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OZET

STREPTOZOTOSIN ILE DENEYSEL DIYABET MODELI OLUSTURULMUS
SICANLARDA IDEBENON TEDAVISININ VASKULER ENDOTEL
DISFONKSIYONU UZERINE ETKILERI
Bahar AKYUZ
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
T1bbi Farmakoloji Ana Bilim Dali
Doktora, Aralik/2021
Danisman: Prof. Dr. S. Sirr1 BILGE

Diyabet kardiyovaskiiler hastaliklarin primer risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. Literatiirde diyabete bagli mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin
gelisiminde oksidatif stresin roliinii ve diyabetle endotel disfonksiyonu arasinda
baglant1 oldugunu gosteren birgok ¢alisma olmasina ragmen olusan endotel hasarinda
antioksidanlarin etkisiyle ilgili calisma kisithdir. Bu calismada antioksidan etkili
idebenonun streptozotosinle (STZ) indiiklenmis diabetes mellitus modelinde endotel
disfonksiyonu tizerine etkisi arastirilmistir.

52 adet erkek Wistar albino sigan 4 gruba ayrilmistir. iki grupta STZ ile (50
mg/kg, 1.p) diyabet olusturulmus, diger gruplara STZ ¢oziiciisii enjekte edilmistir. 3
giiniin sonunda kan glikozu 300 mg/dL iizerinde olan siganlar diyabetik kabul
edilmistir. Siganlara 8 hafta sonra 100 mg/kg idebenon veya idebenon ¢oziiciisii 28
giin boyunca oral gavajla uygulanmistir. 4 hafta araliklarla agirlik ve kan glikozu
Olciimii yapilmistir. 12 haftanin sonunda hayvanlar kan basinci dl¢limiinii takiben
kanlar1 alinarak sakrifiye edilmis; torasik aort dokusu izole organ banyosunda vaskiiler
reaktivite yanitlari, stereoloji ve western blot calismalarinda kullanilmak iizere izole
edilmistir. Gruplar arasindaki farklar ANOVA ve Kruskal Wallis testleri ile
degerlendirilmistir.

Idebenon tedavisi siganlarda viicut agirhgi, kan glikozu, HbAlc, LDL, HDL,
total kolesterol ve trigliserit diizeylerinde bir degisiklige neden olmamistir. Diyabetik
siganlarda kontrol grubuna kiyasla kan basinci azalmis (p<0.05), idebenon tedavisi
alanlarda kontrol grubuna benzer bulunmustur. Diyabetik si¢anlarda endotel bagimli
gevsetici olan asetilkolinle gevseme yanitlar1 azalmustir. idebenon tedavisi bu gevseme
yanitin1 artirmistir (p<0,01). Diyabetik sicanlarda aort dokusunda TNF-o ve NOX2
ekspresyonlari kontrol grubuna gore artmis; idebenon tedavisi ile azalmistir (p<0.01).
ICAM-1 ve eNOS protein ekspresyonlart ise kontrol ve diyabetik si¢anlarda
degismemistir. Stereolojik degerlendirmeler idebenonun aort media tabakasinda hiicre
atrofisini diizelttigini gostermistir (p<0.05).

Idebenon tedavisi STZ ile indiiklenmis deneysel diyabet modelinde inflamatuar
yaniti ve oksidatif  stresi azaltarak endotel disfonksiyonunu diizeltici etki
gostermektedir. Bdylece idebenonun diyabetik hastalarda  kardiyovaskiiler
komplikasyonlara kars1 koruyucu etki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Diyabet, endotel disfonksiyonu, idebenon



ABSTRACT

EFFECTS OF IDEBENONE TREATMENT ON VASCULAR ENDOTHELIAL
DYSFUNCTION IN STREPTOZOTOCIN INDUCED EXPERIMENTAL
DIABETES MODEL IN RATS
Bahar AKYUZ
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Pharmacology
Ph.D, Dec/2021
Supervisor: Prof. Dr. S. Sirr1 BILGE

Diabetes is accepted as primary risk factor for cardiovascular diseases. Although
there are many studies in the literature showing the role of oxidative stress in
development of diabetes-related micro- and macrovascular complications and a
connection between diabetes and endothelial dysfunction, studies on the effect of
antioxidants on endothelial damage are limited. In this study, the effect of antioxidant
idebenone on endothelial dysfunction in streptozotocin (STZ) induced diabetes
mellitus model was investigated.

52 male Wistar albino rats were divided into 4 groups. Diabetes was induced
with STZ (50 mg/kg, i.p) in two groups, and STZ solvent was injected into other
groups. Rats with blood glucose above 300 mg/dL at the end of 3 days were considered
diabetic. After 8 weeks, 100 mg/kg of idebenone or idebenone solvent was
administered to rats by oral gavage for 28 days. Weight and blood glucose were
measured at 4-week intervals. At the end of 12 weeks, animals were sacrificed after
blood pressure measurement; thoracic aortic tissue was isolated for vascular reactivity
responses, stereology and western blot studies. Differences between groups were
evaluated with ANOVA and Kruskal Wallis test.

Idebenone treatment didn't cause any change in body weight, blood glucose,
HbAlc, LDL, HDL, total cholesterol and triglyceride levels in rats. In diabetic rats,
blood pressure was decreased compared to the control group (p<0.05), and diabetic
idebenone group was found to be similar to the control group. Relaxation responses
were decreased with acetylcholine, an endothelium-dependent relaxant, in diabetic
rats. ldebenone treatment increased this relaxation response (p<0.01). TNF-a and
NOX2 expression in the aortic tissue of diabetic rats was increased compared to the
control group; decreased with idebenone treatment (p<0.01). ICAM-1 and eNOS
protein expressions were unchanged in control and diabetic rats. Stereological
evaluations showed that idebenone ameliorated cell atrophy in aortic media layer
(p<0.05).

Idebenone treatment has an ameliorative effect on endothelial dysfunction by
reducing inflammatory response and oxidative stress in STZ-induced experimental
diabetes model. Thus, it is thought that idebenone may have a protective effect against
cardiovascular complications in diabetic patients.

Keywords: Diabetes, endothelium dysfunction, idebenone
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ADA
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Akt
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DAG
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SIMGELER VE KISALTMALAR

: Amerikan Diyabet Dernegi

: Asimetrik dimetilarginin

: Ileri glikasyon son iiriinleri

: Protein kinaz B

: Adenozin trifosfat

: Tetrahidrobiopterin

: N-epsilon-karboksi-etil-lisin

- Siklik guanozin monofosfat

: N-epsilon-karboksi-metil-lisin

- Siklooksijenaz

: C-reaktif protein

- Diagilgliserol

: Diyabetik ketoasidoz

: Diabetes Mellitus

: Avrupa Diyabet Arastirmalar1 Dernegi
- Endotel kaynakli hiperpolarizasyon faktorii
: Endotelyal nitrik oksit sentaz

: Avrupa Kardiyoloji Dernegi

: Endotelin-1

: Elektron tasima sistemi

: Flavin adenin diniikleotid

: Glutamik asit dekarboksilaz

: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
: Gestasyonel Diabetes Mellitus

: Gliseraldehit 3-fosfat

: Hemoglobin Alc

- Yiiksek dansiteli lipoprotein

: Hidrojen peroksit

- Hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1
. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu

. Interlokin-1

. Inositol trifosfat

: Insiilin reseptorii substrat:

: Idebenon



iNOS : Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

KVH : Kardiyovaskiiler hastalik

LDL : Diistik dansiteli lipoprotein

LHON : Leber’in herediter optik ndropatisi
MAPK : Mitojenle aktive edilmis protein kinaz
MLCK : Miyozin hafif zincir kinaz

MODY - Genglerin erigkin baslangicli diyabeti
NADPH - Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NO - Nitrik oksit

NOS - Nitrik oksit sentaz

NOX : NAPH oksidaz

ONOO- : Peroksinitrit

oxLDL - Okside diisiik dansiteli lipoprotein
PAI-1 : Plazminojen aktivator inhibitorii-1
PDK-1 : Fosfoinositide bagimli kinaz-1

PI3K : Fosfoinositid-3 kinaz

PIP2 : Fosfatidilinositol (3,4)-bifosfat

PIP3 : Fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat
PKC : Protein kinaz C

RAGE : AGE reseptori

RNS - Reaktif nitrojen tiirleri

ROS - Reaktif oksijen tiirleri

sGC : Solubl guanilat siklaz

SOD - Siiperoksit dismutaz

STZ - Streptozotosin

TEMD : Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi
TNF-a . Ttimor nekroz faktor-alfa

TNF-B : Timor nekroz faktor-beta

VCAM-1 : Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1
VEGF - Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
XO : Ksantin oksidaz

ZnT8 : Cinko transporter 8
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1. GIRIS

Diyabet vaskiiler yatagin makro ve mikrosirkiilasyonu {iizerindeki etkisi
nedeniyle sadece metabolik bir hastalik degil, ayn1 zamanda vaskiiler bir hastalik
olarak kabul edilmektedir (Sena vd., 2013). Uzun dénem hiperglisemiye bagli olarak
makrovaskiiler (koroner arter hastaliklari, periferik damar hastalift ve inme),
mikrovaskiiler (ndropati, nefropati ve retinopati) ve diyabetik ayak gibi hem mikro-
hem makrovaskiiler komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Asmat vd., 2016). Birincil
ve ikincil korunma ile diyabet ve komplikasyonlariyla miicadelede kullanilan ¢ok
sayida tedaviye ragmen, bu hastalardaki kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite kabul
edilemeyecek kadar yiiksek diizeydedir. Bu nedenle, diyabetli hastalarda
kardiyovaskiiler komplikasyonlar: 6nlemek i¢in yeni hedefler belirlenmelidir. (Lunder
vd., 2021).

Diyabetik vaskiiler komplikasyonlarinin temelinde endotel disfonksiyonu yer
almaktadir. Damar yapisinda artmis oksidatif stres diyabetteki endotelyal
disfonksiyonun en onemli mekanizmalarindan biridir. Endotel giiniimiizde baslica
nitrik oksit (NO) olmak iizere gesitli antiaterojenik etkili maddelerin sekresyonundan
sorumlu; homeostaz1 diizenleyen, vaskiiler tonusu ve kan akimini ayarlayan parakrin
organ olarak kabul edilmektedir. Ateroskleroz, arteriyel ve pulmoner hipertansiyon,
sepsis ve inflamatuar hastaliklar gibi pek ¢cok durum endotel hasari, disfonksiyonu ve
aktivasyonu ile iliskilidir. Endotel disfonksiyonunun en O&nemli o6zelligi NO
biyoyararlaniminda bozukluga neden olmasidir. Bunun yam1 sira endotel
disfonksiyonu, azalmis vazorelaksasyon ve fibrinolitik aktivite, hemodinamik
disregiilasyon, adezyon molekiilleri ve inflamatuar genlerin ekspresyonunun artmasi,
asirt reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) iiretimi ile iliskilendirilmektedir. Arteriyel
dokunun artmis glikoz veya serbest yag asidine maruziyeti, siiperoksit olusumunu
indiiklemekte ve NO biyoyararlanimin1 azaltmaktadir. Antioksidan tedaviler bu
kosullar altinda endotel fonksiyonunun diizeltilmesinde yarar saglamaktadir

(Kunasegaran vd., 2017; Meng vd., 2021; Tabit vd., 2010).

Idebenon mitokondriyal oksijen transportunda rol oynayan &nemli bir
antioksidan olan koenzim Q10’un biyoyararlanim1 daha yiiksek, sentetik bir
analogudur (Lopez-Pedrera vd., 2021). Avrupa’da Leber’in herediter optik néropatisi

(LHON) tedavisi i¢in onaylanan idebebonun, mitokondriyal kompleks I eksikligi ile



iligkili hastaliklarda elektronlar1 dogrudan kompleks Ill'e aktararak ATP iiretimini
diizenledigi diisiiniilmektedir. Idebenonun oksidatif stres ve lipit peroksidasyonuna
kars1 etkileri in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir (Ahmed, 2014; Mordente vd.,
1998; Suno ve Nagaoka, 1984). Agirlikli olarak nérodejeneratif hastalik modellerinde
antioksidan ve antiinflamatuar etkileri gdsterilen idebenonun, deneysel diyabet ve
diyabete bagl gelisen endotel disfonksiyonu {izerine etkilerini gdsteren in vivo bir
calisma bulunmamaktadir. Bu bilgiler 1s181inda bu tez ¢alismasinin amaci; antioksidan
etkili idebenonun streptozotosinle indiiklenmis diabetes mellitus sigan modelinde
endotel disfonksiyonuna karsi koruyucu etkisinin arastirtlmasidir. Endotel
disfonksiyonu, izole organ banyosu deneylerinde torasik aortta endotel bagimli
gevseme yanitinin azalmasi ile gosterilmistir. Siganlara uygulanan idebenon
tedavisinin etkisi; aort dokusunda gevseme yanitlar1 ve endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS), hiicreler aras1 adezyon molekiili-1 (ICAM-1), tiimor nekroz faktor- o (TNF-
a), NADPH oksidaz-2 (NOX2) protein ekspresyonlarinin degisimi ve damar
yapisindaki histopatolojik degisiklikler iizerinden degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE/VEYA KAYNAK
OZETLERI

2.1. Diabetes Mellitus
2.1.1. Tanimi

Diabetes mellitus (veya kisaca diyabet) yeterince insiilin hormonu
iretilememesine veya liretilen insiilinin etkin bi¢imde kullanilamamasina bagli olarak
gelisen kan sekeri yiiksekligi ile karakterize ciddi ve kronik bir hastaliktir. Pankreasta
iiretilen insiilin, dolasimdaki glikozun hiicre igine girerek enerjiye doniigmesini
saglayan 6nemli bir hormondur. Insiilin ayrica protein ve yag metabolizmas1 i¢in de
olduk¢a onemlidir. insiilin eksikliginde veya hiicrelerin insiiline yeterince yanit
verememesi durumunda meydana gelen hiperglisemi, diyabetin klinik gostergesidir.
Diyabet tanisi i¢in esik kan glikozu degerleri Tablo 2.1.°de gosterilmektedir
(Anonymous, 2019).

Tablo 2.1. Diyabet tan1 kriterleri (International Diabetes Atlas, 2019)

DIYABET BOZULMUS BOZULMUS ACLIK
GLIKOZ GLIKOZU (IFG)
TOLERANSI (IGT)

(Asagidaki

kriterlerin BIR (Asagidaki ilk veya her
veya (Asagidaki her IKI iki kriter bulunuyorsa)
FAZLASI kriter de bulunuyorsa)
bulunuyorsa)

Aglik Plazma Glikozu ~ >7 mmol/L <7.0 mmol/L 6.1-6.9 mmol/L
(126 mg/dL) (126 mg/dL) (110-125 mg/dL)

2. Saat Plazma >11.1 >7.8 ve <11.1 mmol/L <7.8 mmiol/L

Glikozu (75 g oral (200 mg/dL)  (140-200 mg/dL) (140 mg/dL)

glikoz yiiklemesi
sonrast, OGTT: oral

glikoz tolerans testi)

HbAlc >48 mmol/mol
(% 6.5)

Rastgele Plazma >11.1 mmol/L

Glikozu (200 mg/dL)




Aclik en az 8 saat kalori alimi olmamasi olarak tanimlanmaktadir.

Postprandial 2. saat glikoz testi suda ¢dziinmiis 75 g anhidr glikoza esdeger miktardaki glikozun
yiiklemesinden sonra yapilmalidir.

Kontrol altina alimmayan insiilin eksikligi uzun vadede bircok organa zarar
verebilir; kardiyovaskiiler hastaliklar, sinir hasari (ndropati), bobrek hasari (nefropati)
ve goz hastaliklarina (retinopatiye, gérme kaybina ve hatta korliige yol agar). Bununla
birlikte, uygun diyabet yonetimi saglanirsa, bu ciddi komplikasyonlar geciktirilebilir

veya tamamen Onlenebilir (Anonymous, 2019).
2.1.2. Tarihgesi

Diabetes mellitus terimi, sifon ya da i¢cinden gegmek anlamina gelen Yunanca
“duofrng” kelimesinden (fazla miktarda idrar ¢ikisini ifade etmek i¢in kullanilan) ve
bal anlamina gelen Latince “mellitus” kelimesinden kdken almaktadir. J. Von Mering
ve O. Minkowski, 1890 yilinda yaptig1 bir yayinla (Mering ve Minkowski, 1890) bir
kopege yapilan pankreotektominin diyabet semptomlarina ve erken donemde
mortaliteye neden oldugunu bildirmistir. Boylece pankreasta sekeri diizenleyen bir
“madde” tretildigi hipotezi ortaya ¢ikmistir (Polyzos ve Mantzoros, 2021). Ancak
1920 yilina kadar pek cok bilim insani pankreastan hazirlanan bir ekstraktin kan
sekerini ve glikoziiriyi azalttifini hayvan deneylerinde gosterse de insanlara
uygulandiginda aktivitenin olmamasi bir yana lokal apse olusumu, enfeksiyon, ates,
sepsis ve diger toksik reaksiyonlar goriilmistiir. Bu nedenle ¢aligmalar bu noktadan
ileri gotiiriilememistir. Genel goriis pankreastaki i¢ salgilarin safsizliklar ile kontamine
oldugu ve insanda giivenli bir uygulama yapilamayacagi yoniinde olmustur (Hegele

ve Maltman, 2020).

Insiilin kesfine yol acan adimlar diyabetin tarihgesi ve pankreas anatomisinin
ortaya ¢ikarilmasi 6ykiisii ile atilmistir. Pankreas ilk olarak Yunan anatomist ve cerrah
Herophilus (MO 335-280) tarafindan tanimlanmustir. Yunanca tamamen etten
anlamina gelen pankreas sozciligii ise Yunan anatomist Rufus of Ephesus tarafindan
birinci ylizyilin sonlarinda kullanilmistir. 1869'da Alman patolog, fizyolog ve biyolog
Paul Langerhans pankreasin iki hiicre sistemine sahip oldugunu agiklamistir (Vecchio
vd., 2018). Latince ada anlamima gelen "insula" kelimesini koken alan insiilin
sOzcligiiniin 1lk defa, 1910'da Langerhans adaciklarindan tek bir "kimyasalin" eksik
oldugu hipotezini 6ne siiren Sir E.A. Sharpey-Shafer tarafindan kullanildigi

diistintilmektedir (Polyzos ve Mantzoros, 2021).



Insiilin kesfi, diyabetin hem tedavisinde hem de prognozunda bir kilometre
tasidir. Diyabet, tip tarihinin en gok arastirilan hastaliklarindan biridir ve ilk kaynaklar,
M.0.1552 civarinda yazilmis Ebers Papiriis olarak adlandirilan Misir tibbi metinleri
koleksiyonuna ve eski Hint ve Cin kaynaklarina kadar uzanir. Insiilin kesfedilinceye
kadar diyabet hastalarinin endokrinolojik ve metabolik bozukluklarini gidermek igin
tedavide yiiksek kalorili diyetler, seker igermeyen diyetler, aclik diyetleri ve afyon
kullanimi gibi degisik farmakolojik yontemler denenmistir (Vecchio vd., 2018).

Insiilinin kesfinde Kanadal1 doktor Sir Frederick Grant Banting’in 1920 yilinda
okudugu bir olgu sunumu etkili olmustur. Surgery, Gynecology and Obstetrics
dergisinde Moses Barron tarafindan yayinlanan bu ¢alismada, tag nedeniyle pankreas
kanali tikali bir hastada ekzokrin pankreasin atrofiye ugradigi ancak Langerhans
adaciklarmin korundugu ve hastada diyabet gelismedigi belirtilmistir (Barron, 1920).
Barron bu gozlemini pankreas kanali ligasyonu yapilan ancak adaciklarda gozle
goriiliir bir hasar olmadik¢a diyabetin gelismedigi (glikoziiri olmadigl) hayvan
deneyleriyle iliskilendirmistir ve adaciklardan glikoz metabolizmasinda rol oynayan
bir hormon salgilandigi ¢ikarimini yapmustir. Banting bu makaleden hareketle
karbonhidrat metabolizmas1 {iizerine ¢alismalar yapan Toronto Universitesi’nde
fizyoloji profesorii olan John James Rickard Macleod’un liderliginde bir lisans
ogrencisi olan Charles Herbert Best’in de yardimlariyla pankreas kanali ligasyonu
yaptig1 kopeklerden elde ettii materyali pankretotektomi yaptigr kopeklere
uygulamistir. Yiiksek mortalite oranina ragmen bir kdpekte kan sekerinin diistiigii ve
diyabetin diizeldigini gormiislerdir. Pankreas ekstraktinin saflastirillmasi igin
hormonlar iizerine arastirmalar yapan bir biyokimyaci olan James Bertram Collip
projeye dahil edilmistir. Collip %90 alkol kullanarak yaptig1 ekstraksiyon ile diger
safsizliklar1 ¢oktiiriirken instilini de ¢oziiniir hale getirmistir (Hegele ve Maltman,
2020). ilk insiilin tedavisi alan hasta 14 yasindaki tip 1 diyabet hastasi Leonard
Thompson olmustur. Banting ve Best’in metoduyla hazirlanan 15 ml pankreas
ekstresinin verilmesi, sadece glikozu hafifce azaltirken ketoasidoz iizerinde etkili
olmamistir ve hastada steril apse olusumuna neden olmustur. 12 giin sonra 23 Ocak
1922°de Collip’in izolasyon metoduyla hazirlanan preparat Leonard Thompson’da,
glisemiyi 520 mg/dl'den 120 mg/dl'ye, glikoziiri 71'den 9 g'a disiiriirken ketoniiriyi
ortadan kaldirmistir (de Leiva-Hidalgo ve de Leiva-Perez, 2020; Hegele veMaltman,
2020; Vecchio vd., 2018). Banting ve Macleod 1923'te Nobel Fizyoloji veya Tip



Odiili'ne layik gériilmiislerdir. Odiil tartismalara neden olmustur. Banting 6diil
parasiin yarisini Best'e verdigini agiklayarak insiilinin kesfine katkisini kabul
etmistir. Macleod ise odiiliinii Collip ile paylasmistir. Sonraki yillarda da diyabet
alanindaki bazi arastirmalara Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii verilmistir. 1947'de C.F.
Cori, G.T. Cori ve B.A. Houssay glikoz metabolizmasi iizerine yaptiklari
caligmalardan dolay1 o&diile layik gorilmiislerdir. 1971'de E.W. Sutherland,
karacigerde glikojenin glikoza doniisiim mekanizmasina epinefrinin etkileri tizerinde
yaptig1 c¢alismalar nedeniyle Nobel odiilii almistir. Bu ¢alisma bugiin siklik AMP
olarak bilinen ikinci habercinin kesfine yol agmistir. Amerikali medikal fizikei
Rosalyn Sussman Yalow, insiilin ve diger peptit hormonlarin 6l¢iimii i¢in gelistirdigi
radyoimmunoassay (RIA) ile 1977°de Nobel Odiilii'ne layik goriilmiistiir. ("Nobel
Prize in Physiology or Medicine 1977, 2021; Polyzos ve Mantzoros, 2021). 1955'te
Ingiliz biyokimyaci Frederick Sanger insiilinin aminoasit yapisini ortaya ¢ikarmis ve
bu kesif icin 1958'de Nobel Kimya Odiilii'nii kazanmustir. Insiilinin fiziksel yapismin
kesfi icin, X-151m1 kristalografisinde oncii olan Ingiliz biyokimyacit Dorothy Mary
Crowfoot-Hodgkin ise 1964 yilinda Nobel Kimya Odiili'ne layik goriilmiistiir
(Vecchio vd., 2018).

Banting ve Best’in orijinal fikirleri aslinda fizyolojik agidan kusurludur.
hiicrelerinin veya insiilinin korunmasi i¢in pankreas kanalinin baglanmasina gerek
yoktur. Asinar hiicrelerde bulunan tripsinin prekiirsérii olan tripsinojen intestinal
limende aktive olmadan sindirim aktivitesine sahip degildir (Hegele veMaltman,
2020). Enterokinazlar kesfedilmis ve taze pankreas 6zsuyunun herhangi bir proteolitik
glice sahip olmadig1 onceki yillarda ispatlanmistir (Vecchio vd., 2018). Banting ve
Best baslangigta bunu farkedemeseler de sonunda pankreas kanali ligasyonu
yapilmamis biitlin taze pankreasin insiilin kaynagi olarak kullanilabilecegini
bulmuglardir. Diger safsizliklar da Collip’in giiclii alkol metoduyla giderilmekteydi.
Kanal ligasyonunu ortadan kaldirmanin pratik sonucu, 1980'lerde insan insiilini yaygin
kullanima girene kadar standart olan pankreas tedarikinin mezbahaneler araciligiyla

saglanabilmesi olmustur (Hegele ve Maltman, 2020).
2.1.3. Epidemiyolojisi

Diyabetin bireylerin, ailelerin, toplumlarin yasamlar1 ve refahi iizerinde 6nemli
etkileri vardir (Saeedi vd., 2019). Diyabet diinya ¢apinda en ¢ok goriilen ilk on 6liim

nedeni arasinda yer almaktadir (“The top 10 causes of death”, 2020). Uluslararasi

6



Diyabet Federasyonu (IDF) 2000 yilindan bu yana ulusal, bolgesel ve kiiresel dlgekte
meydana gelen diyabet vaka sayisini bildirmektedir. Diinya genelinde 20-79 yas
arasindaki toplam diyabet hastas1 sayis1 (Tip 1 ve Tip 2 dahil olmak tizere) 2009
yilinda 285 milyon iken bu saymin 2019 itibariyle 463 milyon oldugu tahmin
edilmektedir. Bu popiilasyon diinya niifusunun %9.3’iinii olusturmaktadir. Diyabetik
hasta sayisinin giderek artarak 2045 yilinda 700 milyona ulagacagi diisiiniilmektedir.
Avrupa i¢cin 2019°da %8.9 olan diyabet prevalansinin 2045 yilinda %10.3’e

yiikselecegi 6ngoriilmektedir (Anonymous, 2019).

Diyabetin insan sagligina olan etkisi kadar saglik hizmetleri harcamalarina da
yiikii bulunmaktadir. IDF verilerine gore diyabet tedavisi i¢in 2017 yilinda 727 milyar
dolar (2017 yil1 Diinya toplam saglik harcamalarinin %12’s1) harcanmistir. Diyabetin
saglik hizmetlerine olan bedeli goriilme sikligina, bolgelere ve gelir diizeyine gore
degisiklikler gostermektedir. 2019 verilerine gore Avrupa’da toplam diyabet nedenli
saglik harcamalarinin 161,4 milyon dolar oldugu tahmin edilmektedir. Bu tutar diinya
diyabet harcamalarinin %21.2’sine tekabiil etmektedir. Avrupa’daki iilkeler i¢erisinde
yasa gore ayarlanmig prevalansin en yiiksek oldugu iilke %11.1 (6,6 milyon) ile
Tiirkiye’dir. Buna paralel olarak diyabet i¢in yapilan harcamanin toplam saglik
harcamalarina oraninin en yiiksek oldugu iilke %23.8 ile yine Tirkiye’dir. Genel
niifusun %43.7’sinin 50-79 yas arasi oldugu Avrupa’da yaslilik tip 2 diyabet i¢in
onemli ve artmakta olan bir risk faktoriidiir. 50-79 yas arasi niifusun 2030’da

%47.7°ye, 2045’te %50.1°e yiikselmesi beklenmektedir (Anonymous, 2019).

Orta Dogu ve Kuzey Afrika bolgesinde ise diyabetle iliskili 6liimlerin %53’ 60
yasin altindaki insanlardan olusmaktadir. Diyabet hastalarinin %44.7’sinin teshis
edilmedigi disiiniilen Orta Dogu ve Kuzey Afrika bolgesinde 2019°da 54.8 milyon
olan diyabet hastasi sayismnin 2030°da 76 milyon, 2045’te 107.6 milyon olmasi
ongoriilmektedir. Bu sayilara teshis edilmemis diyabet hastalar1 dahildir. Yasa gore
ayarlanmis prevalansin (%12.2) en yiiksek oldugu bdlgedir. 2019 yilinda diyabete
bagli 20-79 yas aras1 418.900 yetigkin 6liimiindeki (toplam oliimlerin %16.2°si) en
yiiksek pay (%22.4) 30-39 yas arasi hastalardir (Anonymous, 2019).

2.1.4. Smiflandirilmasi

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) 2021 kilavuzuna gore diyabet hastaligi dort

genel kategori altinda siniflandirilmaktadir (Anonymous, 2021):



1. Tip 1diyabet (otoimmun f hiicre yikimina bagli olarak gelisir. Genellikle
tam instiilin yetersizligi goriiliir. Erigkinlerde latent otoimmun diyabet de
dahildir.)

2. Tip 2 diyabet (B hiicreden insiilin salgilanmasindaki progresif kayba
siklikla insiilin direnci de eslik eder.)

3. Diger nedenlere bagli spesifik diyabet tipleri, ornegin monogenik diyabet
formlar1 (neonatal diyabet ve genglerde goriilen erigkin tipi diyabet),
ekzokrin pankreas hastaliklar1 (kistik fibroz ve pankreatit gibi) ve ilag
veya kimyasal ile indiiklenmis diyabet (glukokortikoid kullanimi)

4. Gestasyonel diyabet (gebeligin ikinci veya iiglincli trimesterinde tani

konulan, gebelikten 6nce asikar olmayan diyabet)
2.1.4.1. Tip 1 diyabet

Tip 1 diyabet hastalarinin %90 kadarinda immun aracili, %10°luk bir kisminda
ise idiyopatik B hiicre yikim1 goriilmektedir (Anonymous, 2021; TEMD, 2020). Klasik
semptomlar1 arasinda Ozellikle kiiciik yaslarda baglayan hiperglisemi, poliiiri,
polidipsi, kilo kaybi, abdominal semptomlar, bas agris1 ve ketoasidoz yer almaktadir
(Katsarou vd., 2017). Otoimmun [ hiicre yikimi goriilen formu tiim diyabet
hastalarinin yaklagik %5-10’unu olusturmakta olup énceden “insiilin bagimli diyabet”,
“juvenil baslangicli diyabet” gibi terminoloji kullanilarak da adlandirilmstir.
Otoimmun belirtecler arasinda adacik hiicresi, 65 kDa’luk glutamik asit dekarboksilaz
(GADG65), insiilin, tirozin fosfatazlar IA-2 ve 1A-2f ve ¢inko transporter 8 (ZnTS)
otoantikorlar1 yer almaktadir. Tip 1 diyabetin ilk evresinde 2 veya daha fazla
otoimmun belirte¢ bulunmaktadir (Anonymous, 2021). Bu otoantikorlar semptomlarin
ortaya ¢ikmasindan aylar veya yillar 6nce ortaya ¢ikmaktadir. Genellikle ilk tespit
edilenler insiilin ve GAD65 otoantikorlar1 olmaktadir. Bu iki otoantikorun ortaya ¢ikis
siras1 yas ve genetik farkliliklara bagli olarak degismektedir. Insiilin otoantikoru
gelisimi 1-2 yas civarinda meydana gelmektedir. Bu otoantikor genellikle HLA-DR4-
DQ8 haplotipine sahip gocuklarda ilk ortaya ¢ikan antikordur. Insiilin otoantikorlari
yasamin ilk 6 ayinda nadiren goriilmektedir. Bu nedenle cevresel maruziyet
faktoriiniin de insiilin otoimmunitesi ile iliskisi olmasi muhtemeldir. GAD65
otoantikoru ise HLA -DR3 -DQ2 haplotipi olan ¢ocuklarda ilk sirada ve genellikle 1
yastan sonra ¢ikmaktadir. Tirozin fosfataz benzeri IA-2 ve 1A-23 veya ZnT8’i hedef

alan otoantikorlar daha sonra meydana gelmektedir. Bu proteinler salg vezikiillerinin
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membraninda bulurlar. ZnT8, ¢inko iyonlarim sitoplazmadan salg1 vezikiillerinin i¢
kismina tasir, ancak IA2 ve IA2f'nin iglevleri heniiz agikliga kavusturulamamistir. Tip
1 diyabet cevresel faktorlerden etkilenen poligenik bir hastaliktir. Genetik risk
faktorleri hastalik i¢in gereklidir ancak yeterli degildir; penetransi diistiktiir. Tek
yumurta ikizlerinde tip 1 diyabet goriilme orani %30’dur. B hiicreleri hedefleyen
otoantikorlarin gelisimi icin risk faktorii olan HLA-DR4-DQ8 ve HLA -DR3-DQ2
haplotipleri tip 1 diyabet i¢in major risk faktorleridir. Bunun yani sira genom ¢apinda
iliskilendirme ¢aligmalar1 (GWAS), HLA disinda 50°den fazla genetik faktoriin de tip
1 diyabet riskine katki sagladigini gostermistir. Bu genetik faktorlerin ¢ogu, immun
sistem igin Onemli olan genetik faktorlerle iliskilidir, az bir kismi B hiicreleri

hedefleyen antikorlarin olusumu ile iligkilidir. (Katsarou vd., 2017).

Tip 1 diyabet genellikle 3. evresinde teshis edilir. Bu evrede hastalik yasami
tehdit eden diyabetik ketoasidoza ilerlemis olabilir. Bu nedenle, yasamin ilk yillarinda
zaten mevcut olan otoimmuniteyi tanimlamak ve ciddi komplikasyon riskini azaltmak
i¢in erken tarama ve tani araglarinin kullanilmasi ¢ok 6nemlidir (Katsarou vd., 2017).
TEDDY ¢alismasi kapsaminda farkli iilkelerden 400000°den fazla yenidogan tip 1
diyabet yiiksek riski ile iligskilendirilen HLA-DR-DQ genotipleri igin taranmustir.
Genetik riski yliksek olanlar sonra takip edilip ve adacik otoantikorlarinin varlig
acisindan degerlendirilmistir. Yakin takip sonucu erken tedaviye baslanan bu
cocuklarda diyabetik ketoasidoz prevalansinin genel popiilasyona gore dnemli dl¢iide

daha diisiik oldugu goriilmistiir (EIding Larsson vd., 2011).

Viral enfeksiyonlar, ilk gida maddesiyle karsilasma zamani, D vitamini
yetersizligi, intestinal mikrobiyota ¢esitliliginin az olmasi, gestasyonel enfeksiyonlar
gibi gebelik donemine ait birtakim olaylar da ¢evresel risk faktorleri arasinda yer

almaktadir (DiMeglio vd., 2018; Katsarou vd., 2017).
2.4.1.2. Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet diinya ¢apinda en yaygin metabolik bozukluklardan biridir ve
gelisiminde iki ana faktdriin kombinasyonu etkilidir: Pankreas p-hiicrelerinden insiilin
sekresyonunda bozukluk ve insiiline duyarli dokularin insiiline yanit verememesi.
(Galicia-Garcia vd, 2020). Insiilin direnci, insiilinin reseptdriine baglanmasini
engelleyerek hiperinsiilineminin ortaya ¢ikmasina ve tip 2 diyabetten dnceki dolagim

glikoz seviyelerinde artisa neden olur. Hiperinsiilinemi sodyum atiliminin azaltilmasi



ve hipertansiyon gelisimini kolaylastirir. Kan basincinin ve endotel molekiillerinin
ekspresyonunun degismesi, oksidatif ve nitrozatif stres, endoplazmik retikulum (ER)
stresi, apoptoz, mitokondriyal hasar ve inflamasyon olusumunu indiikleyerek vaskiiler

disfonksiyona neden olabilir (Giglio vd., 2021).

Tip 1 ve tip 2 diyabetli hastalarin klinik olarak ayirt edilmesi her zaman ¢ok
kolay olmayabilir. Erigkinlerdeki hiperglisemi ¢ogu kez tip 2 diyabet ile iliskilendirilse
de 30 yas iizeri bireylerde de tip 1 diyabet hastaligina rastlanabilmektedir (Butler ve
Misselbrook, 2020). C-peptid ve adacik spesifik otoantikorlar gibi biyobelirtegler, tip
1 diyabet ve tip 2 diyabet ayirimi igin kullanilabilirler. Ancak rutin olarak 6l¢iilmezler
ve tamamen ayirt edici degillerdir. Tip 1 diyabet tanisin1 dogrulamak i¢in mutlak
insiilin eksikliginin gostergesi olarak serum C-peptid konsantrasyonunun olgtimii
ancak hastaligin baslangicindan 3-5 yil sonra anlamlidir. GAD otoantikorlar: tip 1
diyabet hastalarimin %70’inde pozitiftir. Ancak antikor testleri diyabetik olmayan
bireylerde de yanlis pozitif sonug verebilmektedir (Thomas vd., 2018). Tip 1 diyabet
siklikla ¢ocukluk caginda baslasa da erigkin doneminde baslamasi durumunda tip 2
diyabet ile karistirilabilmektedir. Eriskin hastalar genellikle hafif semptomlarla
bagvursalar da hastalar1 tek basina hiperglisemiye gore siniflandirmak her zaman
mimkiin degildir. (Katsarou vd., 2017). Tip 2 diyabet nedenleri tam olarak
anlagilamasa da fazla kilo ve obeziteyle yakindan iliskili oldugu bilinmektedir
(Anonymous, 2019). Obezitenin tip 2 diyabet gelisme riskini %80-85 oraninda
artirdigi disiiniilmektedir (Apovian vd., 2019). Tip 1 diyabette obezite nadiren
goriilirken artik giderek artan bir problem haline gelmistir (Corbin vd., 2018).
Ketoasidoz tip 1 diyabette tip 2 diyabetten daha yaygin olmasina ragmen, Afrika'da tip
2 diyabetli hastalarin yaklasik %30'unda hiperglisemiye bagli B hiicre toksisitesi
nedeniyle hastalik baglangicinda ketozis goriilmektedir. Boylece, endojen insiilin ve C
peptid seviyeleri tip 2 diyabet teshisi sirasinda diisiik olabilir veya tip 1 diyabetin erken
donemlerinde normal olabilir. Bu nedenle bu parametreler de baslangigta diyabeti

siniflandirmaya yardimci olmayabilir (Katsarou vd., 2017).
2.1.4.3. Diger nedenlere bagh spesifik diyabet tipleri

Baz1 diyabet formlar1 B hiicre fonksiyonundaki monogenetik defektler ile
iliskilendirilmektedir (Anonymous, 2010). Genglerin erigkin baslangigli diyabeti
(MODY) olarak adlandirilan bu tiirde su 6zellikler goriilmektedir: (1) En az li¢ ardigik
nesilde hafif hiperglisemi veya asikar diyabet olmasi (2) genellikle 25 yasindan daha
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gencglerde ortaya ¢ikmasi (3) adacik otoantikorlarin ve tip 2 diyabet 6zelliklerinin
(insiilin direnci, obezite) olmamasi. Bugiine kadar MODY'nin 14 alt tipi
tamimlanmustir ve bunlar gen mutasyonu, baslangig yasi, tedavi ve hiperglisemi paterni

acisindan farklilik géstermektedir (Delvecchio vd., 2020).

Bazen insiilin etkisindeki genetik bozukluklar nedeniyle diyabet
gelisebilmektedir. Insiilin reseptdriiniin mutasyonlar1 ile iliskili metabolik
bozukluklar, hiperinsiilinemi ve orta dereceli hiperglisemiden siddetli diyabete kadar
degisiklik gostermektedir. Bu mutasyonlara sahip bazi kisilerde akantozis nigrikans

olabilir (Anonymous, 2010).

Tiim diyabet vakalar arasinda yaklasik % 0.5-1.15lik bir kisim ¢esitli pankreas
hastaliklarindan kaynaklanmaktadir (Hardt vd., 2008). Bunlar arasinda pankreatit,
travma, enfeksiyon, pankreatektomi ve pankreas karsinomu bulunmaktadir
(Anonymous, 2010). Tip 3c diyabet olarak da adlandirilan ekzokrin pankreas
hastaliklar1 kaynakli diyabette, tip 1 diyabette meydana gelen B hiicresinin izole
otoimmiin yikiminin ve tip 2 diyabet ile iliskili insiilin direncinin aksine, Langerhans
adaciklar1 igindeki tiim hiicre alt tipleri etkilenmektedir. Boylece tam bir adacik
hormonu eksikligi (diisiik insiilin, glukagon ve PP seviyeleri) goriilmektedir.  hiicre
kiitlesinin ve insiilin salgilama kapasitesinin kaybi, insiilin eksikligine ve bunun
sonucunda hiperglisemiye (diisiik glikoz kullanimi, hepatik glikoneogenez ve glikojen

yikiminda artig) yol agmaktadir (Wynne vd., 2019).

Insiilinin etkisi baz1 hormonlar (&rnegin, biiyiime hormonu, kortizol, glukagon,
epinefrin) tarafindan antagonize edilmektedir. Bu hormonlarin fazla miktarlar ile
iligkili hastaliklar (sirasiyla akromegali, Cushing sendromu, glukagonoma,
feokromositoma) diyabete neden olabilirler. Bu durum genellikle 6nceden insiilin
sekresyonunda bozukluk olan kisilerde goriiliir ve hiperglisemi ilgili hormonun
fazlalig1 giderildiginde diizelir. Somatostatinoma ve aldosteronoma ile indiiklenmis
hipokalemi, kismen insiilin sekresyonunu inhibe ederek diyabete neden

olabilmektedir. Tiimorlin ¢ikarilmasinin  ardindan hiperglisemi  diizelmektedir

(Anonymous, 2010).

laglar cesitli insiilin sekresyonu ve duyarlihigidaki degisiklikler, pankreas
hiicreleri tlizerindeki dogrudan sitotoksik etkiler ve glikoz iiretimindeki artiglar gibi

cesitli mekanizmalar yoluyla hiperglisemiye neden olabilmektedirler (Fathallah vd.,
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2015). Rodentisit olarak kullanilan Vacor ve pentamidin gibi toksinler pankreatik f3
hiicrelerine kalic1 olarak zarar verebilirler. Ayrica insiilin etkisini bozabilecek
nikotinik asit ve glukokortikoidler gibi bir¢ok ilag ve hormon bulunmaktadir. Bunlarin
yani sira interferon-Y alan hastalarda adacik hiicresi antikorlar1 ile iliskili diyabet ve

bazi durumlarda ciddi insiilin eksikligi gelistigi bildirilmistir (Anonymous, 2010).

Tip 1 diyabet gelisiminde baz1 viral enfeksiyonlarin tetikleyici unsur oldugu
diistiniilmektedir. Coxsackievirus B gibi enterovirlislerin yani sira rotavirds,
kabakulak viriisii ve sitomegaloviriis dahil olmak tizere onemli sayida viriis tip 1
diyabet ile iligkilendirilmistir. Rubella virtisiniin tip 1 diyabete neden oldugu 6ne
stiriilse de simdiye kadar sadece konjenital kizamikg¢ik sendromunun hastalikla kesin

olarak iligkili oldugu gosterilebilmistir (Filippi ve von Herrath, 2008).

Diger nedenlere bagli spesifik diyabet tipleri tablo 2.2.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.2. Diger spesifik diyabet tiirleri (American Diabetes Association, 2010)

A. B-hiicre fonksiyonunda genetik defekt

E. Ilag veya kimyasal kaynakli

. MODY 1, HNF-4a

. MODY?2, glikozkinaz

. MODY3, HNF-4qa

. MODY4, insiilin promoter faktor-1 (IPF-1)
. MODYS5, HNF-18

. MODY6, NeuroD1

. Mitokondriyal DNA

. Digerleri

W o N o A W N P

. Insiilin etkisinde genetik defekt

—_

. Tip A insiilin direnci

. Donohue sendromu

. Rabson-Mendenhall sendromu
. Lipoatrofik diyabet

. Digerleri

1. Vacor

2. Pentamidin

3. Nikotinik asit

4. Glukokortikoidler

5. Tiroid hormonu

6. Diazoksit
7. B-adrenerjik agonistler
8. Tiyazidler
9. Fenitoin
10. Y-interferon

11. Digerleri

F. Enfeksiyonlar

. Ekzokrin Pankreas Hastaliklar1

1. Konjenital rubella
2. Sitomegaloviriis

3. Digerleri

. Pankreatit

. Travma/pankreatektomi

. Neoplazi

. Kistik fibroz

. Hemokromatoz

. Fibrokalkiil6z pankreatopati

. Digerleri

G. Immiin aracil diyabetin yaygin olmayan
formlar1

1. “Stiff man” sendromu
2. Anti-insiilin reseptor antikorlari

3. Digerleri

H. Diyabetle iligkili olabilen diger genetik
sendromlar

. Endokrinopatiler

. Akromegali

. Cushing sendromu
. Glukagonoma

. Feokromositoma

. Hipertiroidizm

. Somatostatinoma

. Aldosteronoma

. Digerleri

1. Down sendromu

2. Klinefelter sendromu

. Turner sendromu

. Wolfram sendromu

. Friedreich ataksisi

. Huntington koresi

. Laurence-Moon-Biedl sendromu

. Miyotonik distrofi

© 00 N o o B~ W

. Porfiri
10. Prader-Willi sendromu

11. Digerleri
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2.1.4.4. Gestasyonel Diyabet

Gebelik sirasinda genellikle ikinci trimesterin sonlarinda veya ticlincii
trimesterin baglarinda tespit edilen ve ¢ogunlukla dogumdan sonra diizelen
hiperglisemi gestasyonel diabetes mellitus (GDM) olarak adlandirilmaktadir
(Mclntyre vd., 2019). Gestasyonel diyabet gebeliklerin yaklasik %5’inde goriilmekte
olup bu rakam tanida kullanilan kriterlere ve popiilasyonun demografik 6zelliklerine
bagli olarak o6nemli Ol¢iide degisiklik gostermektedir (Kampmann vd., 2015).
Gebelikten dnce normoglisemik olup GDM tanisi alan kadinlarda gebelikten énce de
periferik insiilin duyarliliginin azaldig1 disiiniilmektedir. Gebelik baslangicinda
pankreas B-hiicrelerinin insiilin yanitin1 artirma yetenegi sayesinde adaptif olarak
normoglisemiktirler. Ancak gebeligin sonlarina dogru insiilin direnci arttik¢a insiilin
yaniti yetersiz kalmaktadir (Mclntyre vd., 2019). Gestasyonel diyabet gebelerde
abortus, polihidramnios, makrozomi, diyabetik ketoasidoz (DKA), enfeksiyon,
gebelige bagli hipertansiyonun yani sira fetal asirt biiyiimenin neden oldugu omuz
distosisi, uzamis dogum, post partum hemoraji gibi komplikasyonlarin goriilme riskini
artirmaktadir. Gebelikte annedeki yiiksek kan sekeri nedeniyle fetal malformasyon,
makrozomi ve biiyiime geriligi riskleri de artmaktadir (He ve Wu, 2021). Ayrica
gestasyonel diyabet tanisi alan kadinlarda gebelikten hemen sonra ya da daha uzun

vadede tip 2 diyabet geligsme riski artmistir (Craig vd., 2020).
2.1.5. Komplikasyonlari

Diyabet, kesin tedavisi olmayan kronik bir hastaliktir. Miidahale edilebilir bir
hastalik olmasina ragmen yeterli sekilde tedavi edilmezse hem kisa hem de uzun
dénemde ¢ok sayida komplikasyona yol agabilmektedir (Giglio vd., 2021). Insiilin
tedavisi ketoasidoz riskini azaltip ve tip 1 diyabet ile iliskili metabolik anormallikleri
diizeltmektedir. Ancak tip 1 diyabet gliniimiizde kronik komplikasyonlar nedeniyle
hala 6nemli diizeyde morbidite ve mortalite sebebidir. Baslica kardiyovaskiiler
hastaliklara bagli 6liim riski tip 1 diyabet hastalarinda 2 ila 4 kat artmaktadir. Bu da
20 yasindaki bir diyabet hastasi i¢in beklenen yasam siiresinde 12 yillik bir azalma
anlamma gelmektedir (Katsarou vd., 2017). Erken yaslarda diyabet tanisi alan
bireylerde ileriki yaslarda diyabet olanlara kiyasla daha agir sonuglar ortaya
cikmaktadir (Marcovecchio vd., 2019). Amerika Bilesik Devletleri’nde 1985-2015
yillar1 arasinda DM hastasi olan ve olmayan bireylerin incelendigi “National Health

Interview Survey Linked Mortality” verileri sonuglart tiim bireylerde dort 6nemli
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nedene bagli 6liim oranlarinda azalma goriilmiistiir. DM hastalarinda ise 44 yasindan
biiylik olanlarda 6liim oranlarinda azalma goriiliirken 20-44 yas arasi hastalarda 6liim

oranlarinda degisiklik meydana gelmemistir (Gregg vd., 2018).

Kronik  diyabet komplikasyonlar1 makrovaskiiler ve mikrovaskiiler
komplikasyonlar olmak {izere ikiye ayrilirlar. Komplikasyonlarin esas olarak
hiperglisemiden kaynaklandigi goz oniine alindiginda, HbAlc uzun siireli glisemik
kontroliin i1yi bir belirteci olmasi nedeniyle komplikasyonlarin tahmin edilmesinde
onemli rol oynamaktadir (Katsarou vd., 2017). HbAlc seviyeleri, diyabet yonetimi
stratejilerinin ana odak noktasidir; ancak adolesanlarda onerilen hedefe nadiren
ulasiimaktadir. Idrar albumin atilminda erken donemdeki artislarin, HbAlc
diizeylerinden bagimsiz olarak, tip 1 diyabetli adolesanlar i¢in vaskiiler komplikasyon
gelistirme riskinin tahmin edilmesinde gosterge olabilecegine dair kanitlar artmaktadir

(Marcovecchio vd., 2019).

Mikrovaskiiler komplikasyonlar arasinda diyabete 6zgii retinopati, nefropati ve
noropati bulunmaktadir. Hiperglisemi agirlikli olarak retinayi, renal glomertilleri ve
periferik sinirleri etkilemektedir. Bu hiicrelerin ortak 6zelligi ekstraseliiler glikoz artist
durumunda glikoz alimmi azaltamamalaridir. Hipergliseminin patolojik etkileri,
oksidatif stresle sonuglanan mitokondriyal elektron tagima sistemi (ETS) tarafindan
stiperoksit tiretiminden kaynaklanmaktadir. Gérme kaybina neden olan diyabetik
retinopati prevalansi tip 1 diyabet hastalarinda %80°den yiiksektir. Tip 1 diyabetteki
retinopati, retina damarlarinda bozulmus kan akimi ile karakterizedir ve boylece
kompansasyon i¢in retina damarlarinin proliferasyonu uyarilir. Yeni damarlar kirilgan
ve asirt gegirgen olup, kanamalara ve proteinlerin retinaya sizmasina neden olur.
Retina perfiizyonu siirekli olarak azalir ve sonugta korliige neden olabilir.
Retinopatinin ilk evrelerinde retina damarlarinda anevrizmatik degisikliler meydana
gelmektedir. Tip 1 diyabetli hastalar, rutin olarak géz muayenesinden ge¢melidir.
Ayrica, tip 1 diyabetli kisilerde makiiler 6dem, katarakt ve glokom riski de daha
yiiksektir (Katsarou vd., 2017).

Tip 1 ve tip 2 diyabet hastalarinda goriilen bir diger komplikasyon albumintiri
ve progresif olarak renal fonksiyonlarda azalma ile karakterize edilen diyabetik
nefropatidir (Selby ve Taal, 2020). Diyabetik nefropatide glomeriiler bazal membranin
patolojik olarak kalinlagmasi, endotelyal hasar, mezanjiyal genisleme ve nodiiller ve

podosit kaybi meydana gelmektedir. Bununla birlikte, diyabette klasik olmayan
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glomeriiler lezyonlar ve ayrica tubulointerstisyel hastalik dahil olmak iizere cesitli
bobrek hastaligi formlari da bulunmaktadir (Mottl vd., 2020). Diyabetik nefropatinin
son donem bobrek hastaliginin en 6nemli nedeni oldugu ve tiim diyabet hastalarinda
goriilme oraninin %20- 50 arasinda oldugu bildirilmektedir (Selby ve Taal, 2020).
Diyabetik nefropatiye ve sonucunda ortaya ¢ikan son dénem bdbrek hastaligina yol
acan patofizyoloji, diyabete bagli ileri glikasyon son {irlinlerinin olusumu, biiyiime
faktorleri, hemodinamik ve hormonal degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Bunlar
reaktif oksijen tiirlerine ve inflamatuar mediyatorlerin saliverilmesine neden

olmaktadir (Umanath ve Lewis, 2018).

Diyabetik noropati, daha ¢ok duyusal aksonlari, otonomik aksonlari1 ve daha az
Olcide motor aksonlar1 hedef alan, periferik sinir sisteminin noérodejeneratif
bozuklugudur (Feldman vd., 2019). Noéropati, tip 1 diyabet ve tip 2 diyabette ortak ve
yaygin goriilen bir komplikasyondur (Deli vd., 2013). Noropatinin prevelansiin %1-
4 oldugu ve hastalarin %40-55’inde diyabete sekonder olarak gelistigi tahmin
edilmektedir (Feldman vd., 2019). Periferik sinir sisteminde duyusal ve motor
noronlarda progresif bir hasara neden olmaktadir. Diyabetik noropati alt ekstremite
amputasyonunun en 6nemli nedenidir. Periferik noropatinin, endotel hiicrelerinde
meydana gelen hiicresel hasarinin néron kan akisini etkilemesi nedeniyle impuls
iletimini etkileyen noronlardaki hasar sonucu gelistigi diistiniilmektedir (Ayepola vd.,
2014). Diyabetik noropatinin klinik belirtileri ok ¢esitli olabilmektedir. Bazi hastalar
tamamen asemptomatik olup hastane basvuru nedeni ayak iilseri olabilmektedir.
Bununla birlikte hastalarda, parestezi, uyusma ve noropatik agri (yanma, batma,
donma ve elektrik carpmast hissi) gibi hafiften agira degisebilen bir veya birkag farkli
semptom goriilebilmektedir (Deli vd., 2013; Yang, H vd., 2019).

Makrovaskiiler komplikasyonlar, diyabete 6zgii olmayan baslica koroner kalp
hastalig1 olmak flizere serebrovaskiiler ve periferik arter hastaliklaridir (Giglio vd.,
2021). Hiperglisemi, artan serbest yag asitleri ve insiilin direnci, hiicresel diizeyde
vaskiiler disfonksiyona katkida bulunan ve aterosklerotik siireci hizlandiran ¢ok sayida
degisiklige neden olmaktadir. Bunlar arasinda artan oksidatif stres, NO
biyoyararlaniminin azalmasi, hiicre i¢i sinyal iletiminin bozukluklar1 ve cesitli
protrombotik faktorlerin artan liretimi yer alir (Ayepola vd., 2014). Arteriyel damar
duvarinin gegirgenliginin degismesi, sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin salinmasiyla

olusan inflamasyon siireci, damar1 tamir etme amaciyla koagiilasyon artig1 ve protein
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glikozilasyonu aterosklerotik plak olusumuna katkida bulunan faktorlerdir.
Makroanjiyopatinin varlig1 iskemik kalp hastalig1 (anjina, miyokardiyal enfarktiis),
serebral vaskiilopati (inme, gegici iskemik atak) ve periferik arter yetmezligine
(obliteratif arteriyopati, intermittan kladikasyo, akut iskemi, kangren ve diyabetik
ayak) neden olmaktadir (Giglio vd., 2021). Her iki tip diyabet de (tip 1 ve tip 2 diyabet)
koroner arter, inme ve periferik arter hastaliklar1 acisindan giiclii risk faktoriidiir
(Ayepola vd., 2014). Tip 1 diyabet hastalar1 kardiyovaskiiler hastalik ve olim
acisindan 2 ila 8 kat daha riskli konumdadir. Makrovaskiiler hastaliklar tip 1 diyabet
hastalarinda diger bireylere gore daha sik goriilmektedir. Tip 1 diyabette aterosklerotik
siirecin hizlanmasi nedeniyle kardiyovaskiiler hastaliklar icinde agirlikli olarak
koroner kalp hastaligi goriilmektedir. Tip 1 diyabetli hastalarda konjenital kalp
hastaligi riski, genel popiilasyona gore erkeklerde tahminen ti¢, kadinlarda ise yedi kat
fazladir. Inme riski de benzer sekilde artmaktadir. Ayrica tip 1 diyabet hastalarinda
hiperglisemiye sekonder olarak artan sivi yiikii nedeniyle kalp yetmezligi gelisme
riskini yiiksektir. Kognitif fonksiyonlarin da uzun siireli hiperglisemiden etkilendigi
diistiniilmektedir. Sik1 bir glisemik kontrol tip 1 diyabet hastalarinda kardiyovaskiiler

hastalik insidansin1 %42 oraninda azaltabilmektedir. (Katsarou vd., 2017).

Kardiyovaskiiler hastalik (KVH) diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedeni olmaya
devam etmektedir. KVH i¢in 6nemli ve bagimsiz bir risk faktorii olan tip 2 diyabetin
yiiksek yaygmligi géz oniine alindiginda, ortaya ¢ikan durum ciddi bir halk sagligi
sorunu yaratmaktadir (Giglio vd., 2021). Kardiyovaskiiler hastaliklar diyabette erken
morbidite ve mortalitenin ana nedeni olarak goriilmektedir. Veriler tip 1 diyabetli
bireylerde yasam beklentisinin saglikli bireylere kiyasla 8-13 yil daha kisa oldugunu
gostermektedir (DiMeglio vd., 2018). Avrupa Diyabet Arastirmalar1 Dernegi (EASD)
is birligi ile hazirlanan Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESC) diyabet, prediyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar 2019 kilavuzunda diyabette kardiyovaskiiler hasarin
degerlendirilmesi i¢in biyobelirtegler yer almaktadir. Bu biyobelirtecler arasinda C-
reaktif (CRP) protein veya fibrinojen (inflamatuar belirtegler), yiiksek duyarlikli
kardiyak troponin T (hsTnT), N-terminal pro-B-tipi natriiiretik peptit (NT-proBNP)
bulunmaktadir. Albiiminiiri de (30-299 mg/giin), tip 1 diyabet ve tip 2 diyabette artmis
KVH ve kronik bobrek hastaligi riski ile iligkilendirilmektedir. Diyabet hastalarinda
kardiyovaskiiler risk kategorileri Tablo 2.3.’de verilmistir (Cosentino vd., 2020).
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Tablo 2.3. Diyabet hastalari igin kardiyovaskiiler risk kategorileri

ok ytuiksek ris ve olan hastalar
Cok ytiksek risk DM ve KVH olan hastal
Veya diger hedef organ hasari?
Veya ii¢ veya daha fazla major risk faktoriiP

Veya erken bagslangigli, uzun siireli tip 1 diyabet

(>20 y1l)

Yiiksek risk Hedef organ hasar1 ve ek risk faktdrii olmayan
>10 yillik DM hastalari

Orta risk Diger risk faktorleri olmayan, geng (<35 yas tip

1 diyabet veya <50 yas tip 2 diyabet) <10 yillik
DM hastalari

KVH= Kardiyovaskiiler hastalik; DM= Diabetes mellitus; tip 1 diyabet= Tip 1 diabetes
mellitus; tip 2 diyabet= Tip 2 diabetes mellitus

3Proteiniiri, GFR<30 mL/dk/1,73 m? olarak tanimlanan renal bozukluk, sol ventrikiil
hipertrofisi veya retinopati

bYas, hipertansiyon, dislipidemi, sigara, obezite
2.2. Endotelin Yapis1 ve Fonksiyonu

Damar duvarlari, vaskiiler endotelyal hiicreler ve vaskiiler diiz kas hiicreleri
olmak tiizere iki temel hiicre tipinden olusmaktadir. Kan damarinin liimene bitisik i¢
ylzeyi, tunika intima adi verilen ince, tek bir endotel hiicresi tabakasidir.
Subendotelyal bag dokusu tabakasi intimayi kapsamaktadir ve elastin agisindan zengin
bir hiicre dig1 matris igine gomiilii gok sayida vaskiiler diiz kas hiicresi ve/veya perisit
tabakasi ile ¢evrilidir. Tunica media adi1 verilen bu kas tabakasi arterlerde oldukga
geligmistir. Medial tabaka da tunika adventisya adi verilen bir dis bag dokusu tabakasi
ile ¢evrilidir. Sinirler adventisyadan gegerek diiz kas tabakasini ve damarlari innerve

etmektedir. (Sekil 2.1) (Stratman vd., 2015).
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Endotel
Endotel

(tunika intima) -
o ekistile (tunika intima)
G elas i
doku Ig elastik
Diiz kas doku
(tunika media) Diiz kas
Ds elastik (tunika media)
doku Dis elastik
doku
Lifli bag dokusu Lifli bag dOkl..ISu
(tunika adventisya) (tunika adventisya)

Bazal lamina
Endotel hiicresi -
Diiz kas hiicresi
Diiz kas hiicresi
Bazal lamina
Perisit

Kilcal damarlar
Sekil 2.1. Damar yapisi (Stratman, 2015)

Vaskiiler endotel, arterlerin, kilcal damarlarin ve venlerin i¢ duvarlarini kaplayan
en icteki tabakadir. Endotel hiicreleri 80 nm kalinliginda bir bazal laminaya
yerlesmistir. Endotel hiicreler ve bazal lamina birlikte kan ile uyumlu bir yiizey olan
vaskiiler intimay1 olusturmaktadir (Kruger-Genge vd., 2019). Vaskiiler ve lenfatik
sistemin i¢ ylizeyini Orten, tek sira endotel hiicre katmanindan olusan endotel tabakasi
1000 m?den daha genis bir alan kaplamaktadir. Endotelin apikal yiizeyi,
glikoproteinler ve proteoglikanlardan olusan bir mozaikten ve glikozaminoglikan
zincirlerinden olusan, endotelyal glikokaliks ad1 verilen bir tabaka ile kaphdir. Ilk kez
1960’1arda transmisyon elektron mikroskopu ile goriintiilenen endotelyal glikokaliks,
salgilanan proteoglikanlar ve albiimin dahil olmak {izere diger adsorbe edilen plazma
proteinleri ile birlikte endotel yiizey tabakasini olusturmaktadir (Sekil 2.2.) (Chia vd.,
2020; Villalba vd., 2021). Baslica sindekanlar ve glipikanlar olmak {izere
proteoglikanlar, heparan siilfat ve kondroitin siilfat gibi glikozaminoglikan zincirleri
ile baglidir. Endotelyal glikokaliks bilesimi, enzimatik degredasyondan yeni

molekiillerin de novo biyosentezine ve dolasimdaki molekiillerin kandan alinmasina
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kadar molekiillerin siirekli olarak degisimiyle dinamik bir sekilde diizenlenmektedir.
Endotelyal glikokaliksin kalinlig1 ve mikro yapist tiir, vaskiiler yatak, organ ve shear
stres derecesi gibi faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir. Endotelyal
glikokaliks endotel hiicre membrani ve damar liimeni arasinda fiziksel bir bariyer
olmaktan ote vaskiiler homeostazin diizenlenmesinde etkin bir rol oynamaktadir.
Vaskiiler permeabilite, mekanotransdiiksiyon ve 16kosit migrasyonunu diizenleme gibi
cesitli mikrovaskiiler islevlerde onemli bir fizyolojik rolii oldugu gosterilmistir

(Villalba vd., 2021),
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Sekil 2.2. Endotelyal glikokaliksin yapisi ve fonksiyonu (Villalba vd., 2021)

Endotel hiicreleri, kan akiskanligini ve fibrinolizi, vaskiiler tonusu, anjiyogenezi,
monosit/lokosit  adezyonunu ve trombosit agregasyonunu  diizenleyerek
kardiyovaskiiler homeostazda kritik rol oynayan, kan damarlarinin 6nemli
bilesenleridir (Sun vd., 2019). Endotel, yerel vazomotor tonusun ayarlanmasi igin
diren¢ damarlarinda artan shear stres veya yerel kan akigina yanit olarak dilatasyonu
diizenler. Cogu fizyolojik fonksiyon, eNOS ve NO biyoaktivitesinin biitiinliigii ile
yakindan baglantilidir. Vaskiiler tonusun endotel tarafindan sentezlenen diger
diizenleyicileri ise vazodilator olarak endotel kaynakli hiperpolarizasyon faktorii
(EDHF) ve prostasiklin ile vazokonstriktor olarak anjiyotensin II ve endotelindir.
Saglikli endotel vaskiiler tonusun yani sira ayni zamanda plazminojen aktivator

inhibitori 1, doku plazminojen aktivatorii, von Willebrand faktor ve trombomodiilinin
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sentezi ile koagiilasyon, vaskiiler diiz kas biiylimesi ve lokosit invazyonunun

kontroliine de aracilik etmektedir (Trepels vd., 2006).
2.3. Diabetes Mellitus ve Endotel Disfonksiyonu Iliskisi

Endotelin hastaliklardaki rolii diisiintildiigiinde, kullanilan en yaygin iki terim
“endotelyal hiicre aktivasyonu” ve “endotelyal hiicre disfonksiyonudur”. Pober ve
Gimbrone, ilk defa bir endotel hiicre belirtecinin ekspresyonunun bir uyaranla
indiiklenebilecegini kesfetmislerdir. Indiiklenebilen bu belirte¢ daha sonradan E-
selektin olarak ifade edilen endotel hiicre spesifik 16kosit adezyon molekiiliidiir.
Sonraki ¢aligmalarla endotoksin, TNF-o ve interlokin-1 (IL-1) gibi ¢ok sayida
inflamatuar mediyator tarafindan endotel hiicre ylizeyinde aktivasyon antijenleri
olarak da adlandirilan antijenlerin ekspresyonunun indiiklenmesi ile, pro-adezif,
prokoagiilan ve antijen sunan hiicre aktivitesi arasinda korelasyon oldugu
gosterilmistir. Bu goriise gore, normalde endotel hiicreleri antikoagiilan, adezyon
Onleyici ve vazodilator bir fenotipte iken aktive edilmis endotel hiicreleri prokoagiilan,

pro-adezif ve vazokonstriktor 6zelliklere sahiptir (Aird, 2008).

Eskiden sadece kan damarlar igin pasif bir tabaka oldugu diisiiniilen vaskiiler
endotel, giinlimiizde damar sagligi agisindan 6nemli bir belirleyici olarak kabul
edilmektedir. "Endotel disfonksiyonu" terimi, endotelyumun vaskiiler homeostazi
diizgiin sekilde siirdiirme yetenegindeki bozuklugu ifade eder. Bu terim genellikle
nitrik oksit biyoyararlanimindaki azalmaya paralel olarak endotel bagiml
dilatasyonda bozulmaya atifta bulunmak i¢in kullanilsa da aynm1 zamanda endotel
aktivasyonundan kaynaklanan, endotel ile 16kosit, trombosit ve diizenleyici molekiiller
arasindaki anormal durumlari1 da kapsamaktadir (Konukoglu ve Uzun, 2017; Tabit vd.,
2010) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3.Vaskiiler endotelyal faktorlerin etkilerine genel bakis (Park vd., 2015)

Diabetes mellitusta endotel disfonksiyonunun onemli bir mekanizmast,
endotelde eNOS aktivasyonuna yol agan sinyal yollarinin degismesidir. Kisaca,
endotel hiicrelerinde NO {iretimi, L-arjinin'in eNOS tarafindan NO'ya ve sitriiline
enzimatik doniisiimiine baglidir. Enzim yapisal olarak endotelyal hiicrelerde eksprese
edilir ve spesifik lipidler ve proteinler agisindan zengin plazma zarinin O6zel
invajinasyonlar1 olan kaveolaya yerlesmistir. eNOS, kaveolin-1 ile iliskisi nedeniyle
diisiik seviyede bazal aktiviteye sahiptir, ancak endotel hiicrelerinin uyarilmasinin
ardindan saniyeler i¢inde aktive edilebilir. Bu aktivasyon, hiicre i¢i kalsiyumu artiran
ve kaveolin-1'in kalsiyum/kalmoduline bagl yer degistirmesini ve enzimin
aktivasyonunu destekleyen asetilkolin ve serotonin gibi reseptore bagimli agonistler
araciligiyla gerceklesir. eNOS'un aktivasyonu, 1s1 soku proteini 90 ile iligski de dahil
olmak iizere diger protein-protein etkilesimleriyle daha da artirilir. eNOS alternatif
olarak, bradikinin, Ostrojen ve shear stress ile fosfoinositid-3 kinaz (PI3K)/Akt
sisteminin aktivasyonu yoluyla aktive edilebilir. Akt, eNOS'u serin 1177'de fosforile
eder, bu fosforilasyon da aktiviteyi dogrudan artirir ve ayrica diger aktivatorlere yaniti
artirtir. eNOS'tan tiretilen NO, arteriyel duvarda lokal olarak yayilir ve biyolojik
etkilerini indiiklemek i¢in vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, trombositlerde ve endotel

hiicrelerinde guanilil siklaz1 aktive eder. Diyabette endotel disfonksiyonu ile ilgili
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olarak, insiilinin kendisinin eNOS aktivasyonu i¢in 6énemli bir uyarict olmasi ilgingtir

(Tabit vd., 2010).

Kesfinden bu yana insiilinin hemen her doku hiicre tipinde ¢esitli etkiler
meydana getirdigi calismalarla gosterilmistir. Insiilinin etkileri vaskiiler hiicreler de
dahil hiicre tipine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Vaskiiler sistem; endotel
hiicreler, vaskiiler kontraktil diiz kas hiicreleri ve kapiller perisitlerden olusmaktadir.
Endotel hiicreleri, plazma ve dolasimdaki hiicreler ile yakin etkilesimlere girerek
hiicresel trafigi, hemostaz1 ve kapiller seviyede gecirgenligi diizenler. Insiilinin, tiim
farklilagmis vaskiiler hiicrelerde ve bunlarin progenitor hiicrelerinde reseptorlere sahip
oldugu gosterilmistir. Vaskiiler hiicreler, diger dokulardaki insiilin reseptorleri (IR) ile
benzer sekilde, insiilini baglayan bir a zincirden ve tirozin kinaz iceren bir f
zincirinden olusan insiilin reseptdrlerine sahiptir. Vaskiiler hiicrelerde IR sinyali diger
dokulara benzer sekilde, esas olarak IR substrati 1/2/fosfoinositid-3 kinaz/Akt
(IRS1/2/PI3K/Akt) ve Src/mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) kaskadlar
araciligiyla gergeklesir (Fu vd., 2021). PI3K/Akt, eNOS’un serin 1177 fosforilasyonu
ile aktivasyonunu diizenlemektedir (Li, X vd., 2016). Bu nedenle PI3K/Akt endotel

hiicre fonksiyonunun diizenlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir.

Insiilin, insiilin reseptdrii (IR) olarak bilinen hiicre yiizeyi reseptoriine baglanir.
Aktive edilmis IR, insiilin reseptor substrat1 (IRS) ailesi iiyeleri, Shc proteinleri ve
Gap-1 gibi hiicre ici substratlar1 fosforile eder (Copps ve White, 2012). insanlarda,
IRS-1, 2 ve 4'lin {i¢ izoformunun, hiicre tipine ve metabolik kosullara bagli olarak
degisen 6nemli roller oynadig1 gosterilmistir. Ornegin, IRS-1'in genetik ablasyonunun
insiilin direnci ve hipertrigliseridemi ile sonuglandigina ve IRS-1’in iskelet kasindaki
insiilin etkisini diizenlendigine dair bulgular mevcuttur. IRS-2, karaciger ve pankreas
B hiicrelerinde insiilin etkisinin diizenleyicisi olarak islev goriir. Sasirtict bir sekilde,
IRS-2 eksikligi olan fareler, insiilin sekresyonunun bozulmasi nedeniyle IRS-1
knockout farelere gore diyabete daha duyarhidir, bu da IRS-2'nin diyabetin molekiiler
temeline katkida bulundugunu gosterir. Fosforillenmis IRS tirozin, fosfoinositid-3
kinaz1 (PI3K) aktive eder ve ardindan fosfatidilinositol (3,4)-bifosfat1 (PIP2)
fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfata (PIP3) doniistiiriir. PIP3, bir dizi serin kinaz baslatir
ve fosfoinositide bagimli kinaz-1 (PDK-1) ve Akt'nin aktive olduklart membrana
alinmasiyla sonuglanir. Akt aktivasyonu, NO iiretimini, anjiyogenezi ve glikoz

metabolizmasini diizenleyerek hiicresel fonksiyonlar1 biiyiik 6lgiide etkiler (Takeda
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vd., 2020). Endotelde hem IRS-1 hem de IRS-2 eksprese edilmektedir. Akt
aktivasyonu hiicre sag kalimi ve tiimdr vaskiilarizasyonunu saglamaktadir. Obezite ve
insiilin direnci gibi patolojik durumlarda IRS-2"nin proteozomal degredasyonu selektif
endotelyal insiilin direncine neden olur. Insiilin direnci endotel proliferasyonunun
azalmasi, ateroskleroz, tikali koroner arterlerde kollateral anjiyogenezin ve
reendotelizasyonun azalmasi ile sonuclanir. Endotelde MAPK yolagi ise endotelin-1
(ET-1) sekresyonuna aracilik eder. Insiilin sinyal yollar1, son derece karmasik bir ag
ve feedback dongiileri olusturur. MAPK yolaklari metabolik fonksiyonlarin
diizenlenmesi ile zayif bir sekilde iliskiliyken, PI3-kinaza bagiml yollar, insiilinin

metabolik eylemlerine aracilik etmede 6nemli isleve sahiptir (Takeda vd., 2020).

Diyabet hastalarinda endotel disfonksiyonunun gelisiminin ana nedeni
hiperglisemidir (Hadi ve Suwaidi, 2007). Hipergliseminin, NO biyoyararlanimi ile
ROS ve yani sira reaktif nitrojen tiirleri (RNS) arasinda dengesizlik yaratarak vaskiiler
hasari tetikledigi diisiiniilmektedir (Sekil 2.4). Ayrica hiperglisemi, hiicre igi ileri
glikasyon son tirlinlerinin (AGE'ler) liretiminde artis, AGE reseptorlerinin (RAGE) ve
ligandlarmin artan ekspresyonu, poliol, heksozamin ve protein kinaz C (PKC)
yolaklarinin aktivasyonunu igeren ¢esitli hiicresel mekanizmalarla vaskiiler yataga

zarar vermektedir (Kaur vd., 2018).

Sekil 2.4. Hipergliseminin kan damar1 iizerindeki etkileri (Kolluru vd., 2015)
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NO'nun endotelyal iiretimi i¢in bir diger dnemli uyaran shear stresin artmasidir.
Shear stres, akan kanin endotel yiizeyinde olusturdugu siirtinme kuvvetidir. Shear
stres arteriyel akimla dogru; arter ¢apinin iiglincii kuvvetiyle ters orantilidir. Bu
nedenle belirli bir akimda captaki kii¢iik bir degisiklik, bolgesel shear stres iizerinde
biiylik bir etkiye sahiptir. Saglikli arterlerde, arteriyel akimdaki artig, "akim aracili
dilatasyonu" uyarir. Sonucta ortaya ¢ikan liimen c¢apindaki artig, artan akimdan
kaynaklanan shear stresin artigini sinirlamak i¢in homeostatik bir sekilde hareket eder.
Bu yanit, reaktif hiperemi sirasinda brakiyal arter ¢apinin ultrasonla goriintiilenmesi
gibi invaziv olmayan yontemler kullanilarak insanlarda Olgiilebilir. Akim aracili
dilatasyon, diabetes mellitus ve vaskiiler hastalikla ilgili klinik ¢aligmalarda endotel
fonksiyonunun 6nemli bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Tabit vd., 2010).
Intrabrakiyal asetilkolin enjeksiyonu ile uyarilan endotel aracili dilatasyonun ultrason
ile 6l¢iimii, vazoaktif maddelerin intravendz olarak uygulanmasiyla ven g¢apindaki
degisimin belirlenmesi gibi invaziv metotlar da endotel fonksiyonlarin

degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir (Chia vd., 2020).

Kiigiik ve biliyilk kan damarlarinda yapisal ve fonksiyonel endotelyal
bozukluklar, diyabet gelisimi sirasinda, mikro veya makro vaskiiler komplikasyonlarin
belirgin sekilde ortaya ¢ikmasindan ¢ok dnce meydana gelmektedir. (Lespagnol vd.,
2020). Hem tip 1 hem de tip 2 diyabette hiperglisemi nedeniyle endotel hiicre
disfonksiyonu meydana gelmektedir. Tip 1 diyabet hastalarinda endotel hiicre
disfonksiyonu patogenezindeki baslica faktorler zayif glisemik kontrol ve diyabet
siiresinin uzunluguyken tip 2 diyabette baslica risk faktorleri obezite ve insiilin

direncidir (Bertoluci vd., 2015; Kolluru vd., 2012).

Farkli pek c¢ok risk faktorii endotel disfonksiyonuna dogrudan katkida
bulunmaktadir. Onemli olanlardan bazilar1 arasinda diisiik dansiteli lipoprotein (LDL),
okside LDL (oxLDL) ve trigliserit yiiksekligi, yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)
distikligi, hipertansiyon, CRP yiiksekligi ve dolasimdaki lipoproteinle iligkili
fosfolipaz A2 (Lp-PLA2—vaskiiler inflamasyonun spesifik bir Dbelirteci),
hiperglisemi, yiiksek omega-6:0mega-3 orani, hiperinsiilinemi, yiiksek homosistein
seviyeleri, artmis fibrinojen ve plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1), sigara
kullanimi, D vitamini yetersizligi bulunmaktadir (Sena vd., 2013). Cok sayida galisma,
endotel disfonksiyonu ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan aterosklerozu, obezite ve

diyabet gibi insiiline direnciyle dogrudan baglantili hastaliklar ve hiperglisemi ile
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iliskilendirmektedir (Carmona-Maurici vd., 2020; Funk vd., 2012; Pastore vd., 2020;
Tacey vd., 2020). Risk faktorleri olan hastalarda endotel bagimli dilatasyondaki
bozulma klinik semptomlardan once ¢ok erken donemde tespit edilebilmektedir.
Koroner veya periferik dolasimdaki endotel disfonksiyonu, risk faktorleri ve

aterosklerozu olan hastalarda kardiyovaskiiler olay riskini artirmaktadir (Tabit vd.,

2010).

Vaskiiler endotel hiicreler vaskiiler tonusu ve kan akimini diizenlemek ve
mikrodolasimin sabit durumunu korumak amaciyla endokrin, parakrin veya otokrin
yolla sitokinleri salgilar. Kan damarlarinin gegirgenligini diizenleme ve damar
duvarinin biitiinliiglinii koruma islevlerinin yani sira, endotel hiicrelerin 6nemli
endokrin islevleri vardir. NO, ET-1, interlokin ve asimetrik dimetilarginin (ADMA)
gibi 6nemli bir fizyolojik rol oynayan ¢esitli vazoaktif faktorlerin sentezlenmesi ve
saliverilmesinde gorev almaktadir. Bunlar arasinda NO, en giiglii dilatasyon ve ET-1
ise kontraksiyon faktoriidiir, her ikisi de mikrodamarlarin vazodilatasyon ve

vazokonstriksiyonunun siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (He ve Wu, 2021).

Aterosklerozun patogenezinde inflamasyonun rolii iyi bilinmektedir. Fizyolojik
kosullar altinda, NO 16kosit adezyonunu onler ve endoteli antinflamatuar dinlenme
durumunda tutar. Risk faktorlerinin varliginda endotel, 16kositlerin endotel yiizeyine
adezyonu i¢in gerekli olan vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve ICAM-
1 gibi adezyon molekiillerini eksprese etmek igin aktive edilebilir. Aktive edilmis
endotel ayrica monosit kemoatraktan protein-1 gibi kemotaktik faktorleri ve makrofaj
koloni stimiile edici faktor ve tiimor nekroz faktorii-beta (TNF-B) gibi diger
proinflamatuar sitokinleri eksprese eder. Bu faktorlerin ekspresyonu, arter duvarinda

inflamasyonun gelisimine katkida bulunur ve aterogenezi tesvik eder (Tabit vd., 2010).

Vaskiiler endotel, damar duvari inflamasyonuna ek olarak, kanin akiskanligini
ve trombozu etkileyen ¢ok sayida farkli molekiiller de tiretir. PAI-1, tromboksan, doku
faktorii ve von Willebrand faktorii gibi pro-trombotik molekiillerin {iretimi NO,
heparanlar, prostasiklin, doku plazminojen aktivatorii ve trombomodulin gibi
antitrombotik molekiillerin iiretimi ile dengelenmektedir. Diabetes mellitus dahil
cesitli risk faktorleri bu dengede pro-trombotik, anti-fibrinolitik duruma kaymaya
neden olmaktadir. Boylece endotel disfonksiyonu inflamasyon, tromboz ve arteriyel
tonus ile kan akisinda bozulmaya yol agarak aterosklerotik vaskiiler hastaligin
patogenezine katkida bulunur (Tabit vd., 2010).
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2.4. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Kronik hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres, yiiksek miktarlarda serbest
radikal tiretimi yoluyla endotel disfonksiyonuna yol agarak mikro ve makrovaskiiler
komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Asmat vd., 2016; Wang
vd., 2008). Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren kisa
Oomiirlii, kararsiz reaktif kKimyasallardir. Eslenmemis elektron hiicrelere gecerek
hiicrenin bilesenleri ve molekiillerine oksidasyon yoluyla zarar vermektedir (Asmat
vd., 2016). Serbest radikallerin zararli etkilerini gidermek i¢in, yiiksek miktardaki
serbest radikalleri notralize ederek hiicreleri toksik etkilere karsi koruyan endojen veya

eksojen antioksidanlari igeren farkli mekanizmalar bulunmaktadir (Asmat vd., 2016).

Oksidatif stres, yaglanma, ilag toksisitesi ve inflamasyon gibi farkli faktorler
nedeniyle antioksidan ve pro-oksidan dengesinin pro-oksidanlar lehine bozulmasi
olarak tanimlanabilir (Sies, 1985). Genel anlamda, reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve
reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi reaktif molekiillerin asir1 miktarda olusumu ve/veya
yeterli olgiide uzaklastirilamamasidir. Diigiik hiicre i¢i konsantrasyonlarda ROS,
vaskiiler tonus, hiicre biiyiimesi, adezyon, farklilasma, yaslanma ve apoptozun
fizyolojik diizenlenmesinde anahtar bir role sahiptir. ROS biyoyararlanimi, {iretim ve
metabolizma arasindaki hassas bir denge ile saglikli seviyeleri korumak i¢in siki bir
sekilde diizenlenir. Bu dengedeki degisiklikler patolojik ROS seviyelerine yol agabilir.
Asirt  ROS  seviyeleri c¢esitli  kardiyovaskiiler hastaliklarin  gelisimi ile
iliskilendirilmektedir. Giinlimiizde diyabetin de i¢inde oldugu 50’den fazla hastaligin
patogenezinde oksidatif stresin yer aldigi diistiniilmektedir (Asmat vd., 2016; Hernanz
vd., 2014). Diyabetli hastalarin damarlarinda serbest radikallerin birikimi, vaskiiler
inflamasyona ve ROS olusumuna yol agmaktadir. Kardiyovaskiiler risk ytikii, yogun
glisemik kontrol ile ortadan kaldirilmadigindan, mekanizmaya dayali terapdtik
stratejilere ihtiya¢ vardir. Spesifik olarak, hipergliseminin neden oldugu vaskiiler
hasara karigan anahtar enzimlerin inhibisyonu veya insiilin duyarliligini artiran
yolaklarin aktivasyonu, umut verici olabilir. Caligsmalar, hipergliseminin endotelden
tiretilen NO miktarini azaltti§i ve esas olarak asirt ROS {iretimini iceren bir dizi
mekanizma yoluyla vaskiiler islevi etkiledigini gostermektedir (Kaneto vd., 2010;
Teodoro vd., 2018). Mitokondriyal elektron transport sistemi, siiperoksit anyon (O2’)
olusumunda artisla yiiksek glikozun ilk hedeflerinden biridir. Oz iretimindeki diger

bir artis, ROS tarafindan aktive edilen PKC’yi igeren kisir dongiiden
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kaynaklanmaktadir. PKC'nin glikoz ile aktivasyonu, nikotinamid adenin dintikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz (NOX), mitokondriyal adaptor p665" ve COX-2'nin yani sira
tromboksan iiretiminin artmasina ve NO iiretiminde azalmaya yol agar. Mitokondriyal
ROS ise, poliol akisi, ileri glikasyon son iiriinleri (AGE'ler) ve reseptorleri (RAGE'ler),
PKC ve heksozamin yolaklar1 dahil olmak iizere kardiyovaskiiler komplikasyonlarin
patogenezinde yer alan sinyal kaskadimi aktive eder. Calismalar, hipergliseminin
neden oldugu ROS olusumunun, glikoz seviyelerinin normallesse bile vaskiiler
disfonksiyonun siirmesinde rol oynadigini gostermektedir. Bu fenomen "metabolik
hafiza" olarak adlandirilmistir ve DM'li hastalarda yogun glisemik kontrole ragmen
makro ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin ilerleme nedenini agiklamaktadir.
Ozellikle ROS kaynakli epigenetik degisiklikler bu siiregte yer almaktadir. (Ryden vd.,
2013).

Endotel hiicrelerindeki oksidasyon, endotel hasarinda kilit bir rol oynar ve birgok
kardiyovaskiiler hastaligin gelisimine katkida bulunan ortak erken mekanizma olarak
kabul edilir. Oksidatif stres endotel hiicrelerde apoptoza neden olmaktadir. Ayrica
oksidasyon, NO miktarinda azalmaya bagli olarak endotel disfonksiyonuna yol
agmaktadir (Liang vd., 2017). NO'nun inaktivasyonu; oksidatif stresin neden oldugu
eNOS kenetsizlenmesi ve NOX, siklooksijenaz (COX) ve ksantin oksidaz (XO) dahil
olmak iizere ROS iireten enzimlerdeki artistan kaynaklanmaktadir (Faria vd., 2018;
Hernanz vd., 2014; Munoz vd., 2015). Bir oksidorediiktaz enzimi olan ksantin oksidaz
molibdopterin ve flavin adenin dintikleotid (FAD) kofaktoriiniin yam sira iki 6zdes
olmayan demir-kiikiirt redoks merkezini igeren, her biri yaklasik 145 kDa'lik iki 6zdes
alt birimden olusan bir dimerik metallo-flavoproteindir. Yiiksek primatlarda piirin
katabolizmasinin son iki asamasi olan hipoksantinin ksantine ve ksantinin iirik aside
oksidasyonunu katalize eder. Bu iki basamaktaki elektron transferi sonucu O'den
H20. ve Oz~ olusumu gergeklesmektedir (Battelli vd., 2016). Nitrik oksit sentaz
(NOS), L-arginin, molekiiler oksijen (O2) ve NADPH tiirevli elektronlarin nitrik oksit
(NO) ve L-sitriiline doniisiimiinii katalize eder. Ancak bazi kosullar altinda NOS,
O2'nin siiperokside (O2") indirgenmesini katalize edebilir. Tetrahidrobiopterin (BH4)
L-arjinin’den NO olusumunda 6nemli bir kofaktordiir, hizli elektron dondrii gorevi
goriir ve elektron transferi siirecini stabilize eder. BH4 azaldiginda, elektron transfer
stireci ¢ok yavaglar ve NOS, NO olusumundan ziyade O2'nin O2"ye indirgenmesini

katalize eder. Bu fenomen NOS kenetsizlenmesi olarak adlandirilmaktadir (Gebhart

28



vd., 2019). eNOS kenetsizlenmesine yol acarak O  olusumunu artiran ve NO
biyoyararlanimini azaltan bir bagka etken ADMA’dir. ADMA L-arjininle ayni
baglanma bolgesi i¢in yarisan, eNOS’un endojen inhibitoriidiir (Park ve Park, 2015).

Endotel hiicrelerinin fonksiyonlar1 NO yani sira siklooksijenazlarin (COX) etkisi
yoluyla aragidonat metabolizmasindan olusan prostanoid firtinlerine baghidir.
Prostaglandin D2 (PGD2), prostaglandin 12 (PGI2), prostaglandin F2 (PGF2),
prostaglandin E2 (PGE2) ve tromboksan A2 (TXAZ2) dahil olmak flizere ¢esitli
prostanoid tiirleri mevcuttur. TXA2 ve PGF2 vazokonstriksiyonu indiiklerken, PGE2
ve PGI2 vazodilator gorevi goriir. PGD2, bolgeye ve konsantrasyona bagli olarak
vaskiiler tonus Tlzerinde degisken etkilere sahiptir (Brown vd., 2021).
Siklooksijenazlar endoteldeki bu fonksiyonlar:1 disinda NADPH gibi maddelerin
oksidasyonu ya da COX iiriinleri araciligiyla direkt olarak ROS {iretimini stimiile
edebilmektedir (Hernanz vd., 2014). Seci¢i COX-2 inhibitorlerinin veya COX-2
delesyonunun NADPH oksidaz aktivitesinin ya da ekspresyonunun azaltilmasi yoluyla
vaskiiler oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir (Martinez-Revelles vd., 2013; Wu vd.,
2011). Reaktif oksijen tiirlerinin de COX’u stimiile etmesi nedeniyle ROS iiretimi ve
COX aktivitesi arasinda kisir dongii endotel disfonksiyonunda ©Onemli rol

oynamaktadir (Hernanz vd., 2014).

NADPH oksidaz (NOX) enzimi, endotelyal disfonksiyon gelisiminde anahtar bir
molekiildiir ve endotel hiicrelerinde ROS iiretiminin ana kaynagidir (Takeda vd.,
2020). NOX elektronlarin NADPH'den oksijene aktarilmasiyla O2 ve H202 olusumunu
katalize eden transmembranal protein kompleksi ailesidir. Tiim NOX izoformlart,
katalitik alti transmembran protein kompleksinden olusmaktadir. Bu protein
kompleksinin N-terminal transmembran alani, iki hem grubuna baglanir ve C-terminal
alani, NOX kompleksini olusturmak i¢in NADPH ile baglanan flavin adenin
diniikleotidine (FAD) baglanir. NOX un katalitik bileseninin yedi izoformu mevcuttur
(NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 ve DUOX2). NADPH oksidazlar
sadece infiltre olan makrofaj/monositlerde degil ayni zamanda vaskiiler duvarin
yerlesik hiicrelerinde de eksprese edilirler. Spesifik NOX izoformlarinin viicuttaki
dagilimi doku ve hiicre tipi agisindan oldukg¢a degiskendir. (Forstermann vd., 2017).
Fizyolojik kosullar altinda, vaskiiler NADPH oksidazlarin yapisal aktiviteleri
diistiktiir. Sitokin, biiylime faktorii, hiperlipidemi ve yliksek glikoz gibi uyaranlara

akut ve kronik maruziyet sonucunda enzim aktivitesinin artmasi, vaskiiler
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homeostazin bozulmasina yol agmaktadir (Konior vd., 2014). Tip 2 diyabet fare
modellerinde endotelde sitotoksik seviyelerdeki O~ iiretiminden baglica NOX2
izoformunun sorumlu oldugu gosterilmistir (Duncan vd., 2008; Sukumar vd., 2013;
Viswambharan vd., 2017). NOX2 aracili ROS mikrovaskiiler komplikasyonlarda da
onemli rol oynamaktadir. NOX2 geni silinmis farelerde retinada ROS {iretimi ve
ICAM-1, vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ekspresyon artist gibi diyabete
bagl degisikliklerin daha az oldugu goriilmistiir (Rojas vd., 2013).

Viicuttaki total glikozun %89-90’1 glikolitik yolaga girerken %10-20’lik bir
kism1 pentoz-fosfat yolagina katilmaktadir. Hiperglisemik kosullar altinda daha fazla
glikozun glikolize ugramasi sonucunda daha fazla piruvat, asetil koenzim A ve NADH
olugsmaktadir. NADH bir elektron tastyicist oldugu ig¢in yiiksek miktarlari
mitokondriyal elektron transport sisteminde asir1 elektron yiikiine yol agmaktadir. Bu
durumda kompleks 1 tarafindan NADH"’nin NAD"’a oksidasyonu esnasinda meydana
gelen elektron kagaklar1 daha ¢ok siiperoksit radikaline neden olur. Siiperoksit biitiin
ROS’larin prekiirsoriidiir (Yan, 2014). Siiperoksit dismutaz (SOD) ile hidrojen
peroksite (H202) ve sonraki basamakta metal iyonlar1 ile hidroksil radikaline
dontismektedir. Ayn1 zamanda siiperoksit nitrik oksit ile de reaksiyona girerek
peroksinitrit (ONOO") olusturabilir. Tiim bu reaktif tiirler proteinlerin, lipidlerin ve
DNA'nin oksidasyonuna neden olabilirler (Drose ve Brandt, 2012; Yan, 2014). Aktif
bolgesindeki redoks duyarli sistein rezidiisii nedeniyle oksidatif degisikliklere ¢ok
duyarli bir enzim olan gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz’in (GAPDH), ROS’lara
bagl olarak aktivitesi bozulmaktadir. Boylece glikoz metabolizmasinin glikoliz ve
Krebs dongiisii yoluyla etkinligi azalmakta ve gliseraldehit 3-fosfat (G3P) birikimi
indiiklenmektedir. Bu nedenle, G3P dahil olmak {izere tiim ara metabolitlerin glikolitik
yollardan farkli yolaklarla atilmasi gerekmektedir. Hiperglisemik kosullar altinda
gerceklesen bu alternatif yolaklar bese ayrilmaktadir. Normoglisemik durumda glikoz
metabolizmasinda 6nemli rolii olmayan bu yolaklar kronik hiperglisemide major yolak

haline gelmektedir (Sekil 2.3.) (Yan, 2014).
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Sekil 2.5. Diyabetle aktivasyonu artan biyokimyasal yolaklar (Paul vd., 2020)
2.4.1. Poliol Yolag:

Glikoz metabolizmasinda alternatif yolaklardan biridir. Ik basamakta glikoz
aldoz rediiktaz enzimi araciligtyla sorbitole doniistiiriiliir. Daha sonra ise sorbitol
rediiktaz araciligi ile fruktoz meydana gelmektedir. Normal fizyolojik kosullar altinda
glikoz baslica hekzokinaz ile glikoz-6-fosfata doniistiiriilerek glikolitik yolaga
girmektedir. Aldoz rediiktaz, glikoz i¢in ¢ok diisiik afiniteye sahiptir ve glikozun
%3'tinden daha az1 bu reaksiyona girmektedir. Ancak hiperglisemi durumunda glikoz
metabolizmasinin %30’undan fazlasi poliol yolag ile gergeklesir (Singh vd., 2021;
Tang vd., 2012). Poliol yolagi 3 temel mekanizma ile oksidatif strese aracilik
etmektedir. Ilk olarak aldoz rediiktazin kofaktorii NADPH nin tiiketilmesi nedeniyle
glutatyon rediiktaz i¢in kofaktor olarak kullanilamamasina ve hiicre i¢in 6nemli bir

antioksidan olan GSH seviyesinde azalmaya neden olmaktadir. Ayrica NOS enzimi de
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kofaktor olarak NADPH’yi kullanmaktadir. Azalmis NADPH seviyeleri NO
{iretimininde de azalmaya neden olmaktadir. ikincisi sorbitolden fruktoz olusumunun
gergeklestigi ikinci basamakta NAD® sorbitol rediiktaz tarafindan NADH’ye
dontstiiriilir. NADH, NADH oksidaz aracili siiperoksit anyonu {iretimi i¢in substrat
olarak kullanilmaktadir. Ugiincii olarak da bu yolak ile iiretilen fruktoz daha sonra
glikozdan daha potent non-enzimatik glikasyon ajanlari olan fruktoz-3-fosfat ve 3-
deoksiglikozsona doniismektedir. Bu nedenle, poliol yolagina glikoz akisi, AGE
olusumu ve sonugta ROS olusumunda artisa yol agmaktadir (Tang vd., 2012; Yan,
2014). Ek olarak sorbitol hiicre membranlarini agsamadigi igin birikmesi osmotik
hasara neden olmaktadir. Retinada sorbitol birikmesine bagli osmotik stres diyabetik

retinopatide rol oynamaktadir (Safi vd., 2014).
2.4.2. ileri Glikasyon Son Uriinleri (AGE) Yolag

fleri glikasyon son iiriinlerinin olusumu, diabetes mellitusa ve inflamasyona
eslik eden 6nemli bir biyokimyasal anomalidir (Hadi ve Suwaidi, 2007). Yiiksek
karbonhidratli ve kalorili diyetler, yiiksek sicaklikta pisirilmis yiyecekler, sigara
dumani ve hareketsiz yasam tarzi gibi cesitli cevresel faktdrler AGE olusumunu
artirabilir (Shen vd., 2020). AGE veya Maillard reaksiyonu iiriinleri, glikoz gibi
indirgen sekerlerin karbonil grubu ile proteinlerin amino grubu arasindaki enzimatik
olmayan reaksiyonla meydana gelmektedir. Once olusan Schiff bazi daha sonra ona
gore daha kararli Amadori tirtinlerine dontstiiriiliir. Reaksiyon bu basamakta hala geri-
doniislii iken Amadori tiriinleri yavas bir dehidrasyon ve kondensasyon ile sonunda
geri-doniigsiiz AGE'leri olusturmaktadir. En ¢ok bilinen Amadori iiriinii olan HbAlc,
hemoproteinin B zincirlerinden birinin valin rezidisiiniin plazma glikozu ile
birlesmesinden meydana gelmektedir. Iyi bilinen AGE'lerden bazilar1 ise; N-epsilon-
karboksi-metil-lisin (CML), N-epsilon-karboksi-etil-lisin (CEL) ve imidazolon'dur.
Hiperglisemik kosullarda doku ve plazmada yiiksek miktarda AGE bulunmaktadir. Bu
da kiiciik ve biiyiik damarlarin limenini kademeli olarak daraltarak diyabete bagl
kardiyovaskiiler komplikasyonlarin énemli bir 6zelligi olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(Paul vd., 2020; Salazar vd., 2021).

Diyabette, AGE'ler ekstraseliiler matrikste yiiksek miktarlarda bulunmaktadir.
AGE prekiirsorlerinin hiicre i¢i iiretimi, hiicrelere 3 genel mekanizma ile zarar
verebilir. Ik olarak, AGE'ler tarafindan modifiye edilen hiicre i¢i proteinlerin islevi

degismistir. Ikinci olarak, AGE prekiirsorleri tarafindan modifiye edilen tip IV
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kollajen ve laminin dahil olmak tizere ekstraseliiler matriks bilesenleri, diger matriks
bilesenleri ve hiicrelerin yiizeyinde eksprese olan matriks reseptorleri (integrinler) ile
anormal sekilde etkilesime girerler. Son olarak, AGE prekiirorleri tarafindan modifiye
edilen plazma proteinleri, makrofajlar, vaskiiler endotelyal hiicreler ve vaskiiler diiz
kas hiicreleri gibi hiicreler tizerindeki AGE reseptorlerine baglanir (Giacco ve
Brownlee, 2010; Yang, P vd., 2019). AGE’nin reseptoriine (RAGE) baglanmasi, ROS
tiretimini indiikler, bu da pleiotropik transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor kappa
B’yi (NF-«xB) aktive ederek tiimor nekroz faktori-o (TNF- a), interlokin (IL)-1, IL-2,
IL-6, IL-8, IL-9 gibi ¢ok sayida proinflamatuar sitokinin aktivasyonuna yol
acmaktadir. AGE'nin RAGE ile etkilesimi, ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin
ekspresyonunu arttirir. ROS'un kendisi de ICAM-1, VCAM-1 ve endotelyal 16kosit
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirmaktadir (Prasad, 2021). AGE'ler ayrica
VEGF iiretimini dogrudan uyararak vaskiiler gegirgenligin artmasina ve vaskiiler
duvar 6demine yol agabilmektedir (Yang, P vd., 2019). AGE'ler endotel hiicrelere
zarar vermenin yani sira ayni zamanda endotelyal progenitor hiicrelerin apoptozu ve
disfonksiyonunu da indiiklemektedir (Kim vd., 2018). Saglikli bireylerde AGE'lerin
serum seviyesi ile dolasimdaki endotelyal progenitér hiicrelerin sayisi ve islevi
arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmis, geng saglikli deneklerde bile, AGE'lerin
serum seviyesinin, aterosklerozun progresyonu ve gelecekteki kardiyovaskiiler
olaylarin tahmin edilmesinde bir biyobelirteg olabilecegi ileri stirtilmiistiir (Ueda vd.,
2012). AGE bag doku ve kollajen arasina ile hizla gapraz bag kurarak yash diyabetik
hastalarda rijidite artisina neden olmaktadir. Bu durumun yas ve tip 1 diyabetin
siddetine bagli olarak gelisen arter duvarlarinin sertlesmesi ve eklem hareketlerinin

azalmasinin nedeni oldugu diisiintilmektedir (Paul vd., 2020).
2.4.3. Protein Kinaz C Aktivasyon Yolag:

Protein kinaz C (PKC) hiperglisemi ile aktive olan, retina, renal ve

kardiyovaskiiler dokuda hasarda rol oynayan yolaklardan biridir (Paul vd., 2020).

PKC, bircok sinyal iletim yolunun kavsaginda yer alan ve ¢ok c¢esitli G protein-
bagl reseptor ve diger biiyiime faktoriine bagli hiicresel yanitlarda rol oynayan
serin/treonin kinaz ailesidir (Steinberg, 2008). PKC ailesi en az 11 izoformdan olusur
ve bunlarin 9 tanesi lipid ikinci haberci diagilgliserol (DAG) tarafindan aktive

edilmektedir (Papachristoforou vd., 2020). Buna ek olarak farkli oksidazlar ve
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mitokondriyal ETS, AGE ve poliol yolagi tarafindan ROS'un asir1 iiretimi de PKC'nin
aktivasyonuna katkida bulunmaktadir (Paul vd., 2020).

Deneysel ve Kklinik c¢alismalar, diyabette DAG'In arttigini ve PKC'nin
hiperaktivasyonunu géstermistir (Kang ve Yang, 2020). PKC'nin aktivasyonu, tiimii
vaskiiler bozukluklarda rol oynayan e-NOS, ET-1, VEGF, doniistiirlicii biiyiime
faktori-p (TGF-B) ve PAI-1 ekspresyonunu etkileyerek cesitli patolojik sonuglara yol
acmaktadir. Ayrica, NF-xB (hipergliseminin neden oldugu oksidatif stresi
inflamasyona baglayan) ve NOX aktivasyonu ile iliskilendirilmistir. Bu yolla PKC’nin
permeabilite, kasilma, hiicre dis1 matris sentezi, hiicre biiylimesi ve apoptoz,
anjiyogenez, 16kosit adezyonu ve sitokin aktivasyonu ve inhibisyonundaki artiglar gibi
vaskiiler modifikasyonlara neden oldugu anlasilmistir. Farkli PKC izoformlarinin
(PKC-a, -B1/2 ve PKC-8) neden oldugu vaskiiler hiicre homeostazindaki bu
diizensizlikler, biiylik damarlar1 (ateroskleroz, kardiyomiyopati) ve kiigiik damarlari
(retinopati, nefropati ve noropati) etkileyerek diyabete bagli komplikasyonlara neden
olmaktadir (Geraldes veKing, 2010; Papachristoforou vd., 2020). Diyabet ve
aterosklerozdaki roliine ek olarak PKC, hiicre oliimii ve proliferasyonu, gen
transkripsiyonu ve translasyonu, hiicre sekli ve migrasyonu, hiicre-hiicre temasi ve
salgilanmasinin diizenlenmesi ve kanser, kalp yetmezligi, inme, ndrodejeneratif
hastaliklar, otoimmun hastaliklar ve psikiyatrik bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarda
rol oynayan iyon kanallar1 ve reseptdrlerin diizenlenmesi dahil olmak iizere cesitli

hiicresel fonksiyonlari diizenlemektedir (Lien vd., 2021).
2.4.4. Heksozamin Yolag:

Hiperglisemi ve insiilin direncinin neden oldugu asir1 yag asidi oksidasyonu,
fruktoz 6-fosfatin heksozamin yolagina girisini artirarak diyabetik komplikasyonlarin
patogenezine katkida bulunmaktadir. Bu yolakta fruktoz 6-fosfat glikolitik yolaktan
ayrilir ve 6nce hiz kisitlayici enzim olan glutamin fruktoz 6-P amidotransferaz (GFAT)
ile glikozamin-6-fosfata daha sonra da iiridin difosfat-N-asetilglikozamin’e (UDP-
GIcNAc) doniistiriliir (Giacco ve Brownlee, 2010). Heksozamin yolaginin bu son
iirtinii serin ve treonin rezidiilerinin posttranslasyonel modifikasyonu ile O-bagli N-
asetil-B-D-glikozamin’e (O-GlcNAc) doniisiir. O-GIcNAc hiicre canliligi igin gerekli
olsa da seviyesindeki artis birgok kronik hastaligin etiyolojisinde yer almaktadir.
Kardiyovaskiiler sistem dahil olmak iizere ¢esitli organlarda glikoz toksisitesi ve

diyabetik komplikasyonlar ile iligkilendirilmektedir (Chatham vd., 2020). Sigan aort
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diiz kas hiicrelerinde hipergliseminin O-GICNAc transferaz ve niikleusta O-GICNAc
modifiye proteinlerin seviyelerinde artisa neden oldugu gosterilmis. Bdylece
proteinlerin anormal O-GIcNAc modifikasyonun vaskiiler glikoz toksisitesine neden
olabilecegi diisiiniilmektedir (Akimoto vd., 2001). Diyabetik hastalarda PI3K sinyal
yolagindaki proteinlerin O-GlcNAc modifikasyonu insiilin sinyalini zayiflatarak
glikoztoksisiteye katkida bulunmaktadir. Bunun yani sira endotel hiicrelerde eNOS O-
GlIcNAc modifikasyonu makro ve mikrovaskiiler komplikasyonlara dogrudan aracilik
etmektedir (Issad vd., 2010). Sigir aort endotel hiicrelerinde hipergliseminin eNOS’un
O-GlcNAc modifikasyonunda artisina ve serin 1177 rezidiisliniin fosforilasyonun ve
bdylece aktivitesinin azalmasina yol agtigi gosterilmistir (Du vd., 2001). Ayrica
yiiksek glikoza bagli olarak artan O-GIcNAc modifikasyonunun mitokondriyal
disfonksiyona yol agtigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Gawlowski vd., 2012;
Makino vd., 2011).

2.5. Diabetes Mellitus ve Mitokondriyal Disfonksiyon

Mitokondrinin ana islevi, oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretimidir. Ek
olarak, ROS iiretimi ve detoksifikasyonu, apoptoz, metabolitlerin sentezi ve
katabolizmasi, mitokondriyal ve sitoplazmik matriks kalsiyumunun diizenlenmesi ve
organellerin hiicre iginde dogru yere tasinmasinda rol oynamaktadir. Bu siire¢lerdeki
herhangi bir anomali mitokondriyal disfonksiyon olarak adlandirilabilir (Lopez-

Pedrera vd., 2021).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, diyabetik bireylerin damar yataklarinda
oksidatif stres ve PKC aktivasyonunda artisin mekanizmasi olarak mitokondriyal
fonksiyon bozukluklarina 1s1k tutmustur. ATP tiretimindeki rolleri i¢in iyi bilinmesine
ragmen, mitokondriler, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi yoluyla hiicre
sinyallesmesinde rol de dahil olmak {izere bir¢cok baska hiicresel fonksiyona sahiptir.
(Tabit vd., 2010). Elektron tasima zinciri sirasinda mitokondriyal yetersizlik nedeniyle
ROS iiretimi gergeklesir. Mitokondriyal ROS, fizyolojik kosullar altinda ROS'un
hiicre i¢i ana kaynagidir. Elektronlar mitokondriyal transmembran protein
kompleksleri (I, II ve III) boyunca sirayla gecerken yaklasik %0.2-2'si tagima
zincirinden sizar. Bu elektronlar mitokondri i¢indeki O ile reaksiyona girerek Oz~ ve
H20> olusturur (Brown vd., 2021). Diabetes mellitusta oksidatif stresin ana kaynagi
mitokondridir. Mitokondride oksidatif metabolizma sirasinda, kullanilan oksijenin bir

boliimii suya indirgenir ve kalan oksijen, ONOO-, OH ve H20O> gibi diger reaktif tiirlere
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doniistiiriilen 6nemli bir ROS olan oksijen serbest radikaline (O°) donistiiriiliir.
(Asmat vd., 2016). Mitokondri tiirevi reaktif oksijen tiirlerinin fizyolojik seviyeleri
normal sinyalizasyonda islev goriirken, artmis diizeylerin diyabette patolojik etkileri
vardir (Tabit vd., 2010). Mitokondriyi hedefleyen lipoik asit gibi antioksidanlarin
radikal tiretimini azaltmasi, insiilin duyarliligini artirmasi bu goriisti desteklemektedir

(Rochette vd., 2015).

Mitokondri tarafindan yag asidi oksidasyonu ve/veya mitokondriyal kiitlenin
azalmasi, DAG konsantrasyonlarinda artisa ve PKC'nin aktivasyonuna neden
olmaktadir. Bu da insiilin sinyalini bloke ve NF«kB'yi aktive etmektedir. Artan glikoz
konsantrasyonlar1 mitokondriyal membran potansiyelini ve radikal {retimini
artirmaktadir. Mitokondri tiirevli reaktif oksijen tiirleri koruyucu histonlardan yoksun
olan mitokondriyal DNA'ya (mtDNA) zarar vermesiyle oksidatif fosforilasyon
enzimlerinin ekspresyonunun bozulmasina ve substrat kullaniminin azalmasina neden
olmaktadir. Diyabet kaynakli mitokondriyal biyogenez, fiizyon ve otofajinin
bozulmasi1 mitokondriyal Kitlenin azalmasina ve par¢alanmis, islevsiz mitokondrinin
baskin hale gelmesine neden olur. Resveratrol ve diger histon deasetilaz SIRT1
aktivatorleri gibi mitokondriyal biyogenezi destekleyen tedavilerin insiilin

duyarlhiligini arttirdigi gosterilmistir (Gong vd., 2020; Tabit vd., 2010).
2.6. Deneysel Diabetes Mellitus Modelleri

Diinya ¢apinda diabetes mellitus prevalansindaki artig nedeniyle, diyabetik sican
modellerinin diyabetin patogenezinin ve komplikasyonlarinin aydinlatilmasinda
onemli bir rol oynadigina inanilmaktadir (Al-Awar vd., 2016). Hayvan modelleri,
kesfedilen yeni terapotik ajanlarin insanlarda giivenli kullanimlari i¢in yaygin olarak

kullanilmaya devam etmektedir (Kleinert vd., 2018).

Tip 1 diyabet modeli insiilin {iretiminin azaltilmasi i¢in, beta hiicrelerinin
kimyasal ablasyonundan spontan otoimmun diyabetik kemirgenler iiretmeye kadar
cesitli farkli mekanizmalarla olusturulabilir. Tip 2 diyabet patofizyolojisini ve
komplikasyonlarini anlamak i¢in ¢ok sayida hayvan modeli gelistirilmistir. Bu hayvan
modelleri, insiilin direnci modellerini ve/veya beta hiicre yetmezligi modellerini
icermektedir. Ote yandan, bircok tip 2 diyabet hayvan modelinde obez hayvanlar
kullanilmaktadir. Obezitenin tip 2 diyabet gelisimi ile yakindan iligkili olmasi

nedeniyle insanlardaki durumu daha iyi yansitmaktadir. Bu modellerin ¢ogu, obezite,
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glikoz intoleransi ve/veya yiiksek kan glikoz seviyelerine yol acan insiilin direnci ile
genetik modellerdir. Diyabetik komplikasyonlarin gelisimi ve ilerlemesi, obezite,
insiilin direnci, hiperglisemi ve hiperlipidemi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir

(Al-Awar vd., 2016).
2.6.1. Zucker Diyabetik Sisman (ZDF) Sicanlar

Zucker Fatty sigcanlari, 1961'de Merck M-susu ve Sherman sig¢anlarinin
caprazlanmasi ile kesfedilmistir. Bu siganlar, hiperfajiye neden olan mutant leptin
reseptorlerinden dolay1 4 haftalikken obez olurlar. Ayni zamanda hiperinsiilinemik,
hiperlipidemik ve hipertansiftir ve bozulmus glikoz toleransi gosterirler (King, 2012).
Leptin hormonu reseptoriiniin homozigot mutasyonunu (fa/fa) tasiyan si¢anlarin
inbred c¢ogaltilmasindan dogan sicanlarda dogumdan yaklasik 8 hafta sonra B-hiicre
apopotozundaki artis nedeniyle insiilin direncini kompanse edemezler ve siddetli
diyabet gelisir. Yaklagik 14 haftalik olduklarinda insulinopenik hale gelirler
(Chatzigeorgiou vd., 2009). ZDF siganlar, tip 2 diyabet preklinik arastirmalarinda
yaygin olarak kullanilirlar. ZDF sicanlarda diyabet komplikasyonlar1 da
goriilmektedir. Erkek ZDF siganlarda spontan tip 2 diyabet gelisirken, disilerde asikar
diyabet meydana gelmez; diyabetojenik yiiksek yagl diyet ile beslendiklerinde
diyabetik olurlar (King, 2012; Rodrigues, 2016).

2.6.2. Biyolojik Ureme (BB) Sicanlar

Otoimmun diyabet calismalarinda siklikla kullanilan bu si¢an tiirii, outbred

olarak tiretilmis Wistar siganlarindan elde edilmistir (Chatzigeorgiou vd., 2009).

BB sicanlarinda puberte sonrasinda erkekler ve disiler arasinda benzer bir
insidansla diyabet gelismektedir. Sigcanlarin yaklasik %90'inda 8-16. haftalar arasinda
arasinda diyabet gelistirmektedirler. Diyabet fenotipi olduk¢a siddetlidir ve hayatta
kalmak i¢in insiilin tedavisi gerektiren hiperglisemi, hipoinsiilinemi, kilo kayb1 ve
ketoniiri gelisimi ile karakterizedir. Bu klinik ve metabolik semptomlardan 6nce
pankreas adaciklarinda histolojik anormallikler olusur. En erken saptanabilir
anomalinin, siitten kesmeden hemen sonra meydana gelen, adacik hiicrelerinde
interferon-a (IFN-a) ve major doku uygunluk kompleksi (MHC) sinif I molekiillerinin
artmis ekspresyonu oldugu ve ardindan adacik hiicrelerine makrofajlar, dogal 6ldiiriicti
(Natural Killer / NK) hiicreler, dendritik hiicreler, T hiicreleri ve daha az 6l¢iide B

hiicreleri infiltrasyonu oldugu sonucuna varilmistir (Al-Awar vd., 2016).
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BB sicaninda GTPaz ailesinin rIANS olarak tanimlanan yeni bir iiyesinin
Gimap5 (Ian5) geninde (RNO4) tanimlanan mutasyonu, bu modelde diyabete neden
olan T hiicre lenfopenisi ile sonu¢lanmaktadir. Lenfopeni, ne insanlarda ne de obez
olmayan diyabetik (Nonobese diabetic/NOD) farelerde tip 1 diyabetin bir 6zelligi
olmamasi nedeniyle BB siganlarini insan tip 1 diyabet modeli olarak kullanmanin bir

dezavantaji olarak goriilmektedir (Al-Awar vd., 2016).
2.6.3. LEW 1AR1/-iddm Si¢anlari

Bu siganlar LEW.1ARI1 1rkindaki spontan bir mutasyon sonucu elde edilmis olup
insanlarda tip 1 diyabet ¢aligsmalari i¢in oldukga iyi bir modeldir. Sicanlar 60 ila 90
giinlikken yaygin f hiicre yikimima yol acan insiilitin hizli ilerlemesi ile diyabet

gelistirmektedirler (Al-Awar vd., 2016; Lenzen vd., 2001).
2.6.4. Goto-Kakizaki Sicanlari

Yasamin erken bir doneminde hafif hiperglisemi gelistiren Goto-Kakizaki (GK)
sicanlar1 obez olmayan bir model olarak kabul edilir. Bu tip 2 diyabet modeli, Wistar
sicanlar arasindaki glikoz toleransi i¢in normal dagilimin {ist sinirindaki bireylerin
tekrarlayan sekilde inbred ¢ogaltilmasindan kaynaklanir ve biiyiik olasilikla bozulmus

B hiicre kiitlesi nedeniyle glikoz intoleransina sahiptirler (Al-Awar vd., 2016).
2.6.5. Kimyasal Olarak Indiiklenmis Diyabet

Alloksan ve streptozotosin (STZ), diyabet arastirmalarinda simdiye kadar
kullanilan en giiglii diyabetojenik kimyasallar olarak kabul edilirler (Al-Awar vd.,
2016). Her iki kimyasal da glikoz tasiyicist (GLUT2) ile insiilin salgilayan pankreas f3
hiicrelerinde birikme egiliminde olan sitotoksik glikoz analoglar olarak kullanilirlar.
STZ daha az toksik ve daha stabil olmas1 nedeniyle alloksana tercih edilmektedir
(Kleinert vd., 2018). STZ nitrozoiire analogu gibi davranmaktadir. STZ'nin
toksisitesinin etki mekanizmasi, onun metil-nitrozoiire kismmin DNA alkilleme
aktivitesi ile iliskilidir. Metil grubunun STZ'den DNA molekiiliine transferi, hasara

neden olur ve DNA parg¢alanmasina yol agar (Al-Awar vd., 2016).

STZ ile DM modeli olusturmak i¢in, 140 ila 300 g agirligindaki siganlara, bir
gecelik aclik sonrasi 0.1M sitrat tamponu (pH 4.5) i¢inde ¢6ziilmiis tek doz STZ (45-
70 mg/kg) intraperitoneal enjeksiyon yoluyla uygulanmaktadir. Ayn1 yastaki kontrol
sicanlarina ise sadece sitrat tamponu enjekte edilmektedir (Al-Awar vd., 2016). STZ

tiim B hiicrelerde hasara neden olmasiyla tip 1 diyabet modeli olarak kullanilir. Ancak
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bunun yani sira 3 hiicrelerde kismen hasara neden olan diisiik doz STZ (30-40 mg/kg)
ve yliksek yagli diyetin birlikte uygulanmasiyla tip 2 diyabet modeli de
olusturulabilmektedir (Kleinert vd., 2018). Si¢anlara neonatal dénemde (2 giinliikken)
STZ uygulamasi, eriskin donemlerinde tip 2 diyabete neden olmaktadir. Bu modelde,
STZ uygulamasindan (100 mg/kg, i.p) 2 giin sonra bir hiperglisemi zirvesi goriiliir,
bunu 10. glinde B hiicrelerinin rejenerasyonu ve normoglisemi izler. Ancak
hiperglisemi 6 hafta sonra geri doner. Hipergliseminin nedeninin 8 hiicre sayisinin ve

fonksiyonunun yetersizligine bagl oldugu diisiiniilmektedir (King, 2012).
2.6.6. Obez Olmayan Diyabetik Fare

Bu fare tiirii ilk olarak 1974'te Japonya, Osaka'daki Shionogi Arastirma
Laboratuvarlarinda gelistirilmistir. Yaklasik 3 veya 4 haftalikken insiilit gelisimi
baslamaktadir. Prediyabetik asamada pankreas adaciklarina CD4+ ve CD8+
lenfositleri sizar. Bunlarin yani sira dogal dldiirticii (NK) ve B hiicreleri de gozlenir.
Dogal bagisiklik hiicrelerinin adaciklara sizmasi, her ikisi de diyabet gelisimi i¢in
gerekli olan adaptif CD4+ ve CD8+ T hiicre alt gruplarin1 yaklasik 4-6 haftaliktan
baslayarak adaciklara ceker. Insiilit, beta hiicrelerinin yikimma yol acarken, asikar
diyabetin baslangic1 genellikle pankreas insiilininin yaklasik %90 yaklasik 10-14
haftalikken kaybedildiginde ortaya c¢ikar, ancak diyabet gelisimi 30 haftalik olana
kadar da devam edebilir. Disilerde %90, erkeklerde %50-60 oraninda diyabet gelisimi
goriilmektedir. Bu fareler, asikar diyabetik olduklarinda hizla kilo verebilir ve insiilin
tedavisine ihtiya¢ duyarlar. Obez olmayan diyabetik (NOD) fare, tip 1 diyabet
caligmalar1 i¢in en sik kullanilan modellerden biridir. Otoimmunite ¢aligmalarinda
kullanilan diger modellerin aksine, bu model insanlara benzer spontan hastalik
gelistirebilir. Insanlarda benzer olan ve terapotik hedeflerin gelistirilmesine olanak
saglayan cesitli otoantijenlerin ve biyobelirte¢lerin tanimlanmasi da dahil olmak tizere,
bu modeli kullanilmasi, hastaligin anlasilmasinda birgok ilerlemeyi saglamistir (Al-

Awar vd., 2016; Chatzigeorgiou vd., 2009).
2.6.7. Akita Faresi

Akita faresi Japonya'nin Akita sehrinde, C57BL/6NSIc faresinde insiilin 2
geninde yanlis proinsiilin {iretimine yol agan spontan bir mutasyon meydana
gelmesiyle gelistirildi. Bu mutasyon, yanlis katlanmis proteinlerin agregasyonuna ve

ardindan endoplazmik retikulum (ER) stresine yol agmaktadir. Bu degisiklikler, 3 ila
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4 haftalikken baslayan insiiline bagimli diyabetle sonuglanmaktadir. Ortaya g¢ikan
kemirgen modeli, hiperglisemi, hipoinsiilinemi, poliiiri ve polidipsi dahil olmak tizere
karakteristik belirtiler sergilemektedir. Tip 1 diyabete bagli makrovaskiiler hastalik ve
noropati modeli olarak kullanilmaktadir (Al-Awar vd., 2016).

2.7. idebenon

Idebenon, Takeda ila¢ firmas: tarafindan kognitif bozukluklar ve Alzheimer
tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilmis, Japonya’da 1986 yilinda onaylanmustir.
Ancak daha sonraki klinik calismalarda Alzheimer hastaliginda etkinliginin
kanitlanamamast nedeniyle, 1998 yilinda Japonya pazarindan c¢ekilmistir
(Anonymous, 2008). Giiniimiizde ise Avrupa’da Leber’in herediter optik noropatisi
endikasyonunda kullanilmaktadir (Jaber vd., 2020). Bu endikasyonda 85 hastay1
kapsayan randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii 24 haftalik klinik denemede; idebenon
tedavisi primer sonlanim noktasinda istatistiksel anlamliliga ulagsmasa da ikincil
sonlanim noktalart agisindan, plasebo grubuna kiyasla onemli olgiide farklilik
gostermistir (Klopstock vd., 2011). Baska ¢alismalarla da bu endikasyonda gorme
kaybinin diizeltilmesinde faydali etki gosterdigi desteklenmis ve uzun siireli
kullanimda iyi tolere edilebilen giivenli bir ilag oldugu gosterilmistir (Catarino vd.,
2020; Pemp vd., 2019). Friedreich ataksi, Alzheimer hastaligi, Duchenne miiskiiler
distrofi ve multipl skleroz gibi norolojik hastaliklar i¢in klinik ¢aligmalar yapilmis; bu
caligmalarin bir kisminda umut vaat edici sonuglar elde edilmisken bazilarinda etki
goriilmemistir (Gueven, 2016; Gutzmann vd., 2002; Kosa vd., 2020; Meier vd., 2012;
Servais vd., 2020; Thal vd., 2003).

Idebenon, tiim mitokondriyal membranlarda bulunan endojen antioksidan olan
lipofilik elektron tastyicist koenzim Q10’un sentetik bir analogudur (Montenegro vd.,
2018). Koenzim Q10’a goére daha kisa bir lipofilik kuyruga sahiptir (Jiang vd., 2021).
Bu da ¢oziiniirliigiinii ve biyoyararlanimini artirmaktadir (Jaber vd., 2020). (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Idebenonun kimyasal yapist
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Koenzim Q (KoQ) bakterilerden memelilere kadar bir¢ok aerobik organizmada
ve insan viicudunun hemen hemen tiim hiicrelerinde bulunan prenillenmis para-
benzokinon molekiilidiir (Casagrande vd., 2018; Lopez-Pedrera vd., 2021).
Bakterilerden insanlara kadar tiim aerobik organizmalarda sentezlenebilen lipitte
¢Oziinir tek antioksidandir. KoQ izoformlari, insanlarda bulunan ana izoform KoQ10
(Sekil 2.7) olmak {iizere yan zincirdeki izopren birimlerinin sayisina gore

belirlenmektedir (Lopez-Pedrera vd., 2021).

Sekil 2.7. Koenzim Q10'un kimyasal yapis1

KoQ10 insan organizmasinda, mitokondri iginde ATP sentezi igin bir elektron
tastyicist olarak hareket ederek solunum zincirinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
KoQ10 solunum zincirinde, protein |1 kompleksinden (NADH dehidrogenaz) protein
IT kompleksine (siiksinat dehidrojenaz) ve kompleks II'den kompleks III'e (bcl
kompleksi) elektron tasinmasindan sorumludur. (Casagrande vd., 2018). Kalp, bobrek,
karaciger ve iskelet kas1 gibi yliksek metabolik aktivitesi ve enerji gereksinimi olan
dokular yiiksek miktarlarda KoQ igermektedirler (Lopez-Pedrera vd., 2021). Cogu
hiicrenin plazma membrani, NAD*/NADH sitozolik oranini ve askorbat indirgemesini
diizenleyen ve hiicre bilylimesi ve farklilagmasinin diizenlenmesinde rol oynayan
KoQ'ya bagimli bir NADH-oksidaz igerir. Mitokondriyal membran porlarinin
acilmasi, 1500 Da biiyiikliigiindeki molekiillerin bile translokasyonunu miimkiin
kilmas1 nedeniyle mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina yol agar. KoQ10, bu tiir
por acikligint 6nleyen bilesiklerden biridir. Boylece ATP deplesyonu, sitokrom c'nin
sitozol igine saliverilmesi, kaspaz-9 aktivasyonu, mitokondriyal membran
potansiyelinin depolarizasyonu ve DNA fragmantasyonu gibi apoptotik olaylara kars1
koyar. LDL'yi oksidasyondan korumasi nedeniyle ayni zamanda anti-aterosklerotik
ozelliklere sahiptir. Ayrica, aterosklerotik lezyonlardaki lipoproteinlerle iligkili lipid
peroksit seviyelerini ve aorttaki bu tiir lezyonlarin boyutunu azaltir. Ayrica, KoQ
monosit-endotel hiicre etkilesimlerini engelleyen monositlerde b2-integrin CD11b

seviyelerini azaltir (Bentinger vd., 2010). KoQ10’un farkli modellerde ve klinik
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denemelerde vazodilatasyonu artirdigi gosterilmistir (Gao vd., 2012; Lonnrot vd.,
1998).

Kinon molekiiliine bagli olan daha kisa ve daha az lipofilik kuyruk nedeniyle
idebenon, koenzim Ql0’dan farkli molekiiler aktivite gdstermektedir.
Coziintirliiklerindeki farkilik, subseliiler yerlesimleri ve etkilesim iginde oldugu
enzimler, proteinler ve yolaklarda farkliliklara yol agmaktadir. Koenzim QZ10'un
aksine, idebenonun biyoaktivasyonu agirlikli olarak sitoplazmada meydana gelir ve
mitokondriyal fonksiyondan bagimsizdir (Lyseng-Williamson, 2016). Koenzim Q10
kompleks I ve II’den elektron alip kompleks III’e tastyarak ATP {iretilmesinde rol
oynarken idebenon farkli olarak kompleks I’i inhibe eder. Ancak koenzim Q10’a
benzer sekilde kompleks II ve III i¢in etkili bir substrattir (Gueven vd., 2015; Kernt
vd., 2013). I¢ mitokondriyal membran enzimleri, elektron tasima zinciri boyunca
elektronlar transfer ederek ATP sentazin ATP {iretmesini saglar. Fizyolojik kosullar
altinda, bu islem yan tiriin olarak ROS {iretir. Mitokondriyal proteinlerde, lipitlerde ve
niikleik asitlerde ROS kaynakli hasara karsi koruma saglamak i¢in cesitli
mitokondriyal antioksidan sistemler mevcuttur. Bununla birlikte oksidatif stres
kosullar1 altinda, bu antioksidan sistemler yetersiz kalirlar. Boylece ROS'un zararli
etkileri ortaya ¢ikar ve nihayetinde mitokondriyal fonksiyon degisikligi meydana gelir
(Sena vd., 2013). Antioksidan maddelerin veya mitokondri hedefli ilaglarin asiri
reaktif oksijen tiirlerini azaltarak ve mitokondri fonksiyonlarimi diizelterek
aterosklerotik hastaliklar1 6nlemede stratejilerden biri oldugu ileri siirtilmektedir. Lin
ve ark. insan umblikal ven endotel hiicre kiiltiirlinde idebenon uygulamasimin lipit
peroksidasyonunu Onleyerek ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini artirarak
oxLDL aracilt hasari inhibe ettigini gostermiglerdir (Lin vd., 2015). Ayrica fetal sigir
aortu endotel hiicre kiiltlirlinde idebenonun oxLDL toksisitesinde konsantrasyon
bagimli inhibisyona yol acgtif1 gosterilmistir (Naito vd., 1993). Idebenonun
Apolipoprotein E geni eksik farelerde yiiksek yagl diyetle indiiklenmis ateroskleroza
kars1 koruyucu etkileri oldugu, proteomik analizler sonucu tedavi alan farelerde
aterosklerotik plakta SIRT3 ve SOD2 protein ekspresyonunu artirarak NLRP3
ekspresyonunu baskiladig1 ve ayrica kolesterol uygulanan insan umblikal endotel
hiicre kiiltiiriinde mitokondriyal ROS’u azaltarak endotel hiicre hasarina karsi

koruyucu etkileri gosterilmistir (Jiang vd., 2021). Bunun disinda idebenonun Shc
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insiilin reseptor etkilesimini bloke ederek insiilin duyarliligint artiricr etkisi oldugu

gosterilmistir (Tomilov vd., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve marka/kodlar1 asagidaki
gibidir.

Akrilamid (Sigma/A8887)

Amonyum per siilfat (Sigma/A-3678)

Anti-p-aktin antikor (Sigma/A-1978)

Anti-eNOS antikor (Abcam/ab199956)

Anti-ICAM antikor (Elabscience/E-AB-70046)

Anti-mouse 1gG HRP linked antikor (BT Lab/BT-AS00006)

Anti-NOX2(gp91phox) antikor (Elabscience/E-AB-13464)

Anti-rabbit 1IgG HRP linked antikor (Thermo Fisher/31460)

Anti-TNF-a antikor (Santa Cruz/J1D9)

Asetilkolin (Sigma/A6626)

BCA Protein Miktar Tayini Kiti (Thermo scientific/23227)

Bromfenol mavisi (Amresco/0312)

Coomassie brilliant blue R-250 (Fisher BioReagent/C/P540/46)

ECL Western Blotting Substrate (Thermo/32209)

Etanol (Sigma/32221)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma/E5134)

Etilen glikol bis (B-aminoetil eter) N,N,N’,N’-tetraasetik asit (EGTA)
(Merck/324626)

Eozin (Sigma/E4382)

Fenilefrin (Sigma/P-6126)

Formaldehit (Sigma/15512)

Glasiyal asetik asit (Carlo Erba/302011)

Glisin (Neofroxx/1154)
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Glikoz (Sigma/G7021)

Hematoksilen (Sigma/H3136)

Heparin (Mustafa Nevzat Ilag/Nevparin®)
Hidroklorik asit (Carlo Erba/403872)

Idebenon (Neutec ilag Sanayi ve Tic. A.S.)
Izopropil alkol (Merck/109634)

Ketamin (Bremer Pharma/Brema®)
Klorpromazin (EIP Eczacibasi Ila¢ Pazarlama A.S/Largactil®)
Kalsiyum klortir (Merck/102378)

Ksilen (Sigma/16446)

Magnezyum kloriir (Molekula/7786-30-3)
Metanol (Tekkim/TK.120320)
N,N’-Metilen(bisakrilamid) (Sigma/M7256)
Parafin (Merck/107151)

Periodic acid schiff boya (PAS) Kiti (Biognost/67/19)
Ponceau S (Sigma/P7170)

Potasyum dihidrojen fosfat (Carlo Erba/361507)
Potasyum kloriir (Merck/104936)

Proteaz inhibitor kokteyli (Sigma/P8340)
Protein marker (Thermo/26619)

PVDF membran 0.45 pm (GVS)

Sitrik asit (Sigma/C7129)

Sodyum bikarbonat (Sigma/31437)

Sodyum deoksikolat (Sigma/30970)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck/428015)

Sodyum hidroksit (Sigma/06203)

45



Sodyum kloriir (Carlo Erba Reagents/368257)

Sodyum nitroprussit dihidrat (Sigma/71778)

Sodyum sitrat tribazik dihidrat (Sigma/C3434)

Streptozotosin (Sigma/S0130)

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo/34095)
Tetrametil etilen diamin (TEMED) (PanReac AppliChem/A1148)

Tris-Baz (Sigma/T1503)

Triton-X 100 (AppliChem/A4975)

Tween-20 (Sigma/P9416)

Yagsiz siit tozu (Neofroxx/1172)

B-merkapto etanol (Neofroxx/1414)

3.2. Kullanilan Cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar ve marka/modelleri asagidaki gibidir.
Basing transdiiser (ADInstruments/MLT380, Avustralya)

Bio amplifikatér (ADInstruments/ML132, Avustralya)

Bridge amplifikator (ADInstruments/ ML221, Avustralya)

Buz makinesi (Scotsman/AF206, ingiltere)

Buzdolabi (+4 °C) (Argelik, Tirkiye)

Dijital orbital ¢alkalayict (Wisd Laboratory Equipment/SHO-1D, Almanya)
Derin dondurucu (-20 °C) (Beko, Tiirkiye)

Derin dondurucu (-80 °C) (ALS, Italya)

Dikey elektroforez (Bio-Rad, ABD)

Distile su cihaz1 (Niive/NS 104, Tiirkiye)

Doku Takip Cihazi (Thermo/Shandon Citadel, ABD)

Elektroforez gii¢c kaynagi (Bio-Rad, ABD)

Glikozmetre (Roche/Accu-Check Performa, Isvigre)
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Goriintiileme sistemi (Bio-Rad/Chemidoc MP, ABD)

Hassas terazi (Denver Instruments/APX-200, Almanya)

Izole organ banyosu (ADInstruments, Avustralya)

Kuru banyo inkiibatorii (Hangzhou Allsheng Instruments/MK 20, Cin)
Manyetik karistirict (IKA/ C-Mag Hs 7, Almanya)

Mikroplaka okuyucu (Thermo/Multiskan Go, ABD)

Mikrotom (Leica/RM2245, Almanya)

Mikroskop (Olympus/BX43F, Japonya)

Minisantrifiij cihaz1 (Heathrow Scientific/Sprout, ABD)

Otomatik pipetler (Eppendorf, ABD)

pH metre (Mettler Toledo, Isvicre)

Sogutmali ¢alkalamali inkiibator (Miprolab, Tirkiye)

Sogutmali santrifiij (Niive/NF 800R, Tiirkiye)

Sonikator Bandelin, Almanya

Veri Kazanim Sistemi (ADInstruments/PowerLab 4/35, Avustralya)
Vorteks (Velp Scientifica, ABD)

Western Blot Transfer Cihazi (Bio-Rad/Trans-Blot® Turbo, ABD)
3.3 Cozeltiler

Krebs-Henseleit Cozeltisi

Tablo 3.1.’de yer alan kimyasal maddelerin belirtilen miktarlar: tartildi. Balon
jojede 3 L distile su i¢inde manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziilmesiyle her deney

giinlinde taze olarak hazirlandi.
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Tablo 3.1. Krebs-Henseleit ¢ozeltisinde yer alan maddeler

Madde Konsantrasyon (M) Miktar (g)
KCI 8 mM 1.788
NaCl 115 mM 20.16
CaCl; 1.3 mM 0.432
MgCl, 24 mM 0.684
NaHCOs 25mM 6,306
KH2PO,4 2mM 0,816
Glikoz 11 mM 5.947

Doku Homojenizasyon Tamponu

50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, % 1 Triton-X, % 0.5 Sodyum deoksikolat, % 0.1
SDS, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA olacak sekilde 100 ml ¢ozelti hazirlandi. Proteaz

inhibitor kokteyli kullanimdan hemen 6nce ilave edildi.
1.5 M Tris-HCI Cozeltisi

36.34 g Tris baz 160 mL distile su iginde ¢oziildii. HCI ile pH 8.8’e ayarlandi.

Distile su ile 200 ml’ye tamamlandi.
0.5 M Tris-HCI Cozeltisi

12.11 g Tris baz 160 mL distile su i¢inde ¢6ziildii. HCI ile pH 6.8’e ayarlandi.

Distile su ile 200 m1’ye tamamlandi.
%25 SDS Cozeltisi
25 g SDS 100 mL distile suda ¢oziildii.
Akrilamid Cozeltisi

29 g akrilamid ve 1 g N,N’-Metilen(bisakrilamid) 60 mL distile su icinde
¢oziildii. 37 °C’lik calkalayicida karistirildi. Distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. 0.45
uM’lik filtreden gecirilerek amber sisede 37 °C’de buzdolabinda saklanda.

APS Cozeltisi (%10 a/h)

100 mg APS 1 mL distile su i¢inde ¢oziildii. Her seferinde taze hazirlandu.

10X Tris-Glisin Tamponu

30.3 g Tris baz (250 mM) ve 144 g Glisin (1,92 M) 1L distile su i¢inde ¢oziildii.
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Yiiriitme Tamponu

100 mL 10X Tris-Glisin transfer tamponu distile su ile 1 L’ye tamamlandi
tizerine 4 ml % 25 SDS eklendi.

Transfer Tamponu
100 mL 10X Tris-Glisin ¢ozeltisine 200 mLmetanol ve 700distile su ilave edildi.
10xTBS Cozeltisi

24.2 g Tris baz (200 mM) ve 87.6 g NaCl (1,5 M) 800 mL distile su iginde
¢oziildii. HCl ile pH 7.6’ya ayarlandi1 ve ¢ozelti distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

IXTBS Cozeltisi

100 mL 10XTBS ¢ozeltisi distile su ile 1 L’ye tamamlandi.
TBS-T ¢ozeltisi (%0.01)

IXTBS ¢ozeltisi iizerine 1 ml Tween-20 eklendi ve karistirildi.
Bloklama Cozeltisi

5 g yagsiz siit tozu 100 mL TBS-T i¢inde ¢oziildii. Cozelti taze hazirlandi, +4
°C’de buzdolabinda bekletildi.

3.4. Deney Hayvanlar1 ve Modelin Olusturulmasi

Bu tez calismasinin deneysel protokolii Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (OMU-HADYEK) tarafindan onaylanmistir (Kabul No:
2019/37).

Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden (DEHAM) alinan 52 adet 300-400 gram agirhiginda 12-16 haftalik
erkek Wistar albino sicanlar n=13 olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Sicanlar model
olusturulmasindan 2 hafta dnce Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali hayvan barindirma
linitesine yerlestirilip ortama adapte olmalar1 saglandi. Barindirma {initesinde 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik, 22+2°C sicaklik, %60 nem kosullar1 olmasina dikkat edildi.
Hayvanlara deneyler siiresince sinirsiz su ve standart yem verildi. Hayvan deneyleri
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, molekiiler analizler Karadeniz Ileri Teknoloji
Arastirma Merkezi (KITAM), histopatolojik degerlendirmeler Ondokuz Mayis

Universitesi-Histoloji ~ve ~ Embriyoloji ~ Anabilim  Dali  laboratuvarlarinda
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gerceklestirildi. Biyokimyasal analizler ise Ondokuz Veteriner Fakiiltesi Hayvan

Hastanesi’nde yapildi.
Deney gruplar1 asagidaki sekildedir:

1. Kontrol: Sitrat tamponu (tek doz, i.p) + %0.5 metilseliiloz (4 hafta siireyle,

oral)

2. Kontrol + IDE: Sitrat tamponu (tek doz, i.p) + idebenon (100 mg/kg, 4 hafta

siireyle, oral)
3. DM: STZ (50 mg/kg, tek doz, i.p) + %0.5 metilseliiloz (4 hafta siireyle, oral)

4. DM + IDE: STZ (50 mg/kg, tek doz, i.p) + idebenon (100 mg/kg, 4 hafta

stireyle, oral)

Sicanlarda diyabet indiiksiyonu i.p STZ uygulanarak gergeklestirildi. Hayvanlar
tartilip kuyruk veninden alinan kanla glukometre (Accu-check Performa Nano®)
kullanilarak kan sekeri 6l¢iimii gerceklestirildikten sonra diyabet gruplarina 0.1 M
pH=4.5 sitrat tamponu iginde taze hazirlanan STZ 50 mg/kg tek doz (i.p) ve kontrol
gruplarina ise esit hacimde (2 ml/kg) ¢oziicii sitrat tamponu uygulandi. Hipoglisemi
kaynakli kayip yasamamak i¢in STZ uygulamasin takiben ilk 24 saat igme sularina
%5 glikoz ilave edildi. 3. giin kan sekeri 300 mg/dl’nin iizerinde olan siganlar diyabet
olarak kabul edildi. 8 haftalik tedavisiz diyabet donemini takiben 4 hafta siireyle tedavi
gruplarina %0.5°lik metilseliiloz i¢inde siispande edilen idebenon (100 mg/kg), kontrol
gruplarina ise %0.5 metilseliiloz 5 ml/kg hacim i¢inde olacak sekilde giinde 1 kere
orogastrik gavajla uygulandi. 4 haftalik periyotlarla kan sekeri ve agirlik takibi yapildi.
12. haftanin sonunda anestezi altindaki siganlardan in vivo kan basinci 6l¢limii yapildi.
Kardiyak kan alimini takiben siganlarin torasik aortlari ¢ikarildi. 3 kisma ayrilan
aortlarin izole organ banyosu ¢aligmalarinda kullanilacak kismi soguk krebs soliisyonu
i¢ine, histopatolojik degerlendirme i¢in kullanilacak kismi1 %10°luk formol igine alindi
ve western blot analizlerinde kullanilacak kismi ise s1v1 azot i¢inde hizla dondurulup -
80°C’lik buzdolabina yerlestirildi. Pihtilasma aktivatorii ve separatdr jel iceren sari
kapakl1 tliplere alinan kanlar 22 °C’de 2000 g devir hiziyla 15 dk santrifiij edildi. Elde
edilen serumlar daha sonraki biyokimyasal analizler i¢in -80°C’de saklandi. HbAlc
icin EDTA’l1 mor kapakl tiipe alinan kanlar giin icinde +4°C’de bekletildi ve giin
sonunda tam kandan 6l¢iim gerceklestirildi. Deney diizenegi sekil 3.1.”deki gibidir.
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0. giin 3. gin 4. hafta 8. hafta 12 hafta
STZ veva sitrat tamponu Kan glukozu 300 Kan glukozu ve aguhk  Kan glukozu ve agurhk Kan glukozu ve agurhk dlgimleri
enjeksiyonu mg/dL nin dlgiimleri dlgiimleri
tirerinde olan Biyokimyasal analizler igin kan

siganlarmn diyabet 1"“]' # Konmol ve diyabet griplanina  alinmasi
¢alisma gruplanna = ' Idebenon veya giziiclisinin

dahil edilmesi oral gavajla uygulanmast Kan basinc Slglimil
f ‘Vaskiiler reakiivite deneyleri

‘Western blot analizleri ve
histopatolojik degerlendirme igin
torasik aorta dokusunun qikarilmasi

- r"h

Sekil 3.1. Deney diizenegi
3.5. Kan Basmeinin Olgiilmesi

Intraperitoneal 100 mg/kg ketamin ve 0.75 mg/kg klorpromazin anestezisi
uygulanan siganlarin boyun bolgeleri tiras edildi. Supin pozisyonuna getirilen si¢anlar
ekstremitelerinden operasyon masasina tespit edildi ve boyun bolgeleri povidon iyot
(%10) ¢ozeltisi ile temizlendi. Cilt insizyonunu takiben kas tabakasi dikkatlice ayrildi.
Sag karotis arterleri vagus ve etrafindaki bag dokudan izole edildi. Kraniyal u¢ 4.0
cerrahi ipek iplik ile baglanarak, kardiyak ucu ise bulldog klemp kullanilarak kan
akimi kesildi. Arada kalan kisim {izerinde 21 G igne ucu kullanilarak bir delik agildi.
50 TU/ml heparin igeren %0.9 fizyolojik tuzlu ile doldurulmus polietilen tiip (PE50)
ile arter kateterize edildi. Bulldog klemp agilarak kateter 1 cm kadar ilerletildi ve
cerrahi ip ile baglanarak damara sabitlendi (Sekil 3.2). Kateterden heparinli fizyolojik
tuzlu su gonderilerek yerlesimi kontrol edildi. Kateterin agikta kalan ucu bridge
amplifikator ile baglantili olan basing transdiiserima (MLT380, AD Instruments)
baglandi. Ortalama arteriyel kan basinct PowerLab veri kazanim sistemi (ML870/P,
PowerLab 8/30, AD Instruments) araciligiyla kaydedildi. Ortalama arteriyel kan

basinct hesaplamasi i¢in asagidaki formiil kullanildi:

Ortalama arteriyel kan basinci= (2 x Diyastolik kan basinct + sistolik kan

basinci) / 3
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Sekil 3.2. Kan basinci 6l¢limii i¢in Karotis arter kateterizasyonu.

a. Sicana supin pozisyonunun verilmesi. b. Sag karotis arterin sefalik ucunun cerrahi iple
baglanarak, kardiyak ucunun klemplenerek kan akimimnin durdurulmasi. c. Polietilen-50
kaniiliin karotis artere yerlestirilerek sabitlenmesi

3.6. Biyokimyasal Analiz

-80 °C’de saklanan serumlardan HDL, LDL, total kolesterol ve trigliserit

diizeyleri ve mor tiiplere alinan taze tam kandan HbA1C tayini yapildu.
3.7. Izole Organ Banyosu Analizleri

Torasik aort oksijenlenmis soguk krebs soliisyonu bulunan petri kabi iginde
endotel tabakasina zarar vermeyecek sekilde temizlendi. Uggen teller vasitasiyla iple
gerim transdiisere (MLT0201, ADInstruments, UK) baglandi. %95 O2 %5 CO; gaz
karisimi verilen iginde krebs soliisyonu bulunan 37 °C’deki 10 mL hacminde
banyolara yerlestirildi. 1.5 gramlik gerime ayarlanan dokular 45 dk dinlenmeye
birakildi. Dinlenme periyodunda 3 kez yikanan dokulara sirasiyla 80 mM KCl,
fenilefrin (108-10° M, kiimiilatif), asetilkolin (107-10* M, kiimiilatif) ve sodyum
nitroprussit (108-10% M, kiimiilatif) ilave edildi. Asetilkolin (ACh) ve sodyum
nitroprussit (SNP) fenilefrin ile prekontrakte edilen dokulara plato fazinda ilave

edilmistir. Kasilma yanitlar1 maksimum yanitin %’si seklinde ifade edildi.
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3.8. Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Hayvanlardan ¢ikarilip -80 °C’de bekletilen aort dokular1 havan igerisinde sivi
azot ile parcalandi. Ince toz haline gelen doku ependorflara aliarak 100 mg doku i¢in
I ml RIPA tamponu ve proteaz inhibitorii kokteyli ilave edildi. Kisa bir
vortekslemenin ardindan buz dolu kap icine yerlestirilen ependorf tiiplin igine
sonikator probu daldirilarak 3-4 kez 5’er sn siireyle sonikasyon iglemi yapildi. Son
olarak ornekler +4 °C’de 14000 g hizda 20 dk santrifiij edilerek siipernatantlar

toplandi. Kii¢iik hacimlerde alikotlanarak -80 °C derin dondurucuda muhafaza edildi.
3.9. Total Protein Miktarinin Tayin Edilmesi

Total protein miktar tayini ticari kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak
bikinkoninik asit (BCA) yontemi ile gerceklestirildi. Bu yodntemin prensibi,
proteinlerin alkali bir ¢ozelti icinde (biiire reaksiyonu) Cu*?yi Cu*''e indirgemesi ve
bikinkoninik asit tarafindan mor renk olusumuna neden olmasidir (Smith vd., 1985).
Rengin siddeti protein yogunluguna bagl olarak artmaktadir. Kitin 6nerdigi protokole
gore stok ¢ozelti (2 mg/mL) diliie edilerek BSA standartlar1 hazirlandi (2000, 1500,
750, 500, 250, 125, 25, 0 pg/mL). Kit icerigindeki soliisyon A ve B, 6rnek basina 200
uL olacak sekilde toplam hacim hesaplanarak sirastyla 50:1 oraninda karistirilarak
calisma ¢ozeltisi hazirlandi. BSA standartlari, 1:2 oraninda steril saf su ile diliie edilen
ornekler ve ayni diliisyondaki RIPA tamponu 10 pL hacimde ¢ift tekrar olacak sekilde
96 kuyucuklu mikroplakaya yerlestirildi. Calisma ¢ozeltisinden 200 pL 6rneklerin
tizerine ilave edildi. Mikroplaka kapatilarak hafif¢e calkalandiktan sonra 37 °C etiivde
30 dk siireyle bekletildi. Olusan mor renkli kompleks mikroplaka okuyucuda 562 nm
dalga boyunda okundu. Standartlarin absorbanslari kullanilarak konsantrasyon-
absorbans egrisi ¢izildi. Bu grafigin denklemine numunelerin absorbanslarindan
tampon c¢ozelti absorbansi ¢ikarilmasiyla elde edilen absorbanslar yerlestirilerek

orneklerin protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.
3.10. Western Blot Analizi
3.10.1. Jellerin Hazirlanmasi

1 mm’lik camlar jel dokme standina yerlestirildi. Su ile sizdirma kontrolii
yapildiktan sonra once ayirma jeli i¢in Tablo 3.2.°ye gore belirtilen miktardaki
malzemeler sirayla falkon tiipe eklendiler. APS ve TEMED polimerizasyon hemen

basladig1 icin en son ilave edildiler. Ayirma jeli karigimu {istten 3 cm bosluk kalacak
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sekilde camlar arasina dokiildii. Uzerine izopropil alkol ilave edildi. Alt jel donduktan
sonra izopropil alkol kurutma kagidi ile uzaklastirildi. Tablo 3.3.’e gore yiikleme
jelindeki malzemeler APS ve TEMED en son cklenecek sekilde falkon tiipte
karistirildi. Karisim alt jelin lizerine camlardan tasana kadar ilave edildi. 10 kuyucuklu

tarak yerlestirildi. Jel kuruyuncaya kadar stantta bekletildi.

Tablo 3.2. Ayirma jeli formiilii

%7.5 %12
H.0 4.85 mL 3.35mL
1.5 M Tris HCI (pH=8.8) 2.5mL 2.5mL
SDS (% 25) 40 uL 40 uL
Akrilamid (% 30) 2.5mL 4 mL
APS (% 10) 50 uL 50 uL
TEMED 7.5uL 7.5uL

Tablo 3.3. Yiikleme jeli formiili

H20 2.26 mL
0.5 M Tris HCI (pH=6.8) 1mL
SDS (% 25) 20 uL
Akrilamid (% 30) 670 uL
APS (% 10) 40 uL
TEMED 4L

3.10.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Doku homojenatlar1 -80 °C’lik derin dondurucudan ¢ikarildiktan sonra buz
tistiinde ¢oziildii. 200 uL homojenat iizerine 100 pL 3X yiikleme tamponu ilave
edilerek vortekslendi. Ornekler kuru banyo inkiibatoriinde 95 °C’de 5 dk siireyle

wsitilarak proteinlerin denatiirasyonu saglandi.
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3.10.3. Elektroforez

Camlar arasinda bulunan jeller stanttan alinarak elektroforez tankina
yerlestirildi. Tankin igine belirtilen kisma kadar yiirlitme tamponu ilave edildi.
Taraklar ¢ikarildiktan sonra yliriitme tamponu ile kuyucuklarin i¢i yikanarak ac¢ikligi
kontrol edildi. Onceden protein miktar tayini sonucuna gére her bir kuyucukta toplam
protein 50 pg olacak sekilde hesaplanan hacimdeki 6rnekler kuyucuklara yiiklendi. ilk
kuyucuga 3 uL protein markeri, 8 kuyucuga ornekler yiiklendi. Son kuyu ise bos
birakildi. Gii¢ kaynagi 6rnekler ayirma jeline geginceye kadar 80 V daha sonra ise 120

volta ayarlanarak yaklasik iki saat siireyle elektroforez islemi gerceklestirildi.
3.10.4. Transfer

Elektroforez isleminin ardindan camlar spatula ile dikkatlice ayrildi. Jellerin
kuyucuklarin bulundugu iist kisimlar kesilerek uzaklastirildi. Jeller icinde transfer
tamponu bulunan kaba alindi. Mini jellerle ayni1 boyutta kesilmis olan 0.45 pm’lik
poliviniliden floriir (PVDF) membranlar 1 dk siireyle icinde metanol iginde
bekletilerek aktiflestirildi. Daha sonra distile suda yikanan membranlar jellerin
bulundugu kapta jellerin altina yerlestirildi. Trans-blot® Turbo Transfer sistemi igine
transfer tamponu ile 1slatilmig whatman kagidi lizerine membran ve iistiine jel gelecek
sekilde yerlestirildi. En iiste de transfer tamponu ile 1slatilmis whatmann kagidi
kapatilarak silindirik bir malzeme ile birkag¢ defa iistiinden gecildi. Sistem kapatilarak
%12°1ik jeller i¢in 20 dk, %7.5’luk jeller i¢in 35 dk siireyle transfer islemi
gerceklestirildi (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3.Western blot jel elektroforez ve transfer sistemi
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3.10.5. Bloklama

Transfer isleminin ardindan membranlar i¢inde bloklama c¢ozeltisi bulunan
kiiciik kaplar i¢ine alinarak 1 saat siireyle 90 rpm devir hizinda orbital calkalayici
tizerinde bekletildi. Bloklama islemiyle birlikte proteinler disinda kalan bos alanlarin
kapatilarak antikorlarin membranin spesifik olmayan bolgeleriyle etkilesimi en aza

indirilmis oldu.
3.10.6. Primer Antikor Uygulamasi

Proteine 6zgii primer antikorlar bloklama ¢ozeltisi icinde belirtilen diliisyonlarda
hazirlandi. B-aktin 1:2000, eNOS 1:1000, ICAM-1 1:1000 ve TNF-a 1:100 oraninda
dilie edildi. Bloklama isleminin ardindan membranlar gece boyu +4 °C’deki
sogutmali ¢alkalayict inkiibatérde 90 rpm devir hizinda primer antikor ¢ozeltileriyle
muamele edildiler. 17 kDa agirligindaki TNF-a proteinin tayini i¢in % 12°1ik, 58 kDa
agirhigindaki ICAM-1 ve 140 kDa agirligindaki eNOS protein tayini i¢in % 7.5’luk

jelde yiiriitiilen proteinlerin transfer edildigi membranlar kullanildi.
3.10.7. Sekonder Antikor Uygulamasi

Ertesi giin TBS-T ile 3 kere 10 dk siireyle yikanan membranlar oda sicakliginda
orbital galkalayicida 90 rpm devir hizinda primer antikora uygun sekilde anti-rabbit
veya anti-mouse HRP bagli sekonder antikorlar ile 1 saat boyunca muamele edildi.
Sekonder antikorlar bloklama ¢ozeltisi i¢inde 1:10000 oraninda seyreltilerek
kullanildi.

3.10.8. Goriintiileme

Sekonder antikor uygulamasinin ardindan membranlar TBS-T ile 3 kere 10 dk
stireyle calkalayici tlizerinde yikandi. Pierce™ ECL Western Blotting Substrate veya
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate kitleri igindeki peroksit ve
luminol ¢ozeltilerinin 1:1 oraninda karistirilmasiyla elde edilen 1 mL’lik ¢ozelti tiim
membran lizerine pipetle uygulandi. Cozeltiyle 5 dk boyunca inkiibasyonun ardindan
cozelti uzaklastirildi ve ChemiDoc MP (Biorad) ile kemiliiminesan goriintiilleme
yapildi. Goriintiilemeden sonra 3 kere TBS-T ile 10 dk boyunca yikanan membranlar

+4 °C’de buzdolabinda 1xTBS tamponu i¢inde bekletildi.
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3.10.9. Analiz

Image Lab Software (Bio-Rad, ABD) kullanilarak kaydedilen goriintiiler Image
J (NIH, ABD) goriintii analiz programi kullanilarak bantlarin yogunluklari analiz

edildi. Her bir protein bandinin yogunlugu B-aktin ile oranlanarak normalize edildi.
3.11. Histopatolojik Degerlendirme

Sakrifiye edilen deneklerden elde edilen aort damar dokularinin doku takip
islemleri yapildi. Postfiksasyon siiresinin tamamlanmasini takiben damarlar doku
takip kasetlerine yerlestirilip uygun etiketleme yapilarak akarsuda bir gece boyunca
bekletildi ve formaldehit dokudan uzaklastirildi. Akarsuda tutulan dokular oncelikle
alkol serilerinden (%70, %80, %96, %100) gegirilerek dehidrate edildi. Sonrasinda
ksilen ile seffaflagtirilan dokularin paraplast ile infiltrasyonu saglandi (Tablo 3.4).
Doku takip posediirleri Thermo Shandon Citadel marka doku takip cihazi kullanilarak
yapild1. Sicak parafin igerisinden alinan dokular diizgiin bir zemin tizerinde kare sekli
verilen igleri parafin ile doldurulmus L demirleri igerisine gdmiildii. Daha sonra tiim
gruplar hazirlanan dikdortgen seklindeki kiiciik kartonlarin L demirleri igerisine
dokuya degmeyecek sekilde yerlestirilmesiyle isimlendirildi ve bdylece doku takip

islemi siireci tamamlandi.

Tablo 3.4. Damar dokularina ait doku takip agamalar1

Kimyasallar Siire

Akarsuda yikama 8 saat
%70’lik alkol 1 saat
%80°1ik alkol 1 gece
%9611k alkol 1 saat
%100°lik alkol 2 saat
%100°lik alkol 2 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Paraplast 1 saat
Paraplast 1 saat
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3.11.1. Kesit Alma

Parafine gdmiilii kesitlerden 151k mikroskobik ve stereolojik analizler igin rotary
mikrotom (Leica RM2245) kullanilarak 5 pm kalinlhiginda kesitler alindi. Alinan
kesitler su sicakligi 45°C olan benmari havuzuna (Leica RM2245) konuldu. Benmari
havuzunda alinan kesitler, boyama islemlerinin yapilabilmesi i¢in lamlara alindi.
Lamlara alinan kesitler 58°C’lik sicakliktaki etiivde bir gece siiresince bekletilerek
dokulardan paraplastin uzaklastirilmasi saglandi. Daha sonra 151k mikroskobik ve

stereolojik analizler i¢in dokular Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandi.
3.11.2. Hematoksilen-Eozin Boyama

Boyama islemi Oncesinde deparafinizasyon asamast gergeklestirildi.

Deparafinizasyon asamasinda asagidaki protokol uygulandi (Tablo 3.5.).

Tablo 3.5. Deparafinizasyon protokolii

Kimyasallar Siire
Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Ksilen 15 dakika
%100’ Lik alkol 5 dakika
%9611k alkol 5 dakika
%80°1ik alkol 5 dakika
%70’1ik alkol 5 dakika
Akan su 5 dakika
Distile su 5 dakika

Deparafinizasyon asamasindan sonra boyama islemine gecildi. Oncelikli olarak
suyu yogun olan kesitlerden su uzaklastirildi. Daha sonra asagidaki tabloda gosterilen

boyama protokolii uygulandi (Tablo 3.6.).
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Tablo 3.6. Hematoksilen&Eozin boyama protokolii

Kimyasallar Siire
Hematoksilen 10 dakika
Distile su 2 dakika
%70’lik alkol 10 saniye
Eozin 20 saniye
%70’1ik alkol 5 dakika
%80’1ik alkol 5 dakika
%9611k alkol 5 dakika
%100’ Lik alkol 5 dakika
Preparat kurutma 1 dakika
Ksilen 15 dakika

Entellan ile kapama

3.11.3. Stereolojik Analizler

Kesitlerin 151tk mikroskobik analizleri, Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan kamera

eklentili 151k mikroskobu ile ¢ekilen goriintiiler lizerinde gerceklestirildi.

Cavalieri prensibi herhangi bir yapmin hacmini veya yapiyr olusturan
bilesenlerin hacmini ve bu bilesenlerin birbirine olan hacim oranlarini
hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Bu nedenle oncelikli olarak, hacim hesaplamasi
yapilmak istenen yapi rastgele bir baslangicla araliklar1 daha 6nceden belirlenmis olan
paralel kesitlerle dilimlenmektedir. Daha sonra dilimlerin yilizey alanlar1 ve
yiikseklikleri ¢arpilarak hacim hesaplamasi yapilmaktadir. Yiizey alanin1 bulabilmek
icin her bir kesitin yiizeyine diizenli bir sekilde olusturulmus nokta cetveli konulur ve
kesit yiizeylerinde ilgili yapiyla kesisen bu noktalar tek tek sayilir ve toplam nokta
say1s1 hesaplanir. Elde edilen toplam nokta sayisi, her bir noktanin temsil ettigi birim

alanla ve kesit kalinliiyla ¢arpilarak istenilen yapinin muhtemel hacmi bulunur.

Calismamizda Cavalieri metodu i¢in aort dokusundan, kesit kalinligi 5 mikron
olmak {izere, bir noktadan rastgele baslanarak kesitler alindi. Daha sonra H&E ile
boyanmis olan kesitlerden, mikroskop yardimiyla 4’liik biiylitmede genel goriintiiler

elde edildi. Elde edilen goriintiilerde tunika media, tunika adventisya ve liimen igin
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ayr1 ayri alan dl¢timleri yapildi. Hesaplanan degerler kesit kalinligiyla ¢arpilarak ilgili

yapilarin hacim degerleri tespit edildi.
3.11.4. Periyodik asit-Schiff (PAS) Boyama

Boyama islemi 6ncesinde deparafinizasyon asamasi gergeklestirildi (Tablo 3.5.)
Deparafinizasyon asamasi sonrast boyama islemine ge¢ildi. Daha sonra asagidaki

tabloda gosterilen boyama protokolii uygulandi (Tablo 3.7.).

Tablo 3.7. Periyodik asit-Schiff (PAS) boyama protokolii

Kimyasallar Siire
Periodic Acid 0,8% soliisyonu 15 dakika
Distile su 3 dakika
BioSchiff reaktifi 15 dakika
Sulfite soliisyonu (3 degisim) 2 dakika
Distile suyu 3 dakika
Hematoxylin ML 3 dakika
Distile su 3 dakika
%70’1ik alkol 5 dakika
%95°1ik alkol 5 dakika
%100’ Lik alkol 5 dakika
Ksilen 15 dakika

Entellan ile kapama

3.12. istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar “ortalama + ortalamanin standart hatasi”
seklinde ifade edildi. Veriler SPSS v21 istatistik programina girilerek dagilim
ozelliklerinin belirlenmesi igin Shapiro-Wilk normallik testi yapildi. Gruplara goére
normal dagilan verilerin karsilastirilmasinda Tek yonlii varyans analizi kullanild1 ve
coklu karsilastirmalar Duncan ve Tamhane’s T2 testleri ile incelendi. Gruplara gore
normal dagilmayan verilerin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi ve

coklu karsilastirmalar Dunn testi ile incelendi. Onem diizeyi p<0.050 olarak alind1.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Deney Hayvanlarina Ait Genel Bulgular

Tiim siganlarda baslangic, 4, 8 ve 12. haftalarda kuyruk veninden alinan kan ile
glukometre kullanilarak tokluk kan glikozu tayini yapilmistir. STZ ile diyabet
indiiksiyonu yapilan gruplarda 3. giin yapilan 6l¢iimde kan glikozu degeri 300 mg/dL
tizerinde olan sigcanlar diyabet olarak kabul edilmistir. Baslangi¢ kan glikoz diizeyleri
arasinda gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). 4 haftalik periyodlarla
dlciilen kan sekeri degerleri DM ve DM+IDE gruplarinda kontrol gruplarima kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmus, (p<0.001) DM ve DM-+IDE
grubu arasinda ise bir farklilik gériilmemistir (p>0.05) (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Sicanlarin haftalara gore kan glikozu ortalama degerleri

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli farklilik diizeyini
ifade etmektedir (n=13).

Sicanlarin baglangic, 4, 8 ve 12. haftalardaki viicut agirliklar1 kaydedilmistir.
Baslangi¢ viicut agirliklart agisindan deney gruplari arasinda bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05). Diyabet modeli olusturulan gruplarda 8. ve 12. haftalarda
viicut agirliklar1 kontrol gruplarma gdére anlamli sekilde azalmistir (p<0.001). IDE
tedavisinin kontrol ve diyabet hayvanlarinda viicut agirligi iizerine bir etkisi

olmamistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Sicanlarin haftalara gore ortalama viicut agirliklari

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli farklilik diizeyini
ifade etmektedir (n=13)

Tiim hayvanlarin 4, 8 ve 12. haftanin sonunda giinliik su ve yem tiiketim
miktarlar1 kaydedilmistir. Diyabet gruplarinda giinliik su tiiketimi 4. haftadan itibaren
kontrol gruplarina kiyasla anlamli sekilde artmistir (p<0.001). Gilinliikk besin
tilkketimleri ise 4. hafta gruplar arasinda farklilik gostermezken 8 ve 12. haftalarda her
iki diyabet grubunda da kontrol gruplarma kiyasla artmistir. IDE tedavisinin kontrol

ve diyabet hayvanlarinda su ve besin alimi iizerine bir etkisi olmamistir (Sekil 4.3).

62



Su Miktari (mL/giin)

Besin miktari (g/giin)

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli farklilik diizeyini
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Sekil 4.3. Siganlarin haftalara gore giinliik su-yem tiiketim miktarlar

ifade etmektedir (n=6)

4.1.2. Kan Basinci Bulgulan

12. hafta sonunda karotis arter kateterizasyonu ile dogrudan kan basinci 6l¢iimii
sonucu elde edilen ortalama arteriyel kan basinci degerleri DM grubunda kontrole
kiyasla azalmis (p=0.019) DM+IDE grubunda ise DM grubuna kiyasla artmistir

(p=0.034). Diyabet olusturulmayan sicanlarda IDE tedavisinin kan basinci iizerine bir

etkisi olmamistir (p>0.05) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Sicanlarin 12. hafta sonunda ortalama arteriyel kan basinci degerleri

*p<0.05 kontrol grubuna, #p<0.05 DM grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli farklilig:
ifade etmektedir (n=6-8)

4.1.3. Biyokimyasal Analiz Bulgular
12. haftanin sonunda sakrifiye edilen siganlardan alinan kandan HbAlc, LDL,
HDL, total kolesterol ve trigliserit diizeyleri dlgiildii. HbAlc seviyeleri diyabetik

gruplarda kontrol gruplarina kiyasla anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.001).

Idebenon tedavisinin HbAlc diizeyi iizerine etkisi olmamustir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Siganlarin 12. hafta sonunda HbA lc degerleri

***n<0.001 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli farklilig1 ifade etmektedir (n=6)

DM ve DM+IDE gruplarinda LDL diizeyleri kontrole kiyasla artmis (p<0.01)
olup HDL ve trigliserit diizeyleri agisindan gruplar arasinda bir farklilik

gbzlenmemistir. Total kolesterol ise DM grubunda kontrole kiyasla yiiksek olup IDE
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tedavisi alan diyabetik hayvanlarda kontrol ve DM gruplarina gdre anlamli bir

degisiklik meydana gelmemistir (Sirastyla p=0.197 ve p=0.398) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Siganlarin 12. hafta sonunda HDL, LDL, total kolesterol ve trigliserit diizeyleri
**p<0.01 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli farklilig1 ifade etmektedir (n=6)
4.1.4. Izole Organ Banyosu Bulgular

Sicanlar 12. haftanin sonunda sakrifiye edilerek torasik aortlarinda KCl ve
fenilefrin ile kasilma ve fenilefrin ile prekontrakte edilmis dokuda asetilkolin ve

sodyum nitroprussit ile gevseme yanitlar: alinmistir.
4.1.4.1. izole Torasik Aortta KCl ile Kasilma Yanitlar

80 mM KClI tiim deney gruplarina ait izole torasik aort dokusunda kasilma yaniti
meydana getirmistir. Kasilma yanitlar1 agisindan gruplar arasinda bir farklilik

goriilmemistir (p>0.05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Siganlara ait izole torasik aort dokularinda 80 mM KCl ile kasilma yanitlar1 (n=6-10)
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4.1.4.2. izole Torasik Aortta Fenilefrin ile Kasilma Yamitlar

izole sigan torasik aort dokularma 10%-10° M arahiginda fenilefrin (PE)
kiimiilatif olarak ilave edilmis, tiim dokularda konsantrasyona bagli olarak artan
kasilma yanitlart meydana gelmistir. Kasilma yanitlar1 agisindan gruplar arasinda bir

farklilik goriilmemistir (p>0.05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Siganlara ait izole torasik aort dokularinda 10%10° M fenilefrin ile kasilma yanitlart
(n=6-10)

4.1.4.3. izole Torasik Aortta Asetilkolin ile Gevseme Yamtlar

Endotel bagimli gevsemedeki degisikliklerin  degerlendirilmesi  i¢in
submaksimal konsantrasyonda PE (10 M) ile kontrakte edilen izole aort dokulari
lizerine kontraksiyon platoya ulastiginda 107-10% M araliginda asetilkolin (ACh)
kiimiilatif olarak ilave edilmis, tiim dokularda konsantrasyona bagli olarak artan
gevseme yanitlart meydana gelmistir (Sekil 4.9). Maksimum gevseme yanitt DM
grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azalmis (p=0.006), DM+IDE
grubunda ise DM grubuna kiyasla artmistir (p=0.003) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. Fenilefrinle prekontrakte edilmis izole sigan aort dokularinda kiimiilatif ACh (107'-
10 M) ile gevseme yanitlari

*p<0.05, **p<0.01 kontrol grubuna ve #p<0.05 DM grubuna kiyasla istatistiksel anlamli
farklihig: ifade etmektedir (n=6-11)
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Sekil 4.10. Fenilefrinle (10° M) prekontrakte edilmis izole sigan aort dokularinda kiimiilatif
ACh (107-10* M) ile maksimum gevseme yanitlart

*p<0.05 kontrol grubuna ve #p<0.05 DM grubuna kiyasla istatistiksel anlamli farklilig: ifade
etmektedir (n=6-11)

4.1.4.4. izole Torasik Aortta Sodyum Nitroprussit ile Gevseme Yanitlar

Endotelden bagimsiz gevsemedeki degisikliklerin degerlendirilmesi ig¢in
submaksimal konsantrasyonda fenilefrin (10 M) ile kontrakte edilen izole aort
dokular1 iizerine kontraksiyon platoya ulastiginda 10®8-10* M araliginda Sodyum
Nitroprussit (SNP) kiimiilatif olarak ilave edilmis, tiim dokularda konsantrasyona
bagl olarak artan gevseme yanitlart meydana gelmistir. Gevseme yanitlari agisindan
gruplar arasinda bir farklilik goriilmemistir (p>0.05) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Fenilefrinle (10 M) prekontrakte edilmis izole sican aort dokularinda kiimiilatif
SNP (108-10"* M) ile maksimum gevseme yanitlar1 (n=6-10)
4.1.5. Aort Dokusunda Western Blot Analizleri
12. haftanin sonunda aort dokularinda eNOS, ICAM-1, TNF-a ve NOX2 protein

ekspresyonlari immunblotlama ile yar1 kantitatif olarak degerlendirilmistir.
4.1.5.1. idebenon Tedavisinin eNOS Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Idebenon tedavisinin diyabetik sicanlarda vaskiiler endotel disfonksiyonu
lizerine olan etkisinin degerlendirilmesi i¢in aort dokularinda eNOS protein
ekspresyonu western blot ydntemiyle belirlenmistir. IDE+DM grubunda eNOS

ekspresyonu artig egilimi gostermekle birlikte de bu artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir (p>0.05) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. idebenon tedavisinin saglikli ve diyabetik sigan aort dokularinda eNOS protein
ekspresyonlari {izerine etkisi

eNOS ve B-aktin protein bantlarini gosteren temsili membran goriintiisii ve B-aktin’e gore
normalize edilen eNOS protein bantlarinin dansitometrik analizi (n=5)

4.1.5.2. idebenon Tedavisinin ICAM-1 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Idebenon tedavisinin diyabetik sicanlarda vaskiiler endotel disfonksiyonu
lizerine olan etkisinin degerlendirilmesi i¢in aort dokularinda vaskiiler hasar
belirteclerinden biri olan ICAM-1 protein ekspresyonu western blot yOntemiyle

belirlenmistir. ICAM-1 ekspresyonu acisindan gruplar arasinda bir farklilik
goriilmemistir (p>0.05) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Idebenon tedavisinin saglikli ve diyabetik sican aort dokularinda ICAM-1 protein
ekspresyonlari tizerine etkisi

ICAM-1 ve B-aktin protein bantlarin1 gosteren temsili membran goriintiisii ve B-aktin’e gore
normalize edilen ICAM-1 protein bantlarinin dansitometrik analizi (n=5)
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4.1.5.3. idebenon Tedavisinin TNF-o Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Idebenon tedavisinin diyabetik sicanlarda vaskiiler endotel disfonksiyonu
lizerine olan etkisinin degerlendirilmesi i¢in aort dokularinda inflamasyon
belirteglerinden biri olan TNF-a protein ekspresyonu western blot yontemiyle
belirlenmistir. TNF-a ekspresyonu DM grubunda kontrole kiyasla artmis (p<0.01)
DM-+IDE grubunda ise DM grubuna kiyasla azalmistir (p=0.002) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. idebenon tedavisinin saglikli ve diyabetik sican aort dokularinda TNF-a protein
ekspresyonlari tizerine etkisi

TNF-a ve B-aktin protein bantlarini gdsteren temsili membran goriintiisii ve p-aktin’e gore
normalize edilen TNF-a protein bantlarinin dansitometrik analizi (n=5)

**p<0,01 kontrol grubuna, ##p<0,01 DM grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli farklilig:
ifade etmektedir.

4.1.5.4. idebenon Tedavisinin NOX2 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Idebenon tedavisinin diyabetik siganlarda vaskiiler endotel disfonksiyonu
lizerine olan etkisinin degerlendirilmesi i¢in aort dokularinda oksidatif stres
belirte¢lerinden biri olan NOX2 protein ekspresyonu western blot yontemiyle
belirlenmistir. NOX2 ekspresyonu DM grubunda kontrole kiyasla artmis (p<0.001)
DM+IDE grubunda ise DM grubuna kiyasla azalmistir (p=0.008) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. idebenon tedavisinin saglikli ve diyabetik sigan aort dokularinda NOX2 protein
ekspresyonlari lizerine etkisi

NOX2 ve B-aktin protein bantlarini gosteren temsili membran goriintiisii ve B-aktin’e gore
normalize edilen NOX2 protein bantlarinin dansitometrik analizi (n=5)

***p<0.001 kontrol grubuna, ##p<0.01 DM grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
farklilig1 ifade etmektedir.

4.1.6. Histopatoloji Bulgular

12 haftanin sonunda formaldehit i¢inde fikse edilip parafine gomiilen sican
torasik aort dokularindan alinan kesitlerde hematoksilen&eozin ve P.A.S boyamalari

yapilmis, 151k mikroskopu goriintiileri kaydedilmistir.

KONTROL ve KONTROL+IDE grubuna ait sigan aortunun histolojik olarak
normal goriiniimde oldugu goriilmektedir. KONTROL grubunda elastin lameller ve
intima tabakasi diizenli yap1 gosterirken DM grubunda yapisal biitlinliiglin bozuldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte, DM+IDE grubunda ise tabakalarin normal dizilim

gosterdigi ve yapisal biitiinliigiin korundugu dikkat ¢gekmektedir (Sekil 4.16-19).
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Sekil 4.16. KONTROL grubuna ait temsili aort 6rneginin kiiclik (x4) (A) ve biiyiik (x40) (B)
biiyiitmede elde edilen temsili goriintiisii.

(H&E boyama, *: Tunika mediya tabakasi, Oklar: Tunika intimada yerlesik entodel hiicre
cekirdekleri)
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200 pm

Sekil 4.17. KONTROL+IDE grubuna ait temsili aort drneginin kiigiik (x4) (A) ve biiyiik (x40)
(B) biiytitmede elde edilen goriintiisii

20 ym

(H&E boyama, *: Tunika mediya tabakasi, Oklar: Tunika intimada yerlesik entodel hiicre
cekirdekleri)
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Sekil 4.18. DM grubuna ait temsili aort 6rneginin kiigiik (x4) (A) ve biiyiik (x40) (B) biiylitmede
elde edilen goriintiisii.

(H&E boyama, *: Tunika mediya tabakasi, Oklar: Tunika intimada yerlesik entodel hiicre
cekirdekleri)
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\\

Sekil 4.19. DM+DE grubuna ait temsili aort drneginin kiiciik (x4) (A) ve biiyiik (x40) (B)
biiylitmede elde edilen goriintiisii.

20 ym

(H&E boyama, *: Tunika mediya tabakasi, Oklar: Tunika intimada yerlesik entodel hiicre
cekirdekleri)
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Periyodik asit-Schiff bazi boyama (P.A.S) dokularda suda ¢6ziinmeyen
polisakkaritleri belirlemek amaciyla yapilmaktadir. Periyodik asit ile sekerlerdeki
komsu dioller arasinda meydana gelen tepkimeden bir ¢ift aldehit olusur. Bu aldehitler
Schiff ayiraci ile tepkime vererek mor-magenta rengi verirler. P.A.S neticesinde,
kontrol ve diyabetik siganlardan olusan gruplarin aortlarinda glikojen birikimi oldugu
gozlenmektedir (Sekil 4.20). Kontrol grubuna ait aortlarda P.A.S pozitif bolgelerin
daha diisiik yogunlukta oldugu gdzlenmektedir. Ancak KONTROL+IDE grubunda,
KONTROL grubuna gore PAS pozitif bolgelerin yogunlugunda azalma oldugu

goriilmektedir.

Diyabetik sicanlara ait aortlarin tunika intimasinda kademeli glikojen birikimi
oldugu P.A.S pozitif bolgelerin tespiti ile gézlenmektedir. DM grubunda KONTROL
grubuna kiyasla P.A.S pozitif bolgelerin daha yogun oldugu gdzlenmektedir.
DM-+IDE grubunda ise P.A.S pozitif bdlgelerin yogunlugunda bir kademe azalma

goriilmektedir.
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Sekil 4.20. Tiim gruplara ait temsili aort dokular1 enine kesitlerinin Periyodik asit-Schiff (PAS)
yontemi ile boyama goriintiileri.

(TM=Tunika Mediya, TA=Tunika Adventisya, *= Tunika intima, Oklar=PAS(+))

(A) KONTROL grubu siganlarin aort yapisi (4x biiyiitme)

(B) KONTROLAIDE grubu siganlarin aort yapisi (4x biiyiitme)

(C) DM grubu siganlarin aort yapisi (4x biiyiitme)

(D) DM+IDE grubu siganlari aort yapisi (4x biiyiitme)

(E) Biiyiik Biiylitmede KONTROL grubu siganlarin aort yapist (40x biiyiitme)

(F) Biiyiik Biiyiitmede KONTROL+IDE grubu siganlarin aort yapisi (40x biiyiitme)
(G) Biiyiik Biiylitmede DM grubu siganlarin aort yapist (40x biiyiitme)

(H) Biiyiik Biiyiitmede DM+IDE grubu siganlarin aort yapisi (40x biiyiitme)
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Stereolojik analizler ile aort liimeni ¢api, media ve adventisya tabakalarinin
kalinlig1 ve damar duvary/liimen ¢ap1 orani hesaplanmistir. Liimen genisliginin DM
grubunda KONTROL grubundakinden farkli olmadig1 ancak Idebenon tedavisi alan
KONTROL+IDE ve DM+IDE gruplarinda sirastyla KONTROL ve DM gruplarina
kiyasla liimen ¢apinda artis oldugu bulunmustur (Sekil 4.21) (p=0.011 ve p=0.006).
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Sekil 4.21. idebenon tedavisinin saglikli ve diyabetik sicanlarda torasik aort liimen ¢apina etkisi

*p<0.05 kontrol grubuna, ##p<0.01, ###p<0.001 DM grubuna kiyasla istatistiksel anlamli farklilig:
ifade etmektedir.

Tunika mediya kalinligit KONTROL grubunda 468.597+10.396 nm olarak
6l¢iilmiis olup DM grubunda diiz kas hiicre dejenarasyonuna bagli olarak bu kalinligin
azaldig1 (p<0.001) DM+IDE grubunda ise DM grubuna kiyasla arttig1 bulunmustur
(p=0.008) (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. idebenon tedavisinin saglikli ve diyabetik siganlarda torasik aort mediya tabakasi
kalinligina etkisi

*p<0.05 Kkontrol grubuna, ##p<0.01, ###p<0.001 DM grubuna kiyasla istatistiksel anlamli
farklilig1 ifade etmektedir.
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Bag dokusundan olusan adventisya tabakasinin kalinligt KONTROL grubu
sicanlarda 207.2934+120.04 nm olarak ol¢iilmiis olup gruplar arasinda farklilik
goriilmemistir (p>0.05) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Idebenon tedavisinin saglikli ve diyabetik sicanlarda torasik aort adventisya tabakasi
kalinligina etkisi

Vaskiiler duvar/limen orani arter stenozun derecesini gosteren onemli bir
parametredir. DM grubunda mediya tabakasinin kalinligindaki azalmaya bagli olarak
liimenin vaskiiler duvara oran kontrol gruplarma kiyasla artmis, DM+IDE grubunda

ise DM grubuna kiyasla bir degisiklik meydana gelmemistir (p>0.05) (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. idebenon tedavisinin saglikli ve diyabetik sicanlarda torasik aort liimen/vaskiiler
duvar oranina etkisi

***p<0.001 kontrol grubuna, ###p<0.001 DM grubuna kiyasla istatistiksel anlamli farklilig:
ifade etmektedir.
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4.2. Tartisma

Calismamizda streptozotosinle diyabet olusturulmus siganlarda idebenon
tedavisinin vaskiiler endotel disfonksiyonu iizerine etkileri aragtirilmistir. Diyabetik
siganlarin torasik aortunda asetilkolinle indiiklenmis gevseme yanitlar1 azalmis;
idebenon tedavisiyle diizelmistir. Ortalama arteriyel kan basinci diyabetik grupta
azalirken idebenon tedavisiyle kontrol grubuna benzer seviyelere ulasmistir. Idebenon
uygulamasi; siganlarda aort dokusunda diyabete bagli artan TNF-a ve NOX2 protein
diizeylerini azaltmig, media tabakasindaki diyabet kaynakli atrofiyi diizeltmistir.
Idebenon tedavisi bu modelde vaskiiler endotel hasarmna karsi koruyucu etkiler

meydana getirmistir.

Diyabet hiperglisemi ve kronik komplikasyonlari nedeniyle diinya ¢apinda en
onemli saglik sorunlarindan biridir. Prevalansi diinya genelinde giderek artmaktadir.
Retinopati, nefropati ve ndropati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlar, yasam
kalitesini 6nemli o6lgiide bozmaktadir. Ote yandan, pek ¢ok diyabet hastasi,
aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliga bagli olan miyokardiyal enfarktiis, kalp
yetmezligi, inme gibi makrovaskiiler komplikasyonlar nedeniyle hayatlarini
kaybetmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet hastalarinda diyabet
olmayanlara kiyasla 10-15 y1l daha erken ortaya ¢ikmaktadir. (Lunder vd., 2021).

Vaskiiler disfonksiyon, tip 1 ve tip 2 diyabette ortak olarak goriilmekte olup
vazodilatasyondaki bozulma, ateroskleroz, hipertansiyon ve vaskiiler kalsifikasyon ile
sonuglanabilmektedir (Chatham vd., 2020). Diyabetik makrovaskiilopati, biiyiik
arterlerde artan sertlik ve sistolik hipertansiyona yol agan yapisal ve fonksiyonel
degisikliklerle iligkilidir. Yapisal degisiklikler esas olarak duvar bilesenlerinin
glikasyonundan kaynaklanirken fonksiyonel degisiklikler endotel disfonksiyonundan
kaynaklanmaktadir. Diyabet ile aterosklerotik vaskiiler hastaliklarda baglanti
kurulmasina neden olan pek ¢ok fizyolojik bozukluk vardir. Bunlar arasinda endotel
disfonksiyonu, diiz kas hiicresi disfonksiyonu, artmis platelet aktivitesi, tromboz ve
pihtilagma egilimi ile birlikte bozulmus fibrinoliz ve inflamasyon yer alir. Bununla
birlikte, bu patolojik baglantilarin ortak en 6nemli ortak noktasi endotel disfonksiyonu
kabul edilmektedir (Rahman vd., 2007). Arteriyel hipertansiyon, hiperkolesterolemi,
diabetes mellitus ve sigara kullanimi1 gibi klasik kardiyovaskiiler risk faktorlerinin

tiimii endotel disfonksiyonu ile iligkilendirilmektedir (Daiber vd., 2017).
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Endotel, arteriyel tonus ve kan akiginin regiilasyonunda Onemli bir rol
oynamaktadir. Bu baglamda, endotel, NO, prostasiklin ve endotelde iiretilen
hiperpolarize edici faktor (EDHF) gibi vazodilator molekiillerin ve endotelin-1 (ET-1)
ve anjiyotensin II dahil olmak tizere vazokonstriktorlerin iiretimini diizenler. Endotel
bagimli vazodilatorlerin {iretimi i¢in uyaranlar; asetilkolin, trombin, serotonin,
anjiyotensin Il ve adrenalin gibi fizyolojik faktorlerdir. Genel olarak bu faktorler
vaskiiler diiz kas tizerindeki dogrudan etkileri yoluyla vazokonstriksiyona sebep
olurken; normal arteriyel agikligi silirdiirmek igin endotelden NO ve diger
vazodilatorler tretilirler. (Tabit vd., 2010). Birgok ¢alisma ile tip 1 ve tip 2 diabetes
mellituslu hastalarin koroner ve periferik arterlerinde endotele bagli vazodilatasyonun
azaldig1 gosterilmistir (Beleznai vd., 2011; Besic vd., 2017; Cao vd., 2021; de la Cruz-
Ares vd., 2020; Tacito vd., 2017). Endotel disfonksiyonel oldugunda, vazokonstriktor
etkiler vazodilatorlerle dengelenmez ve arteriyel tonus artar. Patolojik durumlar,
endotelin-1 ve endotelde fretilen diger vazokonstriktorlerin  artist ile

iliskilendirilmektedir. Bunlar vazospazmi ve arteriyel tonusu artirabilmektedir.

Tip 1 diyabet hastalarm1 kapsayan bir meta-analiz sonucunda endotel
disfonksiyonunun kii¢iik damarlardan ziyade biiyiik damarlar etkiledigi goriilmustiir
(Lespagnol vd., 2020). Diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin temeli olan endotel
disfonksiyonu konu alan hayvan caligmalarinda da agirlikli olarak siganda STZ ile
indiiklenmis diyabet modeli ve aort damari se¢ilmistir (Adel vd., 2014; Elcioglu vd.,
2011; Engin vd., 2021; Ikubo vd., 2011; Malakul vd., 2011; Wang vd., 2008). Bu
nedenle calismamizda temini, barinma kosullarinin uygunlugu ve diinyada bilimsel
caligmalarda siklikla kullanilmasi sebebiyle Wistar albino sigan (Sengupta, 2013) ve
tip 1 diyabet hastaligina en yakin model olarak kabul goéren STZ ile olusturulmus
diyabet modeli (Wang vd., 2008) tercih edilmistir. STZ dozu 50 mg/kg olarak
secilmistir. Literatiire gore 50-65 mg/kg arasindaki dozlar hiperglisemi (20-30
mmol/L) saglamakla beraber insiilin uygulanmamasina ragmen ciddi ketozise yol
acmamaktadir. 75 mg/kg ve lizeri dozlarda ise insiilin uygulamasi yapilmadig:
durumda kisa siire igerisinde spontan ketozise bagli 6liim meydana gelebilmektedir
(Wei vd., 2003). Calismamizda sicanlarda diyabete bagli komplikasyon gelisimi igin
STZ uygulamasindan sonra 8 hafta beklendi. Ardindan 4 hafta siire ile idebenon veya
¢oziicii uygulandi. Tiim bu siire boyunca hi¢bir deney grubuna insiilin uygulanmadi.

12 haftalik siirenin sonunda diyabetik gruplarda %22 oraninda kayip meydana geldi.
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Aynimodel ile yapilan ¢aligmalarda da diyabetik sicanlardaki mortalite oranlar1 benzer
bulunmustur (Kuo vd., 2015; Wei vd., 2003). Idebenon dozu ¢ogunlukla santral sinir
sistemi ile ilgili sigan ¢alismalarinda olmak tizere akut ve kronik uygulama amaciyla
20-200 mg/kg olarak secilmis olup, lipofilik karakterinden dolay1 genellikle sudaki
stispansiyonu oral yolla verilmistir (Akpinar vd., 2021; Beta vd., 1997; Grieb vd.,
1998; Heitz vd., 2012; Nitta vd., 1994). Bizim de ¢aligmamizda literatiir bilgisinden
hareketle etkili olacagini diisliniilen 100 mg/kg dozunda idebenon suda siispande
edilerek oral gavajla uygulandi. Sicanlarda yapilan akut, subakut ve kronik toksisite
calismalar1 taranarak idebebonun bu dozda toksik etki yapmadigi dogrulandi

(Anonymous, 2008; Nagy, 1990).

Hiperglisemi, polidipsi, poliiiri, glikoziiri, polifaji, gastrik disfonksiyon,
aciklanamayan kilo kaybi ve yorgunluk gibi diyabetin insanlardaki yaygin
semptomlar1 STZ ile tip 1 diyabet indiiklenmis siganlarda da gozlenmektedir (Wang-
Fischer ve Garyantes, 2018). Literatiire paralel sekilde ¢alismamizda 12. haftada
Olctimii gerceklestirilen HbAlc degerleri ve 4 haftalik periyodlarla takip ettigimiz kan
glikozu, giinliik su ve yem tiiketimi diyabetik siganlarda kontrol gruplarindan anlaml
sekilde yiiksek, viicut agirliklart ise diisiik olarak tespit edildi (Malakul vd., 2011;
Marvibaigi vd., 2021; Radovits vd., 2009; Shinbori vd., 2007; Wang vd., 2008;
Woodman ve Malakul, 2009). Diyabetik si¢anlarda besin alimindaki artisa ragmen
kilo kayb1 olmasi, glikozu metabolize edememeleri nedeniyle protein, yag depolarinin
yikiminda ve glikojen mobilizasyonundaki artisa bagl oldugu 6ne siirtilebilir (Amin
vd., 2020). idebenon uygulamasi diyabet kaynakli bu semptomlarin higbirinde
diizelmeye neden olmamistir. Buradan yola ¢ikarak idebenonun diyabeti tedavi edici

etki gostermeden endotel disfonksiyonunu diizelttigi ileri siiriilmektedir.

Diyabetik si¢anlarda kan basinci pek ¢ok ¢alisma ile uyumlu sekilde kontrol
siganlarindan daha az bulunmustur (Gallego vd., 2002; Nagareddy vd., 2005;
Pfaffman, 1980). Ancak az sayida bazi calismalarda da kan basmcinin diyabetik
sicanlarda degismedigi (Cheng ve Pang, 2004) veya arttig1 (Katayama ve Lee, 1985)
yoniindedir. Bu farkliligin nedeni belli olmamakla birlikte diyabet siiresinin
uzunluguna, kullanilan anestezik maddeye ve kan basinci 6l¢limii yontemlerine gore
degisiklik gosterebilirler. 65 mg/kg STZ ile diyabet modeli olusturulmus siganlarda 24
haftanin sonunda ateroskleroz ve hipertansiyon gelismedigi gosterilmistir (Wei vd.,

2003). Nagareddy ve arkadaglar1 STZ ile diyabet olusturulmus si¢anlarin aort
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dokularinda indiiklenebilir NOS (iNOS) ekspresyonlarinin arttigimi  eNOS
ekspresyonlarmn ise degismedigini gdstermistir (Nagareddy vd., 2005). idebenon
tedavisinin BV?2 hiicrelerinde LPS ile indiiklenen iNOS mRNA ekspresyonunu ve NO
tretimini azalttig1 gosterilmistir (Yan vd., 2018). Burdan yola ¢ikarak diyabetik
sicanlarda artan iNOS ekspresyonuna bagli olarak kan basincinda meydana gelen
azalmanin idebenon tedavisinin iNOS ve NO seviyelerini azaltarak kan basincini

kontrol grubu degerlerine yiikselttigi ileri siiriilebilir.

Endotel disfonksiyonu gelisimi olduk¢a kompleks ve multifaktoriyel bir siiregtir.
Lipit metabolizmasindaki bozukluklar agisindan tip 1 ve tip 2 DM yliksek risk
faktoriidiir. Bununla birlikte tip 2 diyabette dislipidemi daha sik karsimiza
cikmaktadir. Aterosklerozun patogenezindeki en erken olaylardan biri, arter duvarinda
lipid birikimi ve endotelde dolagan monosit ve lenfosit kaynakli makrofajlar tarafindan
modifiye veya okside diisiik yogunluklu lipoprotein (oxLDL) alimi yoluyla kdpiik
hiicrelerinin olugmasidir. Bu nedenle dislipidemi ateroskleroz gelisiminde 6nemli bir
risk faktoridiir (Hasheminasabgorji ve Jha, 2021). Endotel disfonksiyonunun 6nemli
bir diger nedeni yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) plazma konsantrasyonunun
diistik olmasidir. HDL arteriyel endotel iizerindeki dogrudan etkileriyle giiclii bir
damar koruyucu etki gostermektedir. HDL’nin en ¢ok calisilan ve en iyi bilenen
mekanizmasi basta makrofajlar ve makrofajdan tiiretilen kopiik hiicreler olmak iizere
arter duvar hiicrelerinden kolesterolii uzaklastirmasidir. Bu ozelligi ile anti-
inflamatuar, sitoprotektif, vazodilatér ve anti-trombotik etkilere neden olmaktadir
(Kontush, 2014). Diyabet hastalarinda dolagimdaki lipit miktarlarinda trigliserit ve
LDL seviyelerinde artis, HDL seviyelerinde azalma seklinde kantitatif degisiklikler
meydana gelmektedir (Farbstein ve Levy, 2012). Bunun yani sira tip 1 diyabet
hastalarinda, iyi bir glisemik kontrol saglansa bile, potansiyel olarak aterojenik olan
lipoproteinlerde cesitli kalitatif ve fonksiyonel anormallikler goriilebilmektedir
(Verges, 2020). Calismamizda siganlarin plazma trigliserit, total kolesterol ve HDL
diizeylerinde kontrol ve diyabetik gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmazken
LDL kolesterol diizeyi tedavi almayan diyabetik grupta kontrole kiyasla artti. Ancak
idebenon tedavisi bu artist diizeltmedi. Oleanolik asitin diyabetik sicanlarda
metabolizma {izerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, 50 mg/kg STZ ile DM
modeli olusturulan 6-8 haftalik Sprague Dawley sicanlarda LDL, total kolesterol ve

trigliserit seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla arttigi, HDL’nin ise azaldigi
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bulunmustur (Iskender vd., 2021). Yiiksek yagli diyet ve STZ ile tip 2 diyabet modeli
olusturulmus si¢anlarda yine benzer bicimde LDL, total kolesterol ve trigliserit
seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla arttigr, HDL’nin ise azaldigi bulunmustur
(Alshahrani vd., 2021). Literatiirde diyabetik grupta lipit parametrelerinin benzer
sekilde degisimini gosteren ¢ok sayida ¢alisma (Abo EI-Magd vd., 2021; Salau vd.,
2021; Zhang vd., 2022) bulunmakla birlikte Roehrs ve ark. STZ ile olusturulmus tip 1
diyabet sigan modelinde LDL kolesterol ve trigliserit diizeylerinde diyabetik grupta
anlamli artis saptarken total kolesterol ve HDL kolesterol diizeylerinde bir fark
olmadigini  bulmuslardir (Roehrs vd., 2014). Diyabet ¢alismalarinda lipit
parametrelerinde goriilen bu farkliliklarin segilen hayvanin tiirii, STZ dozu ve deney

stiresi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Izole organ banyosu deneylerinde damar diiz kasinda kasilma yanitlarmimn
degerlendirilmesinde ol reseptdrii agonisti fenilefrin ve G proteini kenetli
reseptorlerden (GPCR) bagimsiz bir sekilde voltaj duyarli Ca* kanallarinin agilmasini
saglayarak kontraksiyona neden olan KCIl kullanilmistir. KC1 voltaj duyarli Ca**
kanallarindan Ca*™ girisi araciligiyla depolarizasyona neden olurken, GPCR
agonistleri IP3, DAG gibi ¢ok sayida ikinci habercinin, farkli Ca** kanallarinin ve
farkli kinazlarin da aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle GPCR agonistleri
diiz kasta KCI’ye kiyasla daha yiiksek kasilma yaniti meydana getirmektedir. (Ratz
vd., 2005). Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu sekilde, KCI ile meydana gelen
kasilma yanitlar1 fenilefrin yanitlarindan diisiik bulunmustur. Ancak her iki ajanla
indiiklenen kasilma yanitlar1 agisindan gruplar arasinda bir farklilhik meydana
gorlilmemistir. STZ diyabet modeli calismalarinda sonuclar celiskilidir. KC1 ve
fenilefrin ile indiiklenmis kasilma yanitlarinin diyabetik siganlarda azaldigi (Fulton
vd., 1991; Rinaldi, 2005), arttig1 (Amin vd., 2020; Ikubo vd., 2011; Shinbori vd., 2007)
veya degismedigini (Elcioglu vd., 2011; Toblli vd., 2010) gosteren calismalar
mevcuttur. Diyabetik sicanlarda a-adrenerjik agonistlere maksimum yanitin artmadan
konsantrasyon-yanit egrisinin sola kaydigi gosterilmistir. Diyabet siiresiyle orantili bir
sekilde al agonistlere duyarliligin arttig1 ancak bu artigin ligand-reseptor afinitesinin
degismeden kismen reseptor dansitesinin artmasina kismen de ikinci habercilerdeki
degisikliklere bagli olabilecegi iddia edilmistir (Schulingkamp vd., 2005). Chang ve
Stevens’in sigan aortunda fenilefrin duyarliliginda diyabetin uzun dénem etkilerinin

incelendigi ¢aligmasinda ise diyabet siiresinin 12 hafta oldugu sicanlarda fenilefrin
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yanitlarinda degisiklik goriilmezken 52 hafta oldugu siganlarda vaskiiler sensitivitede

artis olmustur (Chang ve Stevens, 1992).

Diyabetin komplikasyonu olarak meydana gelen endotel disfonksiyonu,
vaskiiler reaktivite c¢alismalarinda fenilefrinle kontrakte edilmis aort dokusuna
asetilkolin uygulamasiyla azalan gevseme yanitlart iizerinden degerlendirilmistir.
Asetilkolinin Gq ile kenetli muskarinik Mz reseptoriine baglanmasi, PIP2’den IP3 ve
DAG olusumuna neden olmaktadir. IP3 araciliiyla hiicre i¢inde artan Ca** iyonlari,
kalmoduline baglanarak eNOS fosforilasyonuna ve bdylece NO olusumuna aracilik
etmektedir (Lu vd., 2021). Endotelden tiiretilen NO, gii¢lii bir vazodilator etkiye
sahiptir. NO vaskiiler diiz kas hiicrelerinde solubl guanilat siklazi (sGC) uyararak
siklik GMP (cGMP) olusumunu indiiklemektedir. cGMP, sitozolik kalsiyumun
sarkoplazmik retikuluma geri alinmasini, kalsiyumun hiicre disina atilmasini ve
kalsiyumla aktive olan potasyum kanallarinin agilmasini saglayan protein kinaz G'yi
(PKG) aktive eder. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu azalir ve miyozin hafif zincir
kinaz (MLCK) artik miyozini fosforile edemez ve diiz kas hiicrelerinde gevseme

meydana gelir (Zhao vd., 2015).

Endotel disfonksiyonu eNOS kaynakli NO biyoyararlaniminda azalma ile ifade
edilmektedir (Sharma vd., 2015). Her ne kadar diyabetik sican aortunda eNOS
ekspresyonundaki azalmaya bagli olarak endotel bagimli gevseme mekanizmasinin
bozuldugunu ileri siiren ¢aligsmalar olsa da (Nie vd., 2019; Toblli vd., 2010) bizim
calismamizda oldugu gibi eNOS ekspresyonunun diyabetik sicanlarda degismedigini
(Shinbori vd., 2007) veya arttigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Ikubo vd., 2011).
eNOS enziminin serin 1177 bolgesi gibi bazi rezidiilerinin fosforilasyonunun enzim
aktivitesini artirdigi bilinmektedir (Eroglu vd., 2019). Diyabetik si¢an aortlarinda
fosforile eNOS (p-eNOS) seviyelerinde azalmaya paralel olarak endotelde gevsetici
faktor olan NO {iretimindeki azalmanin endotel disfonksiyonu ile iligskilendirildigi
calismalar (Engin vd., 2021; Ji vd., 2021) bulunmakla birlikte Gerardi ve arkadaslar
diyabetik siganlarda p-eNOS seviyelerinde degisiklik olmadigini gostermistir (Gerardi
vd., 2020). Diyabetik siganlarda aort dokusunda eNOS ve p-eNOS ekspresyonunun
artmasina veya degismemesine ragmen yine de muskarinik reseptdr agonistlerine
verilen gevseme yanitinin bozulmasi, diyabette artan serbest oksijen radikallerinin NO
ile birleserek peroksinitrit (ONOO") formuna doniismesi ve biyoyararlaniminda

azalmaya neden oldugunu diisiindiirmektedir. Buna paralel olarak literatiirde diyabetle
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iligkili endotel disfonksiyonun kismen, iNOS'tan NO {iretiminin paradoksal artisindan
kaynaklandigini da gosteren giiclii kanitlar bulunmaktadir (Gunnett vd., 2003; Gunnett
vd., 2001; Pieper vd., 1998).

Nitrik oksit dondrii olan sodyum nitroprussit endotel tabakasindan bagimsiz
sekilde wvaskiiler diiz kas {izerinde direkt etkilidir (Hofni vd., 2017). Bizim
calismamizda da diyabetik hayvanlarda kontrol grubuna kiyasla gevseme yanitlarinda
bir degisiklik meydana gelmemistir. Fenilefrinle prekontrakte edilmis aort dokularinda
SNP ile elde ettigimiz gevseme yanitlar1 diger diyabet ¢alismalariyla uyumludur
(Gromotowicz-Poplawska vd., 2019; Hofni vd., 2017).

NF-xB yolagi en ¢ok caligilan inflamatuar yolaklardan biridir. NF-xB, niikleusta
TNF-0, IL-6 ve MCP-1 gibi downstream hedef proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu indiiklemektedir (Liu vd., 2021). Diyabetik siganlarda vaskiiler
demans modelinde idebenon tedavisinin etkilerinin arastirildigi bir calismada
idebenonun NF- kB yolagini inhibe ederek oksidatif hasar1 ve noroinflamasyonu
azaltti1 gosterilmistir (Qian vd., 2021). idebenon tedavisinin BV2 hiicrelerinde LPS
ile indiiklenen ve MPTP ile olusturulan fare Parkinson modelinde substansiya nigrada
artan NF-xB protein ekspresyonlarin1 azaltti§i ayrica striatumda TNF-a gen
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Yan vd., 2018). Farelerde kolit modelinde
idebenon tedavisi kolonda TNF-a miktarin1 azaltmistir (Shastri vd., 2020). Sepsis
kaynakli akut akciger hasari sican modelinde TNF-a ve IL-1B diizeylerini azaltarak
koruyucu etki gostermistir (Akpinar vd., 2021). Bizim ¢alismamizda da diyabetik
sicanlarda aort dokusunda artan TNF-o seviyeleri idebenon tedavisi alan diyabetik
sicanlarda azalmistir. TNF-o’nin, NADPH oksidazlarin aktivasyonu yoluyla endotelde
ROS iiretimini artirarak vaskiiler disfonksiyona neden oldugu bilinmektedir (Zhang
vd., 2009). Gao ve arkadaslar tarafindan tip 2 diyabetik farelerde TNF ekspresyon
artisinin NOX iizerinden ROS iiretiminde artisa neden olarak endotel disfonksiyonuna
yol actigr gosterilmistir (Gao vd., 2007). Calismamizda dokuda ROS seviyelerini
6lcmesek de idebenonun cesitli deney modellerinde meydana gelen ROS olusumunu
azaltict etki gosterdigi bilinmektedir (Jiang vd., 2021; Sugizaki vd., 2019). Diyabetik
siganlarda aort dokusunda TNF-a ve NOX2 ekspresyonlarinin artmasi ve idebenon
tedavisiyle azalmasi idebebonun endotel disfonksiyonu diizeltici etkisinde bu

mekanizmanin etkili oldugunu diigiindiirmektedir.

85



Vaskiiler adezyon molekiillerinden ICAM-1 vaskiiler inflamasyonda
biyobelirteg olarak kabul edilmektedir (Li, W vd., 2016). Calismalar da diyabetik sican
aortunda ICAM-1 ekspresyonlarinin arttigini gostermektedir (Li, W vd., 2016;
Rahadian vd., 2020; Wang vd., 2008). ICAM-1 seviyelerinde diyabetik gruplarda
anlamli bir farklilik meydana gelmemesi literatiir bilgisiyle ¢elisiyor gibi goriinse de
aterosklerozun erken donemlerinde VCAM-1’in ICAM-1’e gore daha 6nemli rol
oynadig1 ve gestasyonel diyabet hastalarinda bu adezyon molekiillerinin ¢oziinebilir
formlarinin serum seviyeleri incelendiginde VCAM-1 seviyelerinde artis oldugu,
ICAM-1"de degisiklik olmadig1 gosterilmistir (Cybulsky vd., 2001; Siddiqui vd.,
2019).

Kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskili mortalitede oksidatif stresin rolii i¢in gii¢li
kanitlar bulunmaktadir. Koroner anjiyografi yapilan hastalardaki genis Olcekli bir
Klinik arastirmada, dolasimdaki okside tiyoller (sistin ve glutatyon disiilfit) ve
mortalite arasinda pozitif yonlii bir iliski bulunmustur (Patel vd., 2016). Endotelyal
ROS iiretiminin ana kaynaklari, esas olarak NOX2 ve NOX4 izoformlari olan NADPH
oksidazlardir (Gerardi vd., 2020). NADPH-oksidazdan tiiretilen ROS'un, NO ile
reaksiyona girerek peroksinitrit olugturdugu bilinmektedir. eNOS kofaktorii BH4
ONOO™ tarafindan oksidasyona duyarlidir. BH4 eksikligi eNOSu ROS iireten bir
enzime doniistirmektedir (Forstermann veLi, 2011). Calismalarda diyabetik
sicanlarda damar dokusunda oksidatif stresin bir gostergesi olarak NOX2
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Adel vd., 2014; Gromotowicz-Poplawska vd.,
2019; Zhang vd., 2021). Bu g¢alismada da damar yataginda ROS olusumunun ana
kaynagi olan NOX2 enziminin aorttaki ekspresyonunu degerlendirildi. Diyabetik
sicanlarda artan NOX2 ekspresyonunun idebenonon tedavisi ile azaldigimi goriildii.
Oksijen ve glikoz yetersizligi ile iskemi/reperfiizyon modeli olusturulmus BV2 hiicre
hattinda idebenon uygulamasi da bizim bulgumuzla uyumlu sekilde NOX2
ekspresyonunu azaltic1 etki gdstermistir (Peng vd., 2020). idebenonun diyabetle artan
NOX2 seviyelerini azaltmasi, diyabet kaynakli artan agir1 ROS iiretimini engelleyerek

damarda NO biyoyararlanimini artirdigini diisiindiirmektedir.

STZ ile olusturulmus diyabet modelinde idebenon tedavisinin etkilerini ¢ok
yonlii bir bakis acis1 ile degerlendirmek amaciyla izole edilen torasik aort dokularinda
hematoksilen & eozin ve P.A.S boyamalar1 yapilarak 151k mikroskobunda

histopatolojik incelemeler gergeklestirilmistir. Diyabet ve tedavi ile meydana gelen
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degisimleri daha objektif sekilde degerlendirmek amaciyla da Cavalieri metodu ile
aort damarmin mediya, adventisya tabakalarmin alan1 ve liimen ¢ap1 ol¢limi
yapilmistir. Endotel tabakasi dokiildiigii i¢in boyamalarda tespit edilememistir.
Adventisya tabakasmnin kalinliginda gruplar arasinda bir farklilik goriilmemekle
beraber diyabetik hayvanlarda bag dokusunun genel yapisinin bozuldugu gézlenmistir.
Tunika mediyadaki diiz kas hiicrelerinin diyabetik Siganlarda atrofiye ugrayarak bu
tabakanin kontrole gore inceldigi, idebenon alan saglikli ve diyabetik sicanlarda ise bu
tabakanin kalinliginda sirasiyla tedavi almayan kontrol ve diyabetik gruba kiyasla artig
oldugu goriilmiistiir. Liimen ¢ap1 degerlendirildiginde diyabetik hayvanlarda kontrol
grubu hayvanlarina kiyasla bir degisiklik goriillmemekle birlikte, idebenon uygulanan
hayvanlarda liimen ¢apinin genisledigi goriilmiistiir. Liimen genisliginin damar duvar
kalinligina oran1 hesaplandiginda diyabetik hayvanlarda kontrol grubuna kiyasla artis
goriilmiis ancak idebenon tedavisi bu oran1 degistirmemistir. Stereolojik analizler goz
oniinde bulunduruldugunda DM grubunda intima tabakasinin kalinliginda bir artig
olabilecegi s6z konusudur. Bizim bulgularimizdan farkli olarak 45 mg/kg STZ ile
diyabet modeli olusturulmus siganlarda 4 haftanin sonunda damar duvari/liimen oran
degismemistir (Gerardi vd., 2020). Calismalar arasindaki bu farkliliklarin diyabet
modelinde hipergliseminin siddeti ve diyabet siiresi ile iligkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Histopatolojik bulgular diyabetik siganlarda endotel bagiml
gevseme yanitlarinda azalma ile gosterdigimiz endotel disfonksiyonunu ve idebenon

tedavisinin bu fonksiyonu diizeltici etkisini destekler niteliktedir.
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5. SONUC

Sonug olarak idebenon tedavisinin diyabetik siganlarda, TNF-o ve NADPH
oksidaz araciligiyla ile indiiklenen ROS olusumunu azaltarak vaskiiler endotelyal

disfonksiyonunun diizeltilmesinde rol oynadigi diigiiniilmektedir.

eNOS enziminin fosforilasyon ile aktive olmasi sonucu meydana gelen NO
vaskiiler homeostazda rol oynamaktadir (Ikubo vd., 2011). Bu nedenle eNOS’un
fosforile formu olan p-eNOS ile birlikte degerlendirilmesi gelecek ¢alismalar igin
hedefler arasinda yer almaktadir. idebenon tedavisinin diyabetik sicanlarda azalan kan
basincinda kontrol grubuna benzer sekilde ylikselme meydana getirmesi de total NO
seviyelerindeki degisimle iligkili olabileceginden 6tiirti dokuda NO 6l¢timii yapilmasi
yararli olacaktir. Ayrica [NO]J/[ONOO7] oram1 eNOS kenetsizlenmesi, endotel
disfonksiyonu ve nitrooksidatif stres belirteci olarak kabul edilmektedir (Mason vd.,
2015). NO ile birlikte peroksinitrit konsantrasyonunun da ol¢iimii idebenon
tedavisinin etkisinin degerlendirilmesinde daha giiclii kanit saglayabilir. NOX2
ekspresyonunda azalmaya bagli olarak ROS miktarinin azaldiginin da gdsterilmesi

mekanizmanin daha net olarak ortaya konmasina yardime1 olacaktir.

Idebenonun diyabetik hastalarda vaskiiler komplikasyon gelisimine karsi
koruyucu rol oynayabilme potansiyeli daha ileri deneyler ve klinik ¢alismalarla

birlikte degerlendirilmelidir.
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