesaplamalar sirasinda
2,4 dinitrofenil hidrazinin i¢in 370 nm’de molar absorbisyon katsayisi &= 22000 M cm

Yalindi. Protein karbonil diizeyleri nmol/ml olarak hesaplandi (Leveni ve ark., 1990).
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3.5.4. Nitrik Oksit (NO) Miktarmin Olc¢iimii

NO canl1 organizmada katildig1 reaksiyonlar ile saniyeler i¢inde okside olarak
nitrit (NO2-) ve nitrat (NO3-) son iiriinlerini olusturmaktadir. Bu iki son iiriiniin oranlar1
degiskendir. Bu nedenle total NO iiretiminin en iyi gostergesi NO2 - ve NO3-’ iin
birlikte Olgiilmesidir. Serumda nitrit miktar1 deproteinizasyondan sonra Griess
reaksiyonu ile belirlendi (Cortas ve ark., 1990). Total nitrit (nitrit+nitrat) ise modifiye
kadmiyum rediiksiyon metodu ile degerlendirildi. Ph 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu)
kapli kadmiyum graniilleri deproteinize numune siipernatanti ile 90 dakikalik
inkiibasyon sonunda nitrat rediiksiyonu saglandi. Uretilen nitrit; siilfanilamid ve buna
bagli N-naphtylethylene daimin (NNDA) diazotizasyonunyle belirlendi. Reaksiyon
sonucu olan pembe bir renk 545 nm dalga boyunda spektrofotometre (Cintra 10e UV-
Vsible) yardimi ile okundu. Sonucta elde edilen nitrit konsantrasyonu ile ilk

konsantrasyondan ¢ikarilarak nitrat konsantrasyonu belirlendi.

3.5.5. Diger Biyokimyasal Analizler
Plazma Na, K, Cl degerleri,( ise indirect Na*, K" ,CI" Kitleri kullanilarak bir

otoanalizdr (Cobas C 501, Tokyo, JAPAN) yardimi ile 6l¢iildii.

3.5.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, “ SPSS 19.0 for Windows” ile yapildi. Gruplar aras1 farklarin
karsilastirilmasinda “One way ANOVA” testi kullanilmigtir. Verilerin normal dagilima
uymadiklar1 durumda ise (Levene testine gore p<0.05oldugunda) bu test yerine
“Kruskal Wallis Varyans Analizi” uygulanmistir.

Tek yonlii varyans analizinde gruplar arasi fark 6nemli bulundugunda (p<0.05)
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gruplar ikiser ikiser Post Hoc testlerinden “Tukey HSD ” ile karsilastirilmistir.
Kruskal Wallis Varyans Analizinde gruplararast fark 6nemli bulundugunda
(p<0,05) ise gruplar ikiser ikiser “Mann-Whitney U testi (Bonferoni diizeltmeli)” ile

karsilastirilmistir.

a (yapilanma diizeyi =hata pay1)

Bonferoni diizeltmesi =

Iterasyon says1 (ikiserli karsilastirmalarin toplam sayisi
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Sicanlarin deney boyunca viicut agirliklar1 ve kan-glikoz diizeyleri tablo 4.1.1 ve

tablo 4.1.2° de verilmistir.

Tablo 4.1.1 Deney boyunca si¢anlarin canli agirlik diizeyleri (g)

Giinlere Gore

Deney Basinda Deney Ortasinda | Deney Sonunda | p degeri Anlamh Fark
(0. giin) (20. giin) (40. giin) (Tukey HSD)
Gruplar n | X£SD n | X£SD n | X£SD
1-3, p=0.0001*
Kontrol = - X
Grubu 8 | 184.38£12,37 | 8 | 193.1311,63 | 8 | 2393841568 | T 39228 | 2-3, p=0.0001
p=0.001* | 1-2, p=0.405
1-3, p=0.07*
STZ 8 | 208.13£7,53 | 8 | 200.00+£10,35 | 8 | 191.25+11,57 F=5.741 ) _
Grubu 0= 0.01* 1-2, p=0.255
2-3, p=0.208
STZ+BQ- | 8 | 231.25+£25,03 | 8 | 218.75+18,47 | 8 | 203.50£29,90 | F=2.490 | Gruplar arasi
123 p=0.107 fark 6nemsiz
F=7.236 ¥x?=15.470 x> =12.862
p degeri p = 0.004* p = 0.0001* p = 0.002*
Gruplara .
gore Tukey HSD p Mann-Whitney Mann-Whitney
anlamh 1-2 0.594 u p U p
fark (Tukey 1-3 0.004* 1-2, 45 0.002* 1-2 0.0 0.0001*
';'A?I?_' Mar:_';' 2.3 0.035* 1-3,1.0 0.0001* | 1-3 9.0 0.015*
itney-U) 2-3, 115 0.028* | 2.320.0 0.234

Kategoriler: “0. Giin=1"; “20.Giin=2"; 40. Giin=3".
Gruplar= “Kontrol=1"; “STZ=2"; “STZ+BQ-123=3"

Sicanlarin deneye baslama agirliklart Kontrol, STZ, STZ+BQ-123 gruplarinda

sirastyla 184.37 + 12.37; 208.13 + 7.53; 231.25 + 25.03 g olarak 6l¢iilmistiir (grafik

4.1.1). Deney ortasinda siganlarin agirliklari Kontrol, STZ ve STZ+BQ-123 gruplarinda

sirastyla 193.13 £ 11.63; 200.00 £10.35; 218.75 + 18.47 g olarak olgiilmiistiir.
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Deney sonunda Sig¢anlarin agirliklart incelendiginde Kontrol grubundaki
sicanlarin agirliklart deney boyunca artmis ve deney sonunda 239.38 + 15.68 g olarak
Olciilmiistiir. Kontrol grubu siganlarin agirliklar1 deney basindaki agirliklarina gore
anlamli derece artis gostermistir (p= 0.0001). STZ ve STZ+BQ-123 grubundaki
sicanlarin agirliklart ise deney boyunca azalmis ve deney sonunda sirast ile 191.25 +
11.57 g; 203.50 + 29.90 g olarak Ol¢iilmiistiir. STZ grubu siganlarin deney sonundaki
agirliklart deney basindaki agirliklarina gore anlamli derece azalma gostermistir (p=
0.07). STZ+BQ-123 grubu siganlarin agirliklarinda deney sonunda anlamli bir fark
olusmamistir (p= 0.107). Deney sonunda gruplar aras1 agirliklar karsilagtirildiginda,
STZ grubu (p= 0.0001) ve STZ+BQ-123 grubu (p= 0.015) siganlarin agirliklar1 Kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur.

Kontrol grubundaki sicanlarda deney basindan deney sonuna kadar ortalama 55
g’ lik bir artig olurken, STZ grubunda ortalama 17 g’lik ve STZ+BQ-123 grubunda ise

ortalama 28 g’lik bir kilo kayb1 goriilmiistiir.

Gun
I 0. GUn

Il 20.GUn
40.Gun

300,00

Agirhik(gr)

Kontrol STZ
Grup

STZ-BQ-123

Error bars: +/- 2 SE
Grafik 4.1.1. Siganlarin deney boyunca canli agirliklar (g).
*p=0.0001, 0. ve 20. giinlere gore anlamli fark vardir.
**p=0.07, 0. gline gore anlaml1 fark vardir.



Tablo 4.1.2 Deney boyunca siganlarin aglik kan-glikoz diizeyleri (mg/dl)
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Kategoriler: “0. Glin=1"; “STZ Verildikten 72 Saat Sonra=2";40. Giin=3".
Gruplar= “Kontrol=17; “STZ=3"; “STZ+BQ-123=2"
*Istatistiksel olarak anlaml fark vardir.

Giinlere
Deney Basinda STZ Verildikten | Deney Sonunda | p degeri Gore
(0.giin) 72 Saat Sonra 40. Giin AnlamhFark
(ANOVA,
MannWhitney-
U Testi)
Gruplar X£SD n | X£SD n | X+SD
ANOVA
F= 1.686 Gruplar arasi
Kontrol 111.50+22,34 | 8 | 127.00£15,32 | 8 | 125.1316,90 | p=0.209 | fark
Grubu Oonemsizdir.
Mann-Whitney
U
STZ x?>=16.557 | 0.00 O(.OOO)l*
p= 0.0001* 1-2
Grubu 104.25+25,33 | 8 | 491.75+£72,65 8 | 564.75+49,74 0.00  0.0001*
(1-3)
17.0 0.130
(2-3)
Mann-Whitney
U p
STZ 0.00 0.0001*
+BQ-123 96,25+15.89 | 8 | 501.13+75.75 | 8 | 538.88+91.47 | »°=15.981 (1-2)
Grubu p=0.0001* | 0.00 0.0001*
(1-3)
215 0.279
(2-3)
p degeri F=1.003 x>=15.387 ¥*=15.500
p=0.384 p=0.0001* p=0.0001*
Gruba
Gére ANOVA Mann-Whitney Mann-Whitney
Anlamh U U
Fark Grupl fark * *
(ANOVA, ILIPEE I I 1-2 0.000.0001 1-2 0.00 0.0001
MannWhit onemsizdir. 1-3 0.000.0001* | 1-3 0.00 0.0001*
ney - U) 2-3 32.01.000 2-3 31.0 0.959

Sicanlarin deney basindaki kan glikoz degerleri, Kontrol grubunda 111.50 +

22.34 mg/dl, STZ grubunda 104.25+£25.33 mg/dl ve STZ+BQ-123 grubunda 96.25 +

5.89 mg/dl olarak olglilmistir (Grafik 4.1.2). STZ uygulanmasindan sonra, STZ

grubunda AKS; 491.7 5+ 72.65 mg/dl, STZ+BQ-123 grubunda ise 501.13 + 75.75

mg/dl, seklindedir. AKS diizeyleri istatistik olarak 6nemli bir artis gostermistir (her ikisi

icin, p=0.0001). STZ ve STZ+BQ-123 grubundaki siganlarin kan-glikoz diizeyleri
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artmaya devam etmis ve deney sonunda (40. giin) sirasiyla 564.75 +4 9.74 mg/dl ve
538.88 + 91.47 mg/dl olarak ol¢iilmiistiir. STZ grubu siganlarin AKS’leri deney
sonunda deney basindakine gore anlamli derecede azalma gostermistir (p= 0.0001).
Ayni sekilde STZ+BQ-123 grubu sicanlarin AKS’de deney basindakine gore anlaml
derecede artma gostermistir (p=0.001). Kontrol grubunda ise deney boyunca AKS
diizeylerinde istatistiksel onemde bir fark gézlenmemistir (p= 0.209).

Sicanlarin AKS diizeyleri gruplar bazinda karsilastirildiginda, deney basinda
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (p=0.384). Deney sonunda ise STZ ve
STZ+BQ-123 grubu AKS degerleri Kontrol grubuna gore anlamli sekilde yiiksek

bulunmustur (p= 0.0001).

Gun
0. Gln

STZ verildikten 72 saat
sonra

600,00 [ 40.Giin

400,00

Seker Diizeyi (mg/dl)

200,00

Kontrol STZ-BQ-123

Grup

Error bars: +/- 2 SE

Grafik 4.1.2. Deney boyunca si¢anlarin aglik kan-glikoz diizeyleri (mg/dl).
*p=0.0001, 0. giine gore anlamli fark vardir.
**p=0.0001, 0. giine gore anlaml fark vardir.



4.2. Plazmada Leptin, Serumda PC, TBARS, NO Diizeyleri

Deney sonundaki, Leptin, NO, PC, TBARS diizeyleri tablo 4.2.1°de verilmistir.
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Tablo 4.2.1. Deney sonundaki leptin, Protein Karbonil (PC), Tiyobarbitiirik Asit

Reaktif Maddeleri (TBARS), Nitrik oksit (NO) diizeyleri.

LEPTIN TBARS PC NO
(ng/mL) (nmol/mL) (nmol/mL) (nmol/mL)
Gruplar n | X+SD n | X+SD X+SD n | X+SD
Kontrol |8 |[0.92+0.58 8 [ 1.55+0.16 903.88+280.45 |8 [ 46.32+3.85
Grubu
STZ 8 | 0.58+0.34 8 | 1.97+0.24 930.50+252.09 8 | 38.52+2.26
Grubu
STZ+BQ- | 8 | 0.38+0,29 8 | 1.65+0,10 1040.50+400.41 8 | 37.48+4.88
123
p degeri F=3.343 F=12.590 F=0.416 F=12.816
p=0.055 p=0.0001* p=0.665 p= 0.0001*
Gruplara | ANOVA Tukey- HSD ANOVA Tukey-HSD
gore p=0.055 p=0.665
anlamh (Gruplar aras1 fark | 1-2 p=0.0001* (Gruplar arasi fark 1-2  p=0.0001*
fark onemsizdir.) 1-3 p=0.481 . onemsizdir) 1-3  p=0.0001*
(ANOVA, 2-3 p=0.0004 2-3  p=0.849
Tukey HSD)

*istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark vardir.

Gruplar= “Kontrol=17; “STZ=2"; “STZ+BQ-123=3”

Deney gruplarindaki sicanlarin plazma leptin diizeylerine bakildiginda Kontrol

grubunda ortalama 0.92 + 0.58 ng/mL, STZ grubunda ortalama 0.58 + 0.34 ng/mL,

STZ+BQ-123 grubunda ortalama 0.38 + 0.29 ng/mL olarak bulunmustur (Grafik 4.2.1).

Leptin degerleri gruplara gore incelendiginde STZ grubunda ve ozellikle

STZ+BQ123 grubunda, Kontrol grubuna gore azalis olmasina ragmen istatistiksel

olarak anlamli degildir. STZ ve STZ+BQ-123 grubu arasinda da anlaml fark yoktur

(p=0.055).
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Blyoklnlyasal
HLe

tin

1,257

1,00

Leptin (ng/mL)

Kontrol STZ STZ+BQ-123

Grup

Error bars: +/- 2 SE

Grafik 4.2.1. Deney gruplarinin Leptin diizeyleri (ng/mL).

Deney gruplarindaki sicanlarin TBARS diizeyleri Kontrol grubunda ortalama
1.55 + 0.16 nmol/mL, STZ grubunda ortalama 1.97 + 0.24 nmol/mL, STZ+BQ-123
grubunda ortalama 1.65 + 0.10 olarak bulunmustur (grafik 4.2.2).

TBARS degerleri gruplara gore incelendiginde STZ grubunun ortalamasi,
Kontrol grubunun (p=0.0001) ve STZ+BQ-123 grubunun ortalamasindan anlaml

derecede yiiksek bulunmustur (p=0.0004).
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Biyokimyasal
B TBARS

2,50

TBARS (nmol/mL)

Kontrol ST1Z STZ+BQ-123
Grup

Error bars: +/- 2 SE

Grafik 4.2.2. Deney gruplarinin TBARS diizeyleri (nmol/mL).
STZ grubu TBARS diizeyleri Kontrol (¥*p=0.0001) ve STZ+BQ-123 (*p= 0.0004) grubuna gore anlamli
olarak yiiksek bulundu.

Deney gruplarindaki siganlarin PC diizeylerine bakildiginda, Kontrol grubunda
ortalama 903.88 + 280.45 nmol/mL, STZ grubunda ortalama 930.50 + 252.09 nmol/mL,
STZ+BQ-123 grubunda ortalama 1040.50 + 400.41nmol/mL olarak 6l¢iilmiistiir (grafik
4.2.3).

PC diizeyleri gruplara gore incelendiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmamistir (p= 0.665).
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Biyokimyasal
Erc

1250,00—

1000,00|

750,00

PC (nmol/mL)

500,00

250,00

Kontrol STZ STZ+BQ-123
Grup

Error bars: +/- 2 SE
Grafik 4.2.3. Deney gruplarinin PC diizeyleri.

Deney gruplarindaki sigcanlarin NO diizeylerine bakildiginda, Kontrol grubunda
ortalama 46.32 + 3.85 nmol/mL, STZ grubunda 38.52 + 2.26 nmol/mL, STZ+BQ-123
grubunda ortalama 37.48 + 4.88 nmol/mL olarak 6l¢iilmistiir (grafik 4.2.4).

STZ grubu (p= 0.0001) ve STZ+BQ-123 grubu (p=0.0001) NO degerleri Kontrol

grubu degerlerine gore anlamli olarak diisiik bulunmustur.



NO (nmol/mL)

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

Kontrol ST1Z STZ+BQ-123
Grup

Error bars: +/- 2 SE

Grafik 4.2.4. Deney gruplarmin NO diizeyleri.
*p=0.0001, konrol grubuna gore anlamli fark vardir.

Biyokimyasal
B NO
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4.3. Diger Biyokimyasal Parametreler
Deney gruplarmin serum Na', K* ve CI° konsantrasyon diizeyleri tablo 4.3.1°de
verilmistir.

Tablo 4.3.1. Deney gruplarmin serum Na*, K* ve CI” konsantrasyon diizeyleri

Na* K* cI
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Gruplar n | X£+SD X+SD X+SD
Kontrol 8 | 137.75+3.01 5.45+0.64 97.69+0.93
Grubu
STZ Grubu | 8 | 126.75+7.57 6.03+1.99 84.61+5.38
STZ+BQ- 8 | 128.50+12.34 5.08+0.97 88.12+9.89
123
p degeri x?=8.257 F=1.029 x*=15.986
p=0.016* p=0.375 p=0.0001*
ruplar Mann-Whitney Mann-Whitney
Sraus? a U p=0.375 U
" li fark 1-2, 2.00 0.001* (Gruplar arasi fark 1-2,0.00 0.0001*
?h;‘:n‘r‘]’_‘ ark | 1.3, 2050 0.234 anlamsiz) 1-3,0.00 0.0001*
Whitney-U, ) 2-3, 23.00 0.382 2-3,21.00 0.279

*[statistiksel olarak anlaml fark vardur.
Gruplar= “Kontrol=1"; “STZ=2"; “STZ+BQ-123=3”

Serum Na® konsantrasyon degerleri Kontrol grubunda 137.75 + 3.01 mmol/L,
STZ grubunda 126.75 + 7.57 mmol/L, STZ+BQ-123 grubunda 128.50 + 12.34 mmol/L
olarak ol¢iilmiistiir (grafik 4.3.1). STZ grubu Serum Na® konsantrasyon degerleri,
Kontrol grubu degerlerine gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p= 0.001). Diger
gruplar arasinda anlamli fark bulunmamustir.

Serum K" konsantrasyon degerleri Kontrol grubunda 5.45+,64 mmol/L, STZ
grubunda 6.03 + 1.99 mmol/L, STZ+BQ-123 grubunda 5.08+0.97 mmol/L olarak
olgiilmiistiir (Grafik 4.3.2). Serum K* konsantrasyon degerleri gruplar arasinda

incelendiginde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0.375).
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Serum CI” konsantrasyon diizeyleri Kontrol grubunda 97.69 + 0.93 mmol/L,
STZ grubunda 84.61 + 5.38 mmol/L, STZ+BQ-123 grubunda 88.12 + 9.89 mmol/L
olarak olgtilmistiir (grafik 4.3.3). Serum CI” konsantrasyon diizeyleri gruplar arasinda
incelendiginde STZ grubu (p= 0.0001) ve STZ+BQ-123 grubu (p= 0.0001) degerleri

Kontrol grubu degerlerine gore anlamli derecede diisiik bulunmustur.

* DigerBiyokimsal
M Na+

125,00

100,00

75,00

Na+ (mmol/L)

50,00

25,00

0,00—

Kontrol STZ STZ+BQ-123

Grup

Error bars: +/- 2 SE

Grafik 4.3.1. Deney gruplarmin Na* konsantrasyon diizeyleri
*p=0.001, kontrol grubuna gore anlamli fark vardir.
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8,00
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Error bars: +/- 2 SE
Grafik 4.3.2. Deney gruplarmin K™ konsantrasyon diizeyleri

100,00 *
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40,00
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0,00—

Kontrol sTZ STZ+BQ-123
Grup

Error bars: +/- 2 SE

Grafik 4.3.3. Deney gruplarinin CI” konsantrasyon d
*p=0.0001, kontrol grubuna gore anlamli fark vardir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, STZ ile diyabet olusturulmus sigcanlarda, ET a reseptor antagonisti
BQ-123’iin plazma leptin diizeylerine etkileri farkli parametreler 1s181inda
degerlendirilmistir.

STZ ile olusturulmus diyabet, insandaki gibi insiiline bagimli diyabet modeli
olusturmada sik kullanilan bir modeldir. Calismamizda STZ ve STZ+BQ-123 grubunun
STZ uygulanmasimin ardindan 72. saatte Olclilen kan glikoz diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede (her ikisi i¢in p=0.0001) yiiksek oldugu goriildii. Bu
bulgumuz diyabet modelinin basari ile gergeklestigini ve 60 mg/kg STZ dozunun yeterli
oldugunu desteklemektedir. STZ uygulanmasindan sonra diyabet olusan siganlarda
deney boyunca 40 giin siireyle polifaji, polidipsi, poliiiri ve hiperglisemi
gozlemlenmistir. Diyabetik siganlarda gozlemlenen bu bulgular diyabetin Kklinik
bulgular ile uyum gostermistir.

Bu modelde STZ etkisi ile pankreasta olusan tahribattan dolay1 insiilin
saliniminin azalmasi nedeniyle goriilen hiperglisemiye hipoleptinemi eslik eder (Havel
ve ark., 1998; Sivitz ve ark., 1998). Bilindigi iizere leptin, adipoz dokudaki yag
hiicreleri tarafindan sentezlenip kana salinir ve kandaki diizeyleri yag dokusunun
miktar1 ile dogru orantilidir (Friedman, 2011).

Leptinin kesfedilmesinden bu yana, diyabette serum leptin seviyesi ile ilgili
yapilan aragtirmalar, diyabette bu seviyenin diistiigli yoniindedir (Zhang ve ark., 1994;
Havel ve ark., 1998). 2009 yilinda Akkaya ve Celik’in yapmis oldugu bir ¢alismada
STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarda, serum leptin diizeyi kontrol grubuna gore
onemli derecede diisiik bulunmustur (Akkaya ve Celik, 2009). Yine 1998 yilinda Sivitz

ve ark. lari, STZ ile diyabet olusturduklari siganlarda leptin diizeylerinin belirgin bir
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sekilde azaldigin1 gozlemlemislerdir (Sivitz ve ark., 1998). Bizim ¢alismamizda leptin
diizeyleri STZ grubunda kontrol grubuna goére diismiis olsa da istatistiksel olarak
anlamli degildir (p=0.055). Diyabet olusturulmus gruplarda leptin diizeylerinde
azalmaya ragmen istatiksel anlamlilik bulmamamizin nedeni, STZ doz ve siiresine bagl
olabilir. STZ ile olusturulmus diyabette plazma leptin diizeylerinin diisiik bulumasi,
instilin eksikligi, dokulara glikozun yetersiz alim1 ve metabolizmasinin azalmasi sonucu
yag dokusunun azalmasindan kaynaklandigi ifade edilmektedir (Havel ve ark,1998).
Nitekim STZ ile diyabet olusturulan siganlarda belirgin bir agirhk kaybi
gerceklesmistir. Deney sonunda STZ grubunda ortalama 17 g, STZ+BQ-123 grubunda
ortalama 28 g agirlik kayb1 gergeklesirken, kontrol grubunda ortalama 55 g agirlik artist
gerceklesmistir. Deney sonunda, STZ (p=0.0001) ve STZ+BQ-123 (p=0.015)
grubundaki sicanlarin agirliklari, Kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiiktiir.

Endotelin-1, endotel hiicrelerinde sentez edilen yegane endotelindir (Inoue ve
ark., 1989). Diyabette ET-1’in biyosentezi artmaktadir ve bu nedenle bu peptid vaskiiler
komplikasyonlara neden olmaktadir. Diyabette ET-1 diizeylerinin arttigin1 gdésteren
calismalar mevcuttur. Ornegin, Makino ve Kamata 1998 yilinda yapmis olduklar1 bir
calismada, STZ ile diyabet olusturulmus si¢anlarda, hiperglisemi olusumunun yanisira
ET-1 diizeylerinin de anlamli bir sekilde arttigini bulmuslardir. (Makino ve Kamata,
1998).

Leptin ve ET-1 arasindaki iliskiyi, farkli hastaliklar ve sistemler iizerinde
degerlendiren bazi calismalar bulunmaktadir. Ornegin, Xiong ve ark.larinmn yaptiklar:
bir calismada ET-1’in adiposit kiiltiirlerinde ETa reseptorii ile leptin iiretimini
uyardigin1 bulmuslardir (Xiong ve ark., 2001). Yine baska bir ¢alismada, Quehenberger

ve ark.lart endotelyal hiicrelerde leptinin endotelin-1’i indiikledigini bulmuslardir
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(Quehenberger ve ark., 2002). Bu veriler leptin ile endotelin-1 diizeyleri arasindaki
iliskiye bagli olarak diyabette artan ET-1 diizeylerinin, plazma leptin diizeylerini de
etkileyebilecegini  diisiindiirmektedir. Bu veriler 1s18inda degerlendirdigimizde
caligmamizda istatistiksel olarak anlamli olmasada STZ grubunda azalan leptin
diizeylerine gore BQ-123 verdigimiz siganlardaki leptin diizeyleri daha da diisiik
bulunmustur. Oyle ise ET-A reseptor antagonisti BQ-123’iin diyabette artan endotelin
diizeylerini azaltarak, diyabette azalan leptin diizeylerini daha da azalttig1 sdylenebilir.
Fakat diyabet siiresinin daha uzun tutulmasi, BQ-123 wverilis zamani leptin
diizeylerindeki azalmanin anlaml bir sekilde saptanmasini saglayabilir. Farkli doz ve
stirelerde yapilacak yeni ¢aligmalar ile konu daha iyi degerlendirilebilecektir.

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi ayn1 zamanda da artmis bir
oksidatif stres durumudur. Diyabette artmis serbest radikaller lipidler, proteinler ve
niikleik asitlerle etkileserek, membran biitiinliigiinlin kaybina, proteinlerde yapisal ve
genetik mutasyonlara yol agmaktadir (Memisogullar1 ve ark., 2005). Oksidatif stres
oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin oksidanlar yoniinde
bozulmasi durumudur (Atalay ve ark., 2002).

Yapilan cesitli caligmalar, diyabetik hastalarin plazma ve dokularinda serbest
radikallerin arttigin1 veya antioksidan kapasitenin azaldiginit gostermektedir. Diyabette
serbest radikallerin olusturdugu olaylar zincirini hiperglisemi ve glikozun oksidasyonu
baglatir ve bunlar proteinlerin glikolizasyonu ve oksidatif dejenerasyon takip eder.
Normal kosullarda serbest radikaller viicutta bulunan dogal antioksidan enzimler (SOD,
GSH-x gibi) tarafindan uzaklastirilmaktadir (Noyan ve ark., 2004).

Serbest oksijen radikallerine bagli lipid peroksidasyonu hiicre hasarinin en

onemli nedenlerinden biridir. Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan
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baslatilan ve zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu i¢eren kimyasal
bir olay olarak tanimlanmaktadir (Tiirk ve ark., 2002).

Serbest oksijen radikalleri (6ncelikle siiper oksit (O2-), hidroksil radikal (OH),
nitrik oksit (NO) ve hidrojen peroksit (H2O,) gibi) reaktif oksijen alanlarinda aerobik
metabolizma sirasinda fizyolojik sartlar altinda olusur. Oksijen radikallerinde iiretim
artmigsa veya hiicresel antioksidan savunma sisteminde kusur varsa proteinler, lipidler
ve niikleik asitler ile tepkiye girerek hiicrede islem bozukluguna neden olurlar (Ug¢gun
ve ark., 2005).

Viicutta endojen olarak tiretilen TBARS, lipid peroksidasyonunun 6nemli bir
gostergesidir (Giilen ve ark., 2007) ve yapilan ¢aligmalar diyabette doku ve plazma
TBARS diizeylerinin arttigi yoniindedir. Caligmamizda STZ ile diyabet olusturulan
sicanlarin serumlarinda, lipit peroksidasyonunun gostergesi olan TBARS diizeylerinin,
kontrol grubuna gore belirgin diizeyde arttigi bulunmustur (p=0.0001). Diyabetik
sicanlardaki lipid peroksidasyonundaki bu artis, diyabetik sicanlar ve insanlar iizerinde
yapilan diger ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir. Tiirk ve ark.,’larinin 2002 yilinda
yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Tip 2 DM’li hastalarda TBARS diizeylerinin belirgin
bir sekilde arttigi bildirilmistir (Tiirk ve ark., 2002). Yine Francisko ve ark., larinin
yaptiklar1 baska bir ¢alismada, STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda plazma TBARS
diizeylerinin kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu saptanmistir (Ruperez ve ark.,
2008). Jeyashanthi ve ark.,’larmin yaptigi diger bir ¢alismada STZ ile diyabet
olusturulmus sigcanlarin serum, karaciger ve bobrek dokularinda TBARS diizeylerinde
artis belirlenmistir (Jeyashanthi ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda bu verilerle

paralellik gostermektedir.
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BQ-123 selektif ETa reseptor antagonistidir ve ET-1 diizeylerini azaltmaktadir
(Feger ve ark., 1994). Degisik ¢alismalarda BQ-123’iin TBARS diizeylerine etkileri
arastirilmis olmasina ragmen, BQ-123{in diyabette artan TBARS diizeylerine nasil bir
etkisi olduguna yonelik bir ¢alismaya rastlamadik. Erdogan ve ark.’larimin yapmis
oldugu bir g¢alismada bobrek iskemi ve reperfiizyon hasarinda BQ-123’iin, artan
TBARS diizeylerini azalttigi bulunmustur. (Erdogan ve ark., 2006). Yine Lund ve ark.,
larmin yaptig1 bagka bir ¢alismada BQ-1231lin kardiyak TBARS diizeylerini diisiirdiigi
saptanmigtir. 1996 yilinda Biiyiikgebiz ve ark., lar1 tarafindan endotelin reseptor
antagonisti BQ-123 ile yapilan ¢alismada, BQ-123’tin lipid ve protein oksidasyon
tirlinlerinin olusumunu engelledigi bildirilmistir (Biiyiikkgebiz ve ark., 1996). Bizim
sonuclarimiz ise bu ¢alismalar ile paralellik gostermektedir. BQ-123 ile tedavi ettigimiz
grupta TBARS diizeyleri STZ grubuna gore anlamli derecede azalma gostermistir (p=
0.004).

Giliniimiizde, diyabette goriilen oksidatif stres artiginin altinda yatan etkileri
aciklamaya calisan bircok aragtirma yapilmistir. Bu c¢alismalardan biri Giilen ve
ark’larmin, STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda artmis oksidatif stresin azalan leptin
diizeyleri ile arasindaki iliskiyi arastirmaya yonelik yapmis olduklari c¢alismadir.
Yaptiklar1 calismada hipoleptinemi goriilen diyabetik siganlara disaridan leptin
uygulanmasinin oksidatif stresin bir gostergesi olan TBARS diizeylerini azalttig
bulunmustur (Giilen ve ark., 2007). Oyle ise diyabette azalan leptin diizeyleri de
TBARS artisina neden olabilmektedir. Calismamizda STZ grubunda leptin diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli derecede olmasa da kismen diisiik bulunmustur. Bununla
birlikte STZ grubunda TBARS diizeyleri kontrole gore anlamli derecede yliksektir. BQ-

123 verdigimiz gruptaki sicanlarda ise TBARS diizeylerinde belirgin bir sekilde azalma
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goriilmiistiir (p= 0.004). Oysaki BQ-123 grubunda leptin seviyeleri STZ grubuna goére
daha diisiikti ve TBARS diizeylerinin daha da artmasi gerekirdi. Bu sonuctan yola
cikarak diyabette artan TBARS diizeylerinin leptin diizeylerindeki azalma ile alakali
degil farkli mekanizmalar ile alakali oldugu sdylenebilir, fakat bunun farkli ¢calismalar
ile desteklenmesi gerekmektedir. Calismamizda BQ-123 verilen grupta TBARS
diizeyleri kontrole yakin sekilde diismiistiir. Diyabette artan serbest radikaller oksidatif
strese neden olabilir ve artmis plazma lipid peroksidasyonu diyabette ateroskleroz ve
vaskiiler komplikasyonlarin gelismesinde 6nemli faktorlerden biri olabilir. Bu nedenle
diyabette artan TBARS diizeylerini kontrol altinda tutmak ©Onem kazanmaktadir.
Calismamizda BQ-123’iin diyabette artan TBARS diizeylerini azaltarak olumlu etki
gosterdigi sdylenebilir.

Proteinler oksidasyonlara maruz kaldiklarinda birgok kovalent degisiklige ugrar.
Bu degisikliklerden bazilar1 serbest radikallerin protein molekiilleri iizerine direkt
etkileri sonucu olusabildigi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan iiriinlerinin proteinlere
kovalent olarak baglanmasi sonucu meydana gelir (Cakatay ve ark., 2004).

Diyabetli hastalarda oksidatif hasardan kaynaklanan belirgin bir protein
oksidasyonunun bulundugu bildirilmektedir (Ozgiin ve ark., 2010). Diyabette
oksidan/antioksidan oranindaki dengesizlige bagli olarak goriilen sistemik oksidatif
stres, protein karbonil diizeylerinde artisa yol agmaktadir ve karbonil stresin artisinda;
hiperglisemi, hiperlipidemi, oksidatif stres veya reaktif karbonil tiirevlerinin
detoksifikasyonundaki azalmanin etkili olabilecegi bildirilmektedir (Dalle-Donne ve
ark., 2003).).

Son yillarda diyabetteki mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile oksidatif stres

arasindaki iliski ¢esitli arastirmacilarin makalelerinde yer almaya baglamistir. ~ STZile



71

olusturulmus diyabette mitokondriyal protein oksidasyonunun arttigi bildirilmistir
(Kayal1 ve ark., 2004). Cumaoglu ve ark. larinin yaptig1 bir ¢alismada, STZ ile diyabet
gelistirilmis si¢anlarda, 6 ay sonunda doku PC diizeylerinde artis oldugu saptanmistir
(Cumaoglu ve ark., 2011). Sefi ve ark.’larinin STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda
yaptiklar1 bir ¢alismada diyabetik siganlardan 30. giiniin sonunda aldiklar1  doku
orneklerinde PC diizeylerinin arttigr saptanmistir (Sefi ve ark., 2011). Calismamizda
gruplar arasinda serum PC degerleri yoniinden anlamli fark bulunmamistir (p=0.665).
Diyabet siiresinin daha uzun tutulmasi ve doku ornekleri iizerinde calisilmasi PC
diizeylerindeki degisimi gostermesi acisindan yardimci olabilir. Caligmamizda sadece
serum PC diizeylerine baktigimiz icin 40 ginliik siiregte protein hasar1 serum
diizeylerine yansimamis olabilir.

NO, nitrik oksit sentetaz tarafindan L-argininden enzimatik yolla tiretilir. NO,
kan kaynakli maddelerde ve stres durumunda endotelyal hiicrelerde yapisal olarak
iretilir. Ayrica sinir hiicrelerinde iiretilmekte olup sinir uglarinda nérotransmitter ve
noromodiilatér gorevi goriir. NO, sitokinler tarafindan da bircok dokuda enzim
indiiksiyonu yolu ile iretilebilir. Vazodilator etkiye sahip bir serbest radikal formu
bulunan NO, ¢esitli biyolojik sitemlerde dokular ve hiicreler tizerinde ikili etki olusturur
(Amin ve ark.,2011).

DM’de NO biyoaktivitesinin azaldigi, bazal NO iiretiminin diistigi NOS’un
substratt olan L-arginin azaldigi belirlenmistir ve bazi arastirmacilar, diyabetle L-
arginin’ in plazmadaki seviyesinin diigmesiyle NO {iretiminin zarar gordiigiine isaret
etmislerdir (Kino ve ark., 2004).

Calismamizda serum NO diizeylerine bakildiginda kontrol grubu degerleri ile

STZ grubu degerleri arasinda anlamli fark vardir (p=0.0001). Diyabetik sicanlarin NO
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diizeylerinde belirgin bir azalma meydana gelmistir. Yapilan caligmalar diyabette NO
diizeylerinin azaldig1 ydniindedir. Ornegin Yu ve ark.’larmin yaptiklar1 ¢alismada, STZ
ile diyabet olusturulmus sicanlarin serebellumlarinda nNOS aktivitesinin kontrollerden
daha az oldugu bulunmustur (Yu ve ark., 1994). Zho ve ark.’larmin yaptiklar1 diger bir
calismada STZ ile diyabet olusturulan siganlarin aortalarinda eNOS’un ekspresyonunda
azalma oldugu saptanmistir (Zho ve ark., 2011). Tessari ve ark. larmin diyabetik
hastalar iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, diyabetik hastalarin kanlarinda NO
konsantrasyonlarinin belirgin sekilde azaldigi rapor edilmistir (Tessari ve ark., 2010).
Bizim calismamiz ise bu verilerle paralellik gostermektedir. DM’ da meydana gelen
kronik hiperglisemi sirasinda olusumu hizlanan ileri glikozilasyon firiinleri tarafindan
NO’in hem vazodilatasyon olusturucu hem de antiproliferatif etkilerinin 6nlenmesi
diyabet komplikasyonlarinin gelismesinde onemli rol almaktadir. Ayrica yag asidi
bozukluklari ile artan serbest radikaller, polyol yolunda kullanim ile azalmis NADPH,
kalinlagmig bazal membranlar, artmis PKC aktivitesi dolasgimda artmis ACE
konsantrasyonlar1 diyabetin seyri sirasinda NO olusumunu yada fonksiyonunu
baskilayarak gelisen komplikasyonlarda rol oynarlar (Kocatiirk, 1996). NO’in azalmis
seviyeleri, vaskiiler harabiyetlere, platelet-vaskiiler ~duvar interaksiyonunu
kolaylastirarak ve dolasimdaki monositlerin endotel yiizeyine adezyonuna sebep olarak
da katkida bulunmaktadir (Kocatiirk ve ark., 1996). Bu yiizden NO diizeylerinin
fizyolojik sinirlarda tutulmasi Onemlidir. Calismamizda STZ ve STZ+BQ-123
grubundaki siganlarin NO diizeyleri kontrole gore belirgin sekilde azalmis ve BQ-
123’1in NO diizeyini artirici bir etkisi saptanmamustir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda diyabetin siganlarda bir ¢ok dokuda, eritrosit

membraninda ve hastalarin sinir hiicrelerinde Na*/K*-ATPaz aktivitesinde azalmaya
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neden oldugu gosterilmistir (Jhonston ve ark., 1989). Giirbilek ve ark.’larinin diyabetik
hastalar iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada diyabetli hastalarda eritrosit membrani
Na'/K*- ATPaz aktivitesi diisiik bulunmustur (Giirbilek ve ark., 2004).

Na'/K" -ATPaz hiicre iginde diisiik Na* ve yiiksek K konsantrasyonunun
saglanmasinda ve hiicre hemostazinin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir
(Djemli ve ark., 2000). Na'/K'-ATPaz pompas;, Na' ve K' iyonlarinmn
konsantrasyonlarini kontrol ederek ektraselliiler sivi hacminin korunmasini, hiicre
membraninn her iki tarafindaki iyon dengesinin diizenlenmesini ve kan basincinin
ayarlanmasini saglarken kendiside bir¢ok molekiiliin kontrolii altindadir. Bu maddeler
dopamin, aldesteron, angiotensin II ve NO’dir (Beltowski ve ark., 2003).

Diyabette Na'/K" ATPaz enzim aktivitesindeki bozulma hiicre i¢i ve hiicre disi
iyon dengesini bozmakta ve hiicre iginde K" diizeylerinin diismesine yol agmaktadir.
Diyabette K" iyonlar1 hiicre iginden ekstraselliiler siviya dogru kayacagindan dolay1
ekstraselliiler sividaki K* iyonlarmin artmasi beklenir. K* iyonlarinin ekstraselliiler
stviya dogru kaymasinin nedeni diyabette goriilen insiilin yetersizligi veya rezistansidir
(Ramesh ve ark., 2007). Insiilin K" iyonlarmin hiicre i¢ine gegmesini kontrol eden bir
hormondur. Ciinkii insiilin, Na'/K* ATPaz enzim aktivitesini ve miktarin1 diizenleyici
hormanlardan biridir. Diyabetik hayvanlarda Na*/K" ATPaz enzim aktivitesinin diistiigii
ve insiilin uygulanmasi ile bu aktivitenin normale dondiigu bildirilmistir (Ramesh ve
ark., 2007). Dolayisi ile deneysel diyabet olusturulan si¢anlarda pankreasin hasara
ugramast ile birlikte insiilin diizeyleri diiseceginden dolay1 Na*/K* ATPaz aktiviteside
bundan olumsuz etkilenecektir. Calismamizda istatistiksel olarak anlamli olmasada
diyabetik siganlarm serum K konsantrasyon diizeyleri kontrole gore yiiksek

bulunmustur (p=0.375) Serum Na" konsantrasyon diizeyleri ise diyabetik siganlarda
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kontrole gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0,001). Diyabette kandaki glikoz
diizeyinin artmasi sonucunda hiicrenin enerji liretim metabolizmasmin bir basamagi
olan polyol yolaginda meydana gelen bozuklugun Na'/K*ATPaz aktivitesinde azalmaya
yol actig1 bilinmektedir (Greene ve ark., 1992). Bu ise hiicre i¢i Na* konsantrasyonunu
artiracagindan dolayr hiicre disinda Na® iyonlar1 azalacaktir. Nitekim calismamizda
diyabetik siganlarin serum Na* konsantrasyon diizeylerinde belirgin bir azalma meydana
gelmistir. Hiperglisemi nedeniyle serum osmolaritesi artarak hiicre i¢inden intraselliiler
alana serbest suyun hareketi serumda diliisyona yol acarak 6lciilen Na* konsantrasyon
diizeylerinin diisiik ¢ikmasma neden olmaktadir. Cl intersiyel sivi-kan plazmadaki
baslica anyonlar1 olusturur. Plazmada 100 mEq/lt, intersitisyel sivida ise 110 mEq/It
civarindadir. Aclik halinde, kusmalarda, iiremide, ileri derecede diyarelerde ve agir
diyabette CI" diizeyleri diismektedir (Music, 2004). Bizim ¢alismamizda da serum CI
konsantrasyon diizeyleri diyabetik sicanlarda kontrollere gore daha diisiik bulunmustur.
ClI" 6zellikle plazmada ve hiicrelerarasi sivida ozmatik basincin saglanmasinda gorev alir
bu nedenle diyabette diisen C1™ seviyelerinin dengede tutulmasi 6nemlidir.

Diyabette oksidatif stresin eritrosit membraninda lipid perksidasyonuna neden
oldugu ve zar lipid igeriginde degisimlere sebep oldugu, eritrosit membraninda ortaya
cikan bu degisiklikler sonucunda da eritrositlerde Na'/K* ATPaz aktivitesinde ve
membran akigkanliginda azalma oldugu ileri siiriilmiistiir (Giirbilek ve ark., 2004).
Bizimde c¢alismamizda diyabetik ratlarda lipid peroksidasyonunu gdstergesi olan
TBARS diizeylerinde bir artis meydana gelmistir. Bununla birlikte diyabetik sicanlarin
serumlarnda Na® konsantrasyon diizeyleri azalirken K™ konsantrasyon diizeyleri
artmistir. Buradan diyabetik siganlarin Na'/K* ATPaz aktivitesinin bozuldugu ve lipid

peroksidasyonununda bunda katkis1 olabilecegi sOylenebilir.



75

Yapilan calismalar deneysel diyabette cesitli hiicrelerin Na'/K* ATPaz
aktivitesinde bir defekt gdzlenmesi, aktif katyon transportunun diyabetin kronik
koplikasyonlar1 olan noropati, nefropati ve retinopatide onemli rolii oldugu goriisiinii
desteklemektedir (Muriel ve ark., 2000). Azalmis eritrosit membran Na'/K® ATPaz
aktivitesi ozellikle diyabetik noropatinin gii¢lii bir belirteci olarak diistintilmektedir
(Kiziltung ve ark., 1997). Raccah ve ark.larmin Tip 1 diyabet vakasi {izerinde yaptiklari
calismada, eritrosit membrani Na'/K® ATPaz aktivitesindeki diisiisii periferik
noropatinin olusmas1 ile iliskilendirmislerdir (Raccah ve ark., 1996). Dolayisiyla
diyabette Na* ve K" iyonlarmin kontrolii ve dengelenmesi 6nem arz etmektedir.

Sonu¢ olarak, calismamiz gostermektedir ki, STZ ile diyabet olusturulan
sicanlarin leptin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli olmasa da diismektedir. BQ-123
tedavisi diyabette azalan leptin diizeylerini istatiksel anlamli olmasa da, daha da
diisiirmiistiir. Bu sonu¢ BQ-123’{in verilme zaman1 ve verildigi doza bagl olabilir. STZ
ile olusturulan deneysel diyabet modelinde PC, K" diizeylerinde anlamli bir fark
olusmazken Na' ve CI diizeylerinde belirgin bir azalma meydana gelmistir. BQ-123
tedavisinin ise bu azalmaya herhangi bir etkisi bulunmamistir. Diyabette oksidatif
hasarin arttig1 bilinmektedir ve oksidatif hasarin 6nemli bir gostergesi olan TBARS
diizeylerinde belirgin bir artis meydana gelmistir. BQ-123 ile tedavi ettigimiz grubtaki
siganlarin TBARS diizeyleri belirgin bir sekilde azalmaya neden olarak olumlu etkisi
olmustur. Deneysel diyabette, bir ETa reseptor antagonisti olan BQ-123’iin etkileri ve
Leptin ile olan olast iliskisi, farkli doz ve uygulama zamanlari ile yapilacak calismalar
ile daha kesin bir sekilde ortaya konmaya ihtiyag bulunmaktadir. Farkli ET reseptor
antagonistleri de bu baglamda uygulanabilir. Hi¢ siiphesiz otokrin ve parakrin faktorler

arasindaki ¢cok kompleks iligkiler ve bunlarin fizyopatolojik kosullardaki degisen sartlar
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icerisindeki etkilesimleri daha cok arastirmaya ihtiya¢ duyulacak bir konudur. Bu
degisimlerin fizyopatolojik kosullarda homeostazise olan katkilar1 da incelenmeye ve

arastirilmaya degecek, ancak oldukca komplikedir.
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