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1.0ZET

Bu calismada, siganlarda streptozotosinle olusturulan diabetes mellitus modelinde
gelisen erektil disfonksiyon ve kardiyak hemodinamik degisikliklere karsi pazi ekstresinin
tedavi edici etkileri arastirilmistir. Kontrol veya 65 mg/kg streptozotosin (STZ) ile diyabet
olusturulan Sprague Dawley si¢anlarda, 15. ci giinden baslanarak es zamanli olarak 2g/kg
paz1 ekstresi p.o. veya 6U/kg/giin s.c. olarak 45 giin boyunca uygulanmistir. Siganlarin, kalp
ve erektil fonksiyonlarin1 degerlendirmek i¢in, ekokardiyografik (EKO) inceleme ve kan
basinct (KB), intrakavernoz basing 6l¢iimii (IKB) yapilmistir. 8 hafta sonunda siganlar
dekapite edilerek, kan ve doku (kalp, aort ve korpus kavernosum ) Ornekleri alinmuistir.
Diyabete bagl olarak sol ventrikiil fonksiyonu azalmis, kan basinci ve intrakavern6z basingta
anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Hedef dokularda oksidatif hasarin gostergesi olarak
kalp, aort ve korpus kavernosum dokularinda glutatyon (GSH) seviyelerinde anlamli 6lgiide
azalma, malondialdehit (MDA) seviyelerinde anlamli derecede artis meydana gelmistir.
Ayrica dokularda siklik guanosin monofosfat (SGMP) , nitrik oksit (NO), luminol ve lusigenin
seviyelerinin degistigi goriilmustiir. Bunlara ek olarak serum asimetrik dimetil arjinin
(ADMA) ve nitrit/nitrat (NO,/NOg3’) ve laktat dehidrogenaz (LDH) seviyeleri artmistir. Pazi
ekstresi ile 6 haftalik tedavi sonunda incelenen parametrelerindeki degisimler degerleri geri
cevrilmis; organlardaki diyabet kaynakli oksidatif hasar diizelmis, kardiyak fonksiyonlar

tyilestirilmistir.

Anahtar sozciikler: Diyabet, oksidatif stres, paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla), NO, sican



2. SUMMARY

Therapeutic effects of chard (Beta vulgaris L. var. cicla) aganist erectile dysfunction and
cardiac hemodynamic changes caused by diabetes mellitus in rats.

In this study the therapoetic effects of chard (Beta vulgaris L. var. cicla) aganist
erectile function and cardiovascular parameters in diabetic rats were investigated. Sprague
Dawley rats were divided into sham-operated or 65mg/kg STZ diabetic groups, in which rats
recieved either per oral chard extract (2g/kg) or s.c. insulin (6U/kg/day) starting on by the
15°th day of the diabetes for 45 days. Blood pressure and intracavernosal pressure recording
and echocardiographic imaging were made to evaluate erectile and cardiovascular functions.
At the end of the 8’th week, the animals were decapiated and blood and tissue (heart, aort,
corpus cavenosum) samples were taken. Diabetes mellitus caused a decrease in left
ventricular function but had no effect on blood pressure and intracavernosal pressure.
Diabetes mellitus also decreased GSH levels, increased MDA levels in the heart, aort and
corpus cavernosum tissues, indicating the presence of oxidative tissue damage in peripheral
target tissues. Furthermore, elevated cGMP, NO, luminol, lucigenin levels were determined in
the tissue. In addition, ADMA, NO,/NOj3 and LDH levels were increased in serum samples.
On the other hand, 45 days-treatment with chard extract reversed all the measured parameters,
ameloriated the diabetes-induced oxidative injury in the target organs and improved cardiac

functions.

Key Words: Diabetes mellitus, oxidative stress, chard (Beta vulgaris L.var. cicla), NO, rat



3. GIRIS VE AMAC

Diyabet (Diyabetes Mellitus; DM), pankreasta insiilin sekresyonu yetersizligi
ve/veya dokunun insiiline cevap verirliginde azalma sonucu ortaya ¢ikan,
hiperglisemi ve glikoziiri ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Serbest radikallerin
zararl etkilerinin agiklanmasi ile birlikte ¢esitli hastaliklarin patogenezi bu yonde
arastirilmaya baslanmistir. Diyabetin patogenezinde rol oynayan mekanizmalari
aydinlatilirken, hiperglisemi sonucu artan serbest radikallerin oksidan hasari

tetikledigi ve pek ¢ok komplikasyonun nedeni oldugu belirlenmistir (49).

Uzun siireli hiperglisemiye maruz kalma, diyabet komplikasyonlarinin
patogenezinde birincil faktor olarak kabul edilirken (6), bu etkide oksidan hasarin
rolii lizerinde durulmaktadir. Bu baglamda diyabette goriilen noropati,
kardiyomiyopati, anjiyopati ve nefropati gibi diyabetik komplikasyonlarin hastaligin
mortalite ve morbiditesini etkilerken, gastroenteropati, mesane disfonksiyonu ve
erektil disfonksiyonun da hastanin yasam kalitesini onemli Olgiide etkiledigi

bilinmektedir (5, 49, 69).

Antidiyabetik  tedavideki amag, kan glukoz seviyesini normal diizeyde
tutmak ve diyabete bagli komplikasyonlar1 Onlemektir. Antidiyabetik ilaglarin
antihiperglisemik etkileri ve bunlarin diyabetik komplikasyonlara olan etkileri halen
degerlendirilmektedir (90). Son zamanlarda, diabetes mellitus tedavisinde bitki

ekstrelerinin rolii kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir.

Bircok tilkede, bitkiler halk arasinda diyabeti kontrol altina almak amaciyla
kullanilmaktadir. Bitkisel ilaglarin, sentetiklere gore daha az toksik ve daha az yan
etkilere sahip olduklari kabul edilmektedir. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla)

iilkemizde yaygin olarak yetisen ve halk arasinda antihiperglisemik olarak kullanilan



bir bitkidir (119). Paz1 ekstresinin hipoglisemik etkisi ¢alismalarla da gosterilmistir.
Pankreastaki azalmig beta hiicrelerinin sayisini artirarak insiilin salinimina sebep
oldugu ve kan glukoz seviyesini dengede tuttugu goriilmiistiir (20, 127). Ozsoy ve
ark. tarafindan, diyabetik si¢anlarda, pazi eksresinin artmis serum alanin, aspartat
transaminaz (ALT, AST), alkalin fosfataz (ALP) aktivitelerini, sialik asit, iirik asit ve
karaciger MDA seviyelerini disiirdiigii, viicut agirligi, kan ve karaciger GSH
seviyelerini artirdigi gosterilmistir (106). Yine streptozotosinle olusturulan diyabette
aort ve kalp dokusunda da artmis MDA seviyesini diisiirdiigii ve azalmis GSH
seviyesini yiikselttigi gosterilmistir (119). Ancak literatiirde pazi ekstresinin
diyabetik kardiyak hemodinamik degisiklikler ve erektil disfonksiyon lizerine etkisi

ile ilgili bir ¢alisma yoktur.

Sonug olarak, diyabette serbest radikal olusumu artmakta, bu radikaller de
dokularda oksidan hasara neden olmaktadir. Ayrica artan radikaller endotelde NO’i
azaltmak suretiyle endotel fonksiyonlar1 bozarak kalp hasarina ve erektil
disfonksiyona neden olabilmektedirler. Paz1 ekstresinin kan sekerini diisiiriicii etkisi
gosterilmistir. Diyabete bagli oksidan hasari azalttigin1 gosteren ¢alismalar da vardir
(106, 131). Paz1 ekstresinin radikal siipiiriicii ve antioksidan etkileri de gosterilirken,
diyabete bagli oksidan hasarda koruyucu etkilerinin olabileceginden s6z edilebilir
(97, 104).

Biitiin bu bulgular esliginde, pazi1 ektresinin diyabete bagli kardiyak
hemodinamik degisiklikler ve erektil disfonksiyon iizerindeki etkilerini incelemeyi

amacladik.



4.GENEL BIiLGILER

4.1 Diabetes Mellitus

Gilinlimiizde, yaklasik 100 milyon insan diyabet hastasidir. Bunlarin %S5-
10°luk kisminda tip I diyabet goriiliirken, %90-95’lik kisminda tip II diyabet

goriilmektedir.

Diyabet, insiilin hormon sekresyonunun azalmasi ve/veya hiicrelerin
insiilini kullanamamas1 sonucu olusan, hiperglisemi ve glikoziirinin yaninda,
lipid, karbonhidrat ve protein metabolizmalarinda bozukluga yol agan,

etyolojisinde birden fazla faktoriin rol oynadigi endokrin bir hastaliktir (21).
4.2. Diyabetin siniflandirilmasi
4.2.1. Tip | Diyabet:

Insiilin’e-bagimli diyabet (IDDM), juvenil diyabet, genclikte baslayan
diyabet olarak adlandirthir. Mutlak insiilin eksikligi s6z konusudur. Genglikte
goriilme olasilig1r daha yiiksek iken, her yasta goriilme riski vardir. Toplumda

goriilme oran1 %5-10 civarindadir. iki sekilde goriilebilir.
a-immiin mekanizma aracih diyabet:

Pankreasin beta hiicreleri otoimmun hasara ugrar. Hastalarin %85-90’minda
bir veya birden fazla antikor goériilmektedir. Tip I diyabetin en sik rastlanan
tipidir. Tedavisinde disaridan mutlaka insiilin verilmelidir. Tip I A diyabet de

denir.
b-idiyopatik diyabet:

Etyolojisi tam olarak bilinmez. Immiin mekanizma aracili diyabete gore
goriilme oran1 daha azdir. Daha ¢ok Avrupa ve Asya populasyonunda goriiliir.
Antikorlar olusmaz ve tedavisinde bazi donemlerde insiilin verilmesine gerek

kalmayabilir. Tip I B diyabet olarak da adlandirilir.



4.2.2. Tip Il Diyabet

Insiiline-bagimli  olmayan diyabet (NIDDM), eriskinlikle baslayan
diyabet diye de adlandirilir. Insiilin eksikligi gérecelidir. Tip Il diyabetin
patogenezi kompleksdir. Pankreas insiilin salgilanmasi bozulmus, hedef
dokularda insiilin direnci gelismis ve karaciger glukoz iiretimi artmistir. Serbest
yag asitleri ve glukozun kas, karaciger ve yag dokusu tarafindan kullanimi
bozulmustur. Herhangi bir yasta olabilir, fakat ozellikle 45 yas tistii goriilme
siklig1 artar. Kalitim, beslenme bozukluklari, yaslilik, obezite, aktivite azlig1 gibi
birgok faktdr patogenezinde rol oynar. Tip II diyabet, insiilin duyarlilifinda
azalma veya insiilin direnci, pankreas beta hiicrelerinde fonksiyon bozuklugu,
karacigerde glukoz tretimindeki artig ile karakterizedir. Bunun sonucunda
insiilin direnci gelisir (90). Tedavisinde diyet ve egzersiz, yeterli gelmezse oral
antidiyabetikler ve insiilin uygulanir (49, 62).

4.2.3. Gestasyonel Diyabet:

Hamilelik déneminde glukozun tolere edilememesi ile olusur. Ilk defa
hamilelik doneminde goriilmiistiir. Baz1 kadinlara sadece diyet yeterli gelirken,

bazilarinin insiilin kullanmasi gerekir.

4.2.4. Diger Spesifik Tipler:

-Beta hiicrelerindeki genetik defektler (MODY 1, 2, 3)
-Insiilin etkisindeki genetik defektler

-Pankreas hastaliklar1 (tiimorler, Kistik fibroz)
-Endokrinopatiler (Cushing sendromu)

-Ilaglar ve kimyasallar (steroidler)

-Infeksiyonlar (rubella)

-Diger genetik sendromlar

-Immiin kokenli nadir goriilen diyabet formlar1 (4)



4.3. Diyabetik Komplikasyonlar

Diabetes mellitus gilinlimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay1 hizla
yayilan yiiksek mortalite ve morbitide riski tasiyan bir hastaliktir. Diyabetli
hastalarda goriilen komplikasyonlar, morbidite ve mortalitenin ana sebebidir. Bu

komplikasyonlar akut veya kronik olabilir.
4.3.1. Akut Koplikasyonlar

En sik gorilen akut komplikasyonlar diyabetik ketoasidoz ve

hipoglisemidir.

4.3.2. Kronik komplikasyonlar

Vaskiiler Komplikasyonlar

Diyabetik kardiyomiyopati

Erektil disfonksiyon

Diyabetik nefropati

Diyabetik retinopati

Trombosit ve pihtilagsma faktorlerindeki bozukluklar
Periferik gangrenler

Serebrovaskiiler komplikasyonlar

Non-vaskiiler komplikasyonlar

Diyabetik dermopati, ayak ve bacak tlserleri ve diger cilt bozukluklar1
Katarakt olusumu

Diyabetik artropati (kemiklerde deminerilizasyon) (62, 116)

Giliniimiizde diyabetin patofizyolojisi aydinlatilirken, antidiyabetik ilaglarin
gelistirilmesi ile hipergliseminin kontrol altina alinmasi, bu hastali§a bagli akut

komplikasyonlar 6nemli oranda azaltilmistir. Kardiyomiyopati, anjiyopati gibi

7



kronik komplikasyonlar diyabetik hastada morbidite ve mortalite riskini
artirirken, erektil disfonksiyon gibi 6liimciil olmayanlar hastanin yasam

kalitesini etkilemektedir (88).
4.4. Diyabette Goriilen Kardiyovaskiiler Komplikasyonlar

Kardiyovaskiiler komplikasyonlar, diyabetik hastalarda morbidite ve
mortalite insidansini artiran ciddi komplikasyonlardir. Bir toplumda diyabetik
hastalarda kardiyovaskiiler hastalik goriilme riski, diyabetik olmayanlara gore
daha yiiksektir (27).

Diyabete bagli metabolik degisiklikler sonucu koroner aterosklerozis ve
kardiyomiyopatinin meydana geldigi bilinmektedir. Diyabetik
kardiyomiyopatinin mekanizmasi halen tam olarak aciklanabilmis degildir.
Kronik hiperglisemi sonucu; protein kinaz C aktivasyonu, poliol yolag:
aktivasyonu, ileri glikozilasyon son iriinlerinin olusumu ve glukoz
otooksidasyonu meydana gelir. Bu mekanizmalardan olusan reaktif oksijen
tiurevleri (ROT) oksidan hasardan sorumludur (27). Bu mekanizmalardan ileride

detayl olarak bahsedilecektir.

Inaguchi ve ark. tarafindan, yiiksek glukoza maruz kalan aort diiz kas ve
endotel hiicrelerinde, serbest radikal iiretiminin protein kinaz C yolagi

aktivasyonu ile arttig1 gosterilmistir (56).

Nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-arginin’den sentez edilen NO
miyokardiyal fonksiyonun en 6nemli regiilatorlerinden biridir. Kardiyovaskiiler
sistemin vaskiiler endotelyumunda, NOS’un endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) olmak tizere her iki
izoformu da bulunmaktadir. Fizyolojik sartlar altinda, NOS tarafindan sentez
edilen NO, gevseme yanitindan sorumludur. Patolojik sartlarda bu enzimler

inhibe olurken, buna bagli olarak NO biyoyararlanimi diisebilir (24).

Crespo ve ark. tarafindan, diyabetik si¢anlarin plazmalarinda nitrit/nitrat ve

aort ve kalp dokularinda, Oy oranlarinin anlamli derecede arttig1 gosterilmistir
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(27). Baska bir galismada diyabetik siganlarin kalp ve aort dokularinda eNOS

ekspresyonunun azaldigi, iNOS ekspresyonunun ise arttigi goriilmistiir (19).

Diyabet hiperlipidemi ile de iliskilidir. Bilindigi gibi hiperlipidemide yiiksek
dansiteli lipoprotein (YDL) diizeyi diismis, trigliserid, disiik dansiteli
lipoprotein (DDL) diizeyi artmustir.

Tipl diyabetlilerde artmis total kolesterol ve DDL seviyesinin simvastatin
ile anlamli derecede azaldig1 goriiliirken (47), E vitamininin de tiyobarbiitirik
asit reaktif trtinlerin (TBARS) olusumunu azaltarak lipoprotein oksidasyonunu

azalttig1 gosterilmistir (40).

Hiperglisemi sonucu, lipoproteinlerin oksidasyonu ile, proaterojenik 6zellikte
irtin olusumu da artabilir (49, 68, 116). DDL siiperokid veya perksinitrit ile
oksidatif modifikasyona girerek aterosklerozise neden olabilir. Hiicre kiiltiirii
endotel hiicrelerinde, okside diisiik dansiteli lipoprotein (0X-DDL)’nin,
stiperoksid olusumuna neden oldugu gosterilirken (46), insan endotel
hiicrelerinde ox-DDL’in nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
oksidasyonu ile oksidatif stresi arttirdigi gosterilmistir (101).

4.5. Erektil Disfonksiyon

Erektil disfonksiyon (ED) diyabetli erkek hastalarin yaklasik %20-75 inde
gorililen ve yasam kalitesini 6nemli dlgiide degistiren bir komplikasyondur. ED,
diyabetli erkeklerde diyabet olmayanlara gore 3 kat daha fazla goriilmektedir.
Hipertansiyon, dislipidemi, obezite, sigara ve yaslanma ED’nin risk faktorleri
olup, bu faktorlerden ilk iigli 6zellikle diyabet varliginda daha da etkili hale
gelmektedir. Diyabetin siiresi, yetersiz glisemik kontrol (yiiksek hemoglobin
Al1C diizeyleri), diger risk faktorlerinin (nefropati, gibi mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler ateroskleroz) varolmasi da diyabetli hastalarda ED’ye zemin
hazirlamaktadir. Yapilan pek c¢ok calismada diyabette serbest radikal
diizeylerinin arttigt vurgulanmistir. Artan radikallerin vaskiiler endotel
fonksiyonlarimi bozdugu, gerek diyabete bagli kan basinct artist ve

hipertansiyonda ve gerekse ED’de dnemli bir rol oynadigini gosterilmistir (25).



Molekiiler diizeyde yapilan calismalar sonucu ortaya ¢ikan bilgiler, NO’in
neden oldugu hiicre i¢i ve hiicrelerarasi etkilesim mekanizmalarin anlasilmasini
saglamis ve erektil disfonksiyon konusunda yeni tedavi segeneklerinin ortaya

cikarilmasinda rol oynamistir.

Nitrik oksit, penil korpus kavernozum dahil diiz kaslarin gevseme
fonksiyonuna etki etmektedir. Ereksiyon sirasinda olusan intrakaverndz basing
artisinin saglanmasinda sinir uglarindan ve endotelden kaynaklanan NO 6nemli
rol oynar. Diiz kas hiicrelerinde NO’in etkisiyle guanilat siklaz enziminin aktive
edilmesi neticesinde ortaya ¢ikan siklik guanozin monofosfat (SGMP) kavernoz
diiz kas gevsemesine neden olur. NO fonksiyonlarini bozan herhangi bir patoloji

erektil disfonksiyon gelisimine yol agar (23).

Endotelyal NO biyoyararlaniminda azalma, eNOS ekspresyonunda ya da
aktivitesinde azalma, NO yikiminda artma ile meydana gelebilir. Diyabetik
peniste, eNOS ekspresyonunun azaldigini gosteren bir¢ok calisma vardir (15,
16). Bivalacqua ve ark tarafindan, diyabetik korpus kavernosum dokusundaki
azalmig sGMP ve eNOS seviyelerinin, eNOS gen aktivitori ilave edilen grupta

arttig1 gosterilmistir (17).

Diyabetik penisteki endotel disfonksiyonda ROT’nin rolii, klinik ve deneysel
olarak bircok calismada gosterilmistir. Diyabetik erkeklerin ve STZ ile diyabet
olusturulan siganlarin, penis dokusunda azalmig nitrat/nitrit (121), artmis O,

'(18) ve MDA (102) seviyeleri goriilmiistiir.

E vitamini (30), askorbik asit (51) ve melatonin (92) gibi antioksidanlarla
korpus kavernosum dokusunda ndronal ve endotel fonksiyonun diizeldigi
goriiliirken, antioksidan savunma sisteminin de erektil disfonksiyondaki
oneminden sz edilebilir. Korpus kavernosum dokusuna siiperoksid dismutaz
(SOD) gen transferi yapilan diyabetik sicanlarda O, seviyelerinin azaldigi
gortilmistiir (18).
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4.6. Endotel Hasarin Patofizyolojisinde Rol Oynayan Etkenler
1-Kronik Hiperglisemi

2-Serbest Radikaller

3-Antioksidan Savunma Sistemleri

4-Hiperlipidemi

5-Insiilin Direnci
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Genler < »Yasam Bicimi < » Diger Faktorler

|

Hiperglisemi

Insiilin direnci

l

DIYABET

Oksidatif stres

/ 1;
IGU/RIGU < PKC

v

v

Poliol/aldoz rediiktaz

Endotel Hasar

Sekil 1: Endotel hasarin patofizyolojisinde rol oynayan hiperglisemiye bagh
aktive olan yolaklar (116)
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4.6.1. Kronik Hiperglisemi

Hiperglisemi baslica asagida belirtilen mekanizmalar ile endotel hasara neden

olabilir. Bunlar;

I-Tleri glikozilasyon iiriinlerinin (IGU) olusumu

I1-Protein kinaz C aktivasyonu

[11-Poliol yolagi aktivasyonu

IV-Glukoz otooksidasyonu ve reaktif oksijen tiirevleri (ROT)
I-Tleri glikozilasyon iiriinlerinin (IGU) olusumu

Diyabette ateroskleroza neden olan 6nemli mekanizmalardan biri, glukoz ve
protein veya lipoproteinler arasindaki non-enzimatik reaksiyondur. Glukoz
proteinlerin amino gruplari ile reaksiyona girerek, reversible erken glikozilasyon
tiriinleri olusturur (Schiff baz). Glukoz ve aminden Schiff baz olusumu olduk¢a
hizli ve reversibldir. Ortamdaki glukoz uzaklastirildiginda veya azaldiginda

unstabil Shiff bazi birka¢ dakikada azalir.

Birkag giin gectikten sonra stabil olmayan Schiff bazlar1 daha stabil olan
amadori tipi erken glikozilasyon iriiniine doniisiir. Amadori iriin olusumu da
Schiff baz da oldugu gibi ortamdaki glukoz konsantrasyonuna bagldir. En
bilineni hemoglobin A1C dir ve glukozun, hemoglobin ile non enzimatik

reaksiyona girmesi sonucu olusur (5, 49, 116).

Glukoz ile non-enzimatik reaksiyona girerek amadori iriinleri olusturan
proteinler glikozilasyona ugramis proteinlerdir ve amadori iriin olusumu
glikozilasyon olarak adlandirilir. Uzun 6miirlii proteinlerde bulunan bazi erken
glikozilasyon triinleri ¢esitli reaksiyonlara girerek kompleks bilesiklere

doniisebilirler. Bunlara ileri glikozilasyon iiriinleri (IGU) denir.

lleri glikozilasyon iiriinleri damar duvarinda birikerek, hiicre yapisi ve
fonksiyonunu ¢esitli mekanizmalarla bozarlar ve ateroskleroza zemin hazirlarlar.

Ekstraseliiller matriksin, hormonlarin, sitokinlerin ve serbest radikallerin
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etkilerini  modifiye ederek intraseliler proteinlerin  fonksiyonlarini
degistirebilirler. eNOS aktivitesini diigiirerek NO biyoyararlanimini azaltirlar (5,

49, 53,116).

Tip 1l diyabetik farelerin koroner arterlerinde artmis IGU reseptor
ekspresyonunun, tiimoér nekrozis faktor (TNF-o) ekspresyonunda artisa neden

olarak endotel disfonksiyona katkida bulundugu gosterilmistir (48).

Glukoz + protein — schiff baz — amadori iiriini — IGU

T ROT

Sekil 2: Tleri glikozilasyon iiriinlerinin olusumu (116)

I1- Protein kinaz C aktivasyonu

Hiperglisemi, protein kinaz C sisteminin aktivasyonuyla da metabolik
degisiklige yol agabilir. Ortamdaki yiiksek glukoz konsantrasyonu, diagilgliserol
(DAG) olusumuna neden olarak, protein kinaz C yi aktive eder. DAG artis1 ve

bunu takiben protein kinaz C aktivasyonu kronik olarak devam eder.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, protein kinaz C aktivasyonu, biiylime hizini,
DNA sentezini ve biiylime faktorii reseptor turnoverini modiile eder. Protein
kinaz C aktivasyonu, ekstraseliiler matriks iiretiminde 6nemli rol oynayan

transforming biiytime faktori (B- TGF ) ekspresyonunu artirir (116).

Hink ve ark. tarafindan, endotel hiicrelerde, hiperglisemiye bagl artmis
protein kinaz C aktivasyonunun, nitrik oksit sentaz aktivitesini artirarak O;"

olusumuna neden oldugunu gosterilmistir (55).
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4GLUKOZ » 4 DAG » Protein Kinaz C

VNO biyoyararlanim

Sekil 3: Protein kinaz C aktivasyonu (69)

I11- Poliol yolag: aktivasyonu

Poliol yolagi hiz kisitlayici enzim aldoz rediiktaz (AR) ve sorbitol
dehidrogenaz (SDH) igerir. Normal fizyolojik kosullarda, AR nin glukoza

afinitesi diistiktiir ve normalde glukozu metabolize etmez.

NADPH —» NADP" NAD" — NADH

4 Glukoz » Sorbitol » Fruktoz +NADH/NAD#4

AR SDH

Sekil 4: Poliol yolag: aktivasyonu ile glukozun metabolize edilmesi (49)

Hiperglisemi durumunda, enzim aktivitesi artarak glukozun sorbitole
doniisiimii hizlandirir. Daha sonra sorbitol, SDH ile fruktoza metabolize olur.

Artmis sorbitole bagli olarak rediiklenmis NADPH tiiketimi hizlanir.

NADPH, GSH ve NOS yapiminda kofaktdrdiir. NADPH tiiketiminin artmast
oksidan hasar siddetlendirir (24, 25, 49, 116).
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Lee ve ark. tarafindan AR ekspresyonu yiiksek olan transgenik diyabetik
faralerin lenslerinde, oksidan hasar gostergesi GSH diizeyinin azaldigi ve MDA

diizeyinin artti@1 gosterilmistir (70).
V- Glukoz otooksidasyonu ve oksidatif stres

Glukoz otooksidasyonu diyabette oksidatif hasara neden olan Onemli
mekanizmalardan biridir. Fizyolojik sartlarda glukoz, otooksidasyona
ugrayarak, protein reaktif ketoaldehitler (dikarbonil sekerler) fretir. Bu
reaksiyon sonucu ayrica, oksidatif streste nemli rol oynayan hidrojen peroksit

ve diger yiiksek reaktif oksidanlar da meydana gelir (53).

Reaktif oksijen tiirevleri molekiiler oksijeni ve biitiin aerobik hiicrelerdeki
tiirevlerini kapsayan bir molekiil ailesidir. Fazla miktarda ROT iiretimi, endojen
antioksidan savunma mekanizmasini bozarak DNA, protein, karbonhidrat ve
lipid gibi biyolojik makromolekiilleri oksitler. Bu durum oksidatif stres olarak

adlandirilir.

Birgok reaktif oksijen tiirevi eslesmemis elektron tasir ve boylece bunlara
serbest radikal denir. Bunlara, O,", hidroksil radikali (HO™) 6rnek gosterilebilir
(24).

Tip II diyabetik si¢anlarin aort’unda O, seviyesinin anlamli derecede arttig1
ve buna bagl olarak gevseme yanitinda bozulma meydana geldigi goriilmiistiir
(66). Tip I diyabetik siganlarin bobrek dokusunda da, O, olusumunun protein
kinaz C aktivasyonu ile arttig1 gosterilmistir (129).

4.6.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, molekiiler ya da atomik yoriingelerinde ¢ok reaktif olan
ciftlenmemis elektron igerirler. Elektronlar yoriinge olarak bilinen bogluklarda
hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yonde hareket eden en fazla iki

elektron bulunur.

Diyabetteki oksidatif streste rol oynayan serbest radikaller sunlardir (78, 118).
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I-Siiperoksid radikali (O;")

Superoksid radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir ve
olustugu yerden fazla uzaga difiize olamaz. Bu radikalin molekiiler diizeyde

onemli 6zelligi, sekonder olarak tirettigi radikallerdir.

Bir serbest radikal oldugu halde kendisi direkt olarak fazla zarar vermez. Asil
onemli olan hidrojen peroksit (H,O,;) kaynagi ve gecis metal iyonlarmin

indirgeyicisi olmasidir.

SOD (superoksid dismutaz)

20, +2H" > H0, + O,

Artmis O diizeyleri SOD ile H;O, ve O;’ye donistiiriilerek azaltilir.
Boylece hiicresel O, diizeyleri siki kontrol altindadir. O,’in asir1 {retimi
hiicresel metabolizmanin asir1  yiikselmis glukoz tarafindan bozuldugu

durumlarda gergeklesir (78, 100).

Bivalacqua ve ark. tarafindan, diyabetik hayvanlarin penis dokusunda O,
'seviyesinin yiiksek oldugu ve SOD gen transferi ile O, seviyesinin anlaml

derecede azaldig1 gosterilmistir (18).
I1- Hidrojen peroksid (H,0,)

Hidrojen peroksid aslinda bir radikal degildir. Ancak firetildigi bolgede kalan
sliperoksidin aksine membranlar1 gegen, sitozole diffiize olan ve uzun Omiirlii bir

oksidan olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksidin ulasamadigr membranla korunan
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yapilara kolaylikla ulasabilir. Geg¢is metalleri varliginda, en reaktif ve zarar

verici radikal olan OH’e doniistir.

H.0; — OH'

Fe*? , Fe™®

I11- Hidroksil radikali (OH)

Bilinen en reaktif radikaldir ve yarilanma omrii ¢cok kisadir. Amino asitler,
niikleik asitler, organik asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal
maddelerin ¢ogu ile reaksiyona girebilirler. Tek atom halinde ve bir elektronu

eksik olan oksijen ile H’in birlesmesinden olusur (3, 69, 78).

H-OH — 3 H +OH

IV- Nitrik oksit radikali (NO)

Nitrik oksit ortam havasinda belli bir oranda yer alan atmosferik bir gazdir.
Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan nitrik oksit serbest radikal yapisinda
olmasindan dolay1 yar1 démrii ¢cok kisadir. Akdz ortamlardaki yar1 dmrii sadece
birkag¢ saniye iken, diislik oksijen konsantrasyonundaki yarilanma 6mrii nispeten
daha uzundur. Akoz ve lipid ortamlarin her ikisinde de ¢oziiniir oldugu igin,
sitoplazma ve plazma membranlarina kolayca difiize olabilir. Ekstraseliiler
ortamda nitrik oksit oksijen ve suyla reaksiyona girerek nitrat (NO3) ve nitrit
(NO7) anyonlarmi meydana getirir. Diisiik konsantrasyonlardaki NO toksik
degildir (78, 123).
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Nitrik oksit sentezi ve etki mekanizmasi

Nitrik oksit, L-arjininden, NADPH , tetrahidrobiopterin (THB,), flavin adenin
diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN), hem ve kalmadiilin varliginda
NOS araciligi ile sentez edilir. NOS’1n bulunduklar1 yere gore ¢esitli izoformlari
vardir. Endotelde bulunana eNOS, sinir uclarinda bulunana, nNOS,

makrofajlarda bulunana iNOS denir.

Endotel hiicresin de L-arjininden Ca*? bagimli eNOS aracilig ile sentezlenip
saliverilen NO damar diiz kas hiicrelerinde guanilat siklaz enzimini aktive eder
ve guanozin trifosfat (GTP)’dan guanozin monofosfat (GMP) olusumuna neden

olarak gevseme yanitint meydana getirir.

Endotel kaynakli NO trombositlerin adhezyon ve agregasyonunu inhibe eder.
Antiproliferatif ve etkilidir ve sitotoksiktir (28).
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Mitokondria

NO,’, NO3
+ ROT, ONOO
BH,
L-arginin » NO
e NOS, NADPH
sitrulin GS
Hedef
GTP —» sSGMP hiicre

Sekil 5: Endotel kaynakli NO’in biyosentezi ve hedef hiicrelerdeki etkisi (28)

Sudnikovich ve ark tarafindan diyabetik Wistar si¢anlarin plazma ve aort
dokularinda, artmis NO,/ NOj3" oranmin melatonin ile azaldig1 gosterilmistir
(117). Aydn ve ark. tarafindan da tip II diyabetik insanlarin plazma NO,/ NO3

oranlarinin yiiksek oldugu goriilmiistiir (8).
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Diyabetik siganlarin aort, kalp, bobrek ve penis gibi birgok dokusunda eNOS
ekspresyonunun ve sGMP diizeylerinin azaldig1 goriilmiistiir (18, 19, 91).

V- Peroksinitrit anyonu (ONOOQO)

Immun sistem hiicreleri inflamatuvar siire¢ icerisinde hem O," hem NO
iiretir. Bu kosullar altinda NO ve O, anyonu etkileserek oldukca giiclii oksidatif
bir molekiil olan ONOQO™ anyonunu meydana getirirler. Bu anyon DNA, lipid, ve
proteinlerin oksidasyonuna neden olur ve apoptozisi arttirir. Organ hasarina

neden olur. eNOS’u okside ederek eNOS eslesmesini engelleyebilir (109).

NO+ Oy~ »ONOO

VI1- Gecis metalleri (Fe™, Cu™)

Fe™ +e: » Fe

Cu*? +e- »Cu"

Bir elektronun alinmasi ve verilmesi durumlarinda bu serbest metal iyonlari
radikal reaksiyonunu hizlandirir. Metal iyonlar: lipid peroksidasyonu sirasinda
rol oynarlar. Olusmus lipid hidroperoksidlerin par¢alanmalarin1 ve lipid
peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu katalize ederler. Boylece daha az zararli

olan radikalleri daha zararli hale getirirler.

H,0, + Fe* » Fe™ + OH + OH"
Fenton reaksiyonu

(3,78)
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Glutadyon

Reduktaz GSSG
ﬁ; HO

Reduktaz

NADPH Oksidaz SOD Katalaz
0O, 0, H,0,
Elektron H,O

Transport Fet2
Zinciri Cut
ﬁ ONOO MFW OH
Myelopefoksidaz Cu*?

NO

S oo

NO Sentaz

Sekil 6: Serbest radikallerin metabolizmasi (78)

4.6.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksidanlar1 inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denir. Saglikli
kigilerde serbest radikaller/antioksidan savunma sistemi denge halindedir.
Diyabetlilerde ise bu denge serbest radikaller lehine bozulmustur. Antioksidan
savunma sisteminin giiclendirilmesi ile diyabetik komplikasyon gelisimi

Onlenebilir. Antioksidanlar ti¢ farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler.
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I- Scavenging (temizleyici) antioksidanlar
I1- Enzimatik antioksidanlar

I11- Metal iyonlarini1 baglayan antioksidanlar

I-Scavenging (siipiiriicii) antioksidanlar:

Bu antioksidanlar, oksidanlara birer hidrojen vererek onlar1 etkisiz hale
getirirler. Bunlara, glutatyon, askorbik asit (C vitamini), alfa-tokoferol (E
vitamini), beta-karoten (A vitamini), tirik asit, flavanoidler, koenzim Q, tiyoller’i
ornek gosterebiliriz (3, 78, 98).

Deneysel diyabet modellerinde, plazma, aort, penis, kalp, lens, pankreas gibi
birgok dokuda GSH seviyesinin azaldigi ¢alismalarla gosterilmistir (50, 70, 99,
103, 117).

Diyabetik sicanlarin plazma, karaciger, lens ve bobrek dokularinda askorbik

asit konsantrasyonlarinin anlamli derecede azaldig1 goriilmistiir (60, 72).

Aksoy ve ark. tarafindan diyabetik sicanlarin eritrositlerinde artmis MDA,
azalmis GSH seviyelerinin E vitamini ve C vitamini ile tersine ¢evrildigi
gosterilmistir (1). Benzer sekilde E vitaminin diyabetik si¢an ince bagirsaginda,

lipid peroksidasyonunu azalttig1 goriilmiistiir (112).

Onemli bir flavanoid olan kuersetin’in diyabetik fare korpus kavernosum

dokusunda, NO biyoyararlanimini arttirdigi gosterilmistir (41).
I1-Enzimatik antioksidanlar

Oksidanlar tutarak daha zayif molekiillere ¢evirirler. En bilinenleri glutatyon
peroksidaz (G-Px), stiperoksid dismutaz (SOD) dir.
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Glutatyon peroksidaz (G-Px)

Her birinde selenosistein i¢eren dort alt birimden olusur. Rediikte glutatyonu
yiikseltgerken H,0,’yi de suya cevirir. Bdylece membran lipidlerini ve

hemoglobini oksidan strese kars1 korur.

G-Px

H,0, + 2GSH »GSSG + 2H,0

Siiperoksid dismutaz (SOD)

Stiperoksid dismutaz (SOD) enzimi siiperoksid radikalini hidrojen peroksit ve

molekiiler oksijene doniistiiriir.
SOD

20, +2H » HyO,+ O

Stiperoksid dismutazin ti¢ tiirii vardir. Mitokondride lokalize olana Mn-SOD,

sitozolde lokalize olana Cu-Zn-SOD, plazmadakine ise Cu-SOD denir.

SOD, hiicreleri siiperoksid radikalinin zararh etkilerine karst korur (3, 68, 78,
98).

Deneysel diyabet modellerinde, karaciger ve pankreas dokularinda G-Px ve

SOD aktivitelerinin azaldigin1 gésteren ¢alismalar vardir (7, 99, 117).

Diyabetik si¢anlarin eritrositlerinde de azalmis G-Px ve SOD aktivitelerinin,

vitamin C ve vitamin E ile arttig1 goriilmiistiir (1).
I11- Metal iyonlarin1 baglayan antioksidanlar

Cu*! ve Fe™ gibi metal iyonlari, reaktifleri daha giiglii reaktif iriin haline
getiren mekanizmalarda katalizor etkilidirler. Bu metaller baglanarak etkisiz hale

getirilirse antioksidan savunma saglanabilir. Transferrin ve laktoferrin
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dolasimdaki demiri baglayarak antioksidan etki gdsterirken, ferritin dokulardaki
demiri baglar. Seruloplazmin ve albumin de dolagimdaki bakir1 baglayarak

antioksidan etki gosterir (68).
4.6.4. Hiperlipidemi

Diyabette, trigliserid, kolesterol ve DDL diizeylerinin arttigi, YDL seviyesi
distigli bilinmektedir. Yoshida ve ark. tarafindan, yiiksek kolesterollii diyetle
beslenmis diyabetik siganlarin artmis serum kolesterol ve trigliserid diizeylerinin
E vitamini ile anlamli derecede azaldigi gosterilmistir (134). Tip 1l ve tip |
diyabetiklerde artmis serum total kolesterol, LDL diizeylerinin fenofibrat ve

pitavastatin ile anlamli derecede azaldigi gériilmistiir (47, 85).

Ileri glikozilasyon fiiriinleri, DDL ile de etkilesime girerek bunlarmn
yapilarin1 bozarlar ve ox-DDL’i olustururlar. DDL seviyesi degismese bile,
yapilarinda degisiklik meydana gelebilir. Reseptorleri tarafindan taninamayan
ox-DDL’ler makrofajlar tarafindan kontrolsiiz bir sekilde hiicre ig¢ine alinir ve
kopiik hiicreleri olusur. Kopiik hiicrelerin  damar duvarinda birikimi

aterosklerozisin birinci basamagini olusturur.

Ox-DDL ‘ler, makrofajlarin arter intimasinda kalis siiresini uzatirlar, NO
aracili gevseme yanitin1 inhibe ederler, arter duvarindaki hiicreler igin

sitotoksiktirler, prostoglandin I, sentezini inhibe ederler (49, 68, 98, 116).

Feron ve ark tarafindan, domuz endotel hiicre kiiltiirinde ox-DDL’in,
eNOS eslesmesini kaveolin-I araciligi ile engelledigi gosterilirken (45), in vitro
tavsan korpus kavernosumunda da ox-DDL’nin gevseme yaniniti inhibe ettigi

gosterilmistir (64).
4.6.5. Insiilin Direnci

Insiilin direnci, tip II diyabet ile yakin iliski gosterirken, gelisiminde dnemli
rol oynar. Fizyolojik sartlarda, insiilin kas, karaciger, adipoz dokudada bulunan
reseptorlerine baglanarak insiilin sinyalleyici yolaklar1 aktive eder. Insiilin
direncinin patogenezinde, hedef dokulardaki insiilin etkisi bozulmustur.

Serumdaki insiilin seviyesindeki artis, insiilin direncinin klinik isaretidir (69).
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Insiilin direnci gelisimde obeziteden séz edilirken, bu hipotez halen tam
olarak aydinlatilmis da degildir. Obezitede adipoz dokudaki makrofaj ve
proinflamatuar sitokin birikimi artar. Obezitede yag birikimi adipoz dokunun
yan1 sira, karaciger, kas, kalp ve pankreasta da fazlalasmistir. Insiilin direnci ve
intramiyoseliiler yag orani arasinda giiglii bir iliski vardir (81). Obezitede,
immun sistemin aktivasyonuna bagli interlokin6 (IL-6), timdr nekroz faktor

(TNF-a) diizeylerinde artis meydana geldigi bilinmektedir (69).

Reaktif oksijen tiirevleri, oObezite kaynakli insiilin direncinde &nemli rol
oynamaktadirlar. Mitokondri bilindigi gibi ana bir reaktif oksijen tiirevi
kaynagidir. Mitokondrial matriks, peroksid kaynakli oksidatif hasara oldukca
duyarhdir. Insiilin rezistansina sahip tip II diyabetiklerde, yag asitleri
mitokondrial matrikste de birikerek lipid peroksidasyonuna zemin hazirlarlar.
Hedef dokulardaki yaglanmaya bagli olarak meydana gelen makrofaj birikimi,
ana TNF-a kaynagidir. Adipoz dokudaki artmis reaktif oksijen tiirevleri, TNF-a
sekresyonunu ve adipozitlerin disregiilasyonunu artirarak oksidatif strese neden
olurlar (69).

Ozet olarak, hiperglisemiye bagli olarak meydana gelen inflamasyon
faktorleri ve reaktif oksijen tiirevleri tip II diyabette insiilin sinyalleyici yolaklar1

inhibe ederek insiilin direncine neden olurlar.

Du ve ark. tarafindan, insiilin direngli siganlarin aort endotel hiicrelerinde,
serbest yag asitlerinin, O," olusumuna ve iki Onemli antiaterojenik enzim,

prostasiklin sentaz ve eNOS inaktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (35).

4.7. Diyabetik Endotel Hasarin Patofizyolojisi

Diyabete bagli meydana gelen endotel hasarin patofizyolojisinde rol oynayan
etkenlerden yukarida kisaca bahsedilmistir. Bu etkenler sadece kendi baslarina
veya birbirleri ile etkileserek endotel hasar gelisimine neden olurlar. Etki

mekanizmalar1 halen tam olarak aydinlatilmig degildir (5).

26



Oksidatif stress, endotel hasar olusumunda Onemli bir mekanizmadir.
Oksidatif stress sonucu meydana gelen ROT tek basmma veya diger

mekanizmalar1 harekete gecirerek etki gosterebilirler (5).

Bilindigi gibi diyabetik endotel disfonksiyonundan, endoteldeki NO
iiretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. NO biyoyararlanimini azaltan biitiin
mekanizmalar endotel hasara katkida bulunur. Mitokondriyal O, radikalinin
ileri glikozilasyon friinlerinin olusumunu artirdigi ve protein kinaz C
aktivasyonu yaptigi gosterilmistir (84). Protein kinaz C aktivasyonuna bagl
olarak NADPH tiiketimi azalir, bunun sonucunda da eNOS aktivitesi diisebilir.
Protein kinaz C aktivasyonu da karsilikli olarak reaktif oksijen tiirevi olusumunu
artirabilir (55). lleri glikozilasyon iiriinlerinin de reseptdrleri ile etkilesime

girerek, karsilikli olarak O, olusumunu artirdiklar gosterilmistir (48).

Siiperoksid radikalinin endoteldeki NO ile etkilesime girerek, ONOO
olusumuna neden oldugu goriiliitken (22), ROT’nin direk etkisinden soz
edilebilir. Diyabetli siganlarin korpus kavernosum dokusunda O, seviyesinin

artti@1 ve sGMP seviyesinde azalma meydana geldigi goriilmiistiir (18).

fleri glikozilasyon fiiriinlerinin ayrica reseptorleri araciligi ile TNF-o
olusumunu hizlandirdiklar1 gosterilirken (48), TNF-a’nin oksidan hasardaki

Onemli etkisi bilinmektedir.

Protein kinaz C aktivasyonu da direk olarak NO biyoyararlanimini diisiirerek
oksidatif strese neden olur (67). Hiperglisemiye bagli aktive olmus poliol
yolagmin inhibe edilmesi ile NADPH seviyelerinde anlamli artisin meydana
geldigi gorlilmiistiir (113). Buna bagl olarak, NADPH bagimli enzim eNOS’un

aktivesinde artis s6z konusu olabilir.

Bagka bir ¢aligmada hiperglisemiye bagli oksidan hasarin kompetitif NOS
antagonisti olan ADMA seviyesini artirdigi gosterilmistir. Buna bagh olarak
NOS aktivitesinde azalma meydana gelebilir (132).

Antioksidan 6zellikteki melatoninin, diyabetli sicanlarda korpus kavernozum

ve aort dokusundaki diismiis antioksidan enzim glutatyon peroksidaz seviyesini
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artirdigr goriilmiistiir. Buradan, diyabetteki antioksidan savunmada G-Px’mn
oneminden s6z edilebilir (92). Giiglii antioksidan ozellikteki E vitamini ve C
vitamininin de diyabete bagli oksidan hasari tersine geviren olumlu etkileri
gorilmiistir (12, 112).

Insiilin’in saglikl1 bireylerde NO kaynakli vazodilatasyon sagladig1 ve insiilin
direnc¢li bireylerde bu vazodilatasyonun bozuldugu bilinmektedir. Metformin
gibi insiilin duyarliligmmi artiran ilaglarla endotel bagimli vazodilatasyonunu
artig1 goriilmiistiir (75). Insiilin direncinde yiiksek serbest yag asidi seviyesi
onemli rol oynarken, buna bagli, O, olusumunu artirdig1 ve prostasiklin seviyesi

ve eNOS aktivitesinin diistiigiinii gosteren ¢aligma vardir (29).

Diyabette adipoz dokudan serbest yag asidi saliniminin arttig1 bilinmektedir.
Serbest yag asitleri ¢esitli mekanizmalarla endotel fonksiyonu bozabilirler (34).
Insan ve hayvan modellerinde yag asidi infiizyonunun endotel bagimli

gevsemeyi bozdugu gosterilmistir (114).
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Sekil 7: Diyabetik endotel disfonksiyonun patofizyolojisi (69)

4.8. Diyabet Tedavisi
-Insiilin
-Oral Antidiyabetikler
-Siilfoniliire tiirevleri
I. kusak : Tolbutamid, Klorpropamid
I1. kusak:Glipizid

-Biguanid bilesikleri (Metformin)

-Insiilin’e duyarlastiricilar (Glitazonlar) (Rosiglitazon, Pioglitazon)

—Digerleri (Glukozidaz inhibitorleri, Aldoz rediiktaz inhibitorleri) (62)



4.8.1. Insiilin Yapasi, Sentezi

Insiilin direk veya indirek olarak viicuttaki biitiin dokularm etkileyen,
glukoz, amino asitler ve lipidler gibi besin olarak alinan maddelerin ¢gogunun
depo edilmesini saglayan ve homeostazina katkida bulunan antikatabolik ve

anabolik bir hormondur.

Insiilin 51 amino asitten olusan peptid yapili bir hormondur ve molekiil
agirhigr 5805 Da dir. Amino asit zincirleri A ve B olmak {izere iki tanedir.

Zincirler birbirine iki disiilfiir (S-S-) kopriisii ile baglanmustir.

Insiilin pankreasin Langerhans adaciklarinda sentez edilir. Insiilin sentez
eden beta hiicreleri adacik icindeki hiicrelerin %60-80’ini olusturur. Beta
hiicrelerinde insiilin, prekiirsor proinsiilin molekiiliinden, proteolitik enzimler

(prohormon konvertazlari, PK1 ve PK2) araciligi ile sentez edilir (115).
4.8.2. Insiilin Saliverilmesi

Pankreastaki Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinden insiilin
saliverilmesi c¢esitli uyarilarla gergeklesebilir. Beta hiicreleri yenilen besinler
tarafindan uyarilirken, en duyarli oldugu besin glukozdur. Insiilin salimmu iki
fazda gergeklesir. Birinci fazda, artmis kan glukoz seviyesine yamit olarak
insiilin birden yiikselir. Ikinci fazda salimim dengededir, yeni olusmus

vezikiillerden insiilin salinim1 sekerden bagimsizdir.
Birinci fazda;
-Glukoz beta hiicresine GLUT 2 aracilig1 ile girer.

-Glukoz glikolizise girer ve oksidasyon sonucu c¢oklu yiiksek enerjili

adenozin trifosfat (ATP) molekiilii olusur.

-ATP/ADP oranina gore, ATP bagimli K* kanallari kapamir ve hiicre

membrani depolarize olur.
-Depolarizasyonla Ca*? kanallari agilir ve hiicreye Ca*? girer.

-Artmus Ca*? seviyesi aktivasyona neden olur (54).
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4.8.3. Insiilin Saliverilmesinde Rol Oynayan Faktorler
-Besin oégeleri

Bunlar yemek esnasinda, insiilin saliverilmesini diizenleyen ana
etkenlerdir. Bunlar mide-barsak kanalindan absorbe edildikten sonra dogal
olarak etkinlik gosterdikleri gibi 1i.v. infiizyonla verildiklerinde insiilin

saliverilmesini artirirlar.
-Karbonhidratlar:

Bunlar; glukoz, fruktoz ve mannoz’dur. Fruktoz mide-barsak kanalindan

absorbsiyonu sirasinda glukoza doniiserek etkinlik kazanir.
-Amino aistler:

Proteinlerin sindirilmesi sonucu olusan amino asitlerin ¢ogu insiilin
saliverilmesini artirir. Bazilarmin etkili olabilmesi ig¢in, ortamda glukoz
bulunmas1 gerekir. En giiglii etkili olan arjinin, glukoz varliginda etkisini

gosterir.
-Yag asitleri:

Yagl besinlerin sindirimi sonucu olusan veya i.v. infiizyonla verilen yag
asitleri insiilin saliverilmesini artirirlar. Fakat etkinlikleri glukoz ve arjinin’e

gore diigiiktiir.
-Mide-barsak kanali hormonlar:

Besinlerin sindirim sonucu olusan 6gelerin absorbsiyonu, mide-barsak
mukozasindan barsak hormonlarmin saliverilmesine neden olur. Bunlar gastrik
inhibitor polipeptid, glukagon benzeri peptid-1, gastrin, sekretin, kolesistokinin,
vazoaktif intestinal peptid (VIP) ve enteroglukagondur. Bunlar, glukozun
stimulan etkisini amplifiye ederek, indirekt olarak insiilin salgilanmasini

artirirlar.
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-Glukagon

Karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde, insiilinle birlikte 6nemli
rol oynar. Bu fonksiyonunu gerek karbonhidrat metabolizmasi {izerindeki
etkisiyle, gerekse insiilin salgilanmasin1 artirmak suretiyle yapar. Insiilin
glukagon salgilanmasini, direk parakrin etkiyle inhibe ettigi halde, glukagon
insiilin salgilanmasini indirek olarak (glisemiyi artirmak suretiyle) stimule eder.
Glukoz, insiilin salgilanmasini artirirken, 6te yandan glukagon saliverilmesini

inhibe eder. Amino asitler ise, her iki hormonun saliverilmesini artirirlar.
Diger hormonlar

Bu hormonlar beta hiicrelerinden salgilanmayi, plazmadaki substrat
diizeyini degistirerek indirekt olarak yaparlar. Bunlar, biiyiime hormonu ve

somatomedinler, kortizol, estrojenler, projesteron ve somatomamotropindir.

Sinirsel diizenlemeler

Sempatoadrenal hiperaktivitenin egemen etkisi, insiilin salgilanmasini
inhibe eder. Vagus stimiilasyonu insiilin salgilanmasini artirir ve bu etki

atropinle bloke edilir (61, 62).
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4.8.4. Insiilin’in Endokrin etkileri
Insiilin’in karaciger, kas ve yag dokusu iizerindeki etkileri 5Snemlidir.

Tablo 1: insiilin’in endokrin etkileri (61)

Karacigere iizerine olan etkileri
Antikatabolik etki
-Glukojenolizi inhibe eder.
-Yag asitleri ve amino asitlerin keto asitlere doniisiimiinii inhibe eder.
-Amino asitlerin glukoza doniigiimiinii inhibe eder.
Anabolik etki
-Glukozun glukojen olarak depolanmasini saglar.

-Trigliserid sentezini ve ¢ok diislik dansiteli lipoprotein olusumunu artirir.

Kas iizerine olan etkileri

Protein sentezini artirir.

-Amino asit transportunu artirir.
-Ribozomal protein sentezini artirir.
Glukojen sentezini artirir.
-Glukoz transportunu artirir.

-Glukoz sentezini baglatir ve fosforilazi inhibe eder.

Yag dokusu iizerine olan etkileri
Trigliserid depolanmasint artirtr.
-Trigliseridleri lipoproteinlerden hidroliz etmek igin lipoprotein lipazi aktive eder.

-Lipoprotein transportuyla taginan yag asitlerini depolar, intraseliiler lipazi inhibe eder
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4.8.5. Insiilin analoglar, insiilin ,miistahzarlar1 ve uygulamasi

Insiilin analoglar, insiilinin, DNA yapisindaki amino asid dizilisinin

degistirilmesi ile elde edilirler. Insiilin gibi glisemik kontroliinii saglayabilitler.

Bu modifikasyonlarla iki tip insiilin analogu elde edilir. Insiiline gore,
emilimleri daha hizlidir, daha ¢abuk etki gosterirler ve 8-24 saat gibi siirede

yavasca etki gostererek bazal insiilin seviyesini saglarlar.
a-Hayvan Insiilinleri
b-Kimyasal ve enzimatik modifiye insiilinler
c-Non-heksamerik insiilin analoglari

NPH insiilin (Humulin N, Lilly)

Aspart instilin (Flexpen, Novo Nordisk)
d-Degistirilmis izoelektrik nokta insiilinler

Glarjin (Lantus, Sanofi-aventis)

a-Hayvan insiilinleri

Degisik hayvan tiirlerinin insiilinlerinin amino asit dizilisleri hemen
hemen aynidir. Domuz insiilini, sigir insiilinine goére insan insiilinine daha
benzerdir. Hayvan insiilinleri nadiren de olsa alerjik reaksiyona neden olabilir.

Allerjik reaksiyondan, insiilinden ¢ok i¢indeki katki maddeleri sorumludur.
b-Kimyasal ve Enzimatik Modifiye Insiilinler:

Domuz insiilinin, amino asid yan zincirinin kimyasal olarak degistrilmesi ile

biyoyararlanimi artirilabilir.

34



c-Non-heksamerik insiilin analoglar:

Modifiye edilmemis insan ve domuz insiilinleri ¢inko ile kompleks
olusturularak heksamer hale getirilebilirler. Heksamer formunda insiilin
reseptorlerine baglanamaz ve kan sekerini dengeleyici etkisi yavastir. Insiilin’in
cinko kombinasyonlar1 basal insiilinin yavas salinimi i¢in kullanilirlar. Basal
instilin,viicudun yemeklerden sonra ihtiyaci olan insiilin harig, giin boyu ihtiyaci

olan insiilindir.
d-Degistirilmis izoelektrik nokta insiilinler:

Bu insiilin analoglari, insiilinin bazal seviyesini dengede tutarlar, 24
saatten  fazla etki  gosterebilirler  (‘http://en.wikipedia.org/wiki/Insulin-
analog’2011-06-06).

Insiilin Enjeksiyonu

Insiilin GIS’te pargalandigi i¢in sadece parenteral uygulanir. Acil durumlar

disinda sadece cilt alt1 verilir.

Insiilin preparatlar1 etki siirelerine gore; kisa etkili, orta etkili ve uzun etkili

olmak tizere li¢ sinifa ayrilirlar (62).
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Tablo 2: insiilin preparatlarinin etki siirelerine gore smiflandiriimasi (62)

Tiir Preparat Etkinin Doruga Yaklagik
baslama erisme (sa) devam
siiresi siiresi (sa)

Kisa etkili -Notral 15-30 dk 1-3 5-7

regiiler
insiilin
_Semilente 30-60 dk 4-6 12-16
insiilin

Orta etkili -Izofan 2-4 sa 8-10 18-24

instilin (NPH

insiilin)

“Karma lente 2-4 sa 8-10 18-24
insiilin

Uzun etkili -Protamin 7sa 16-18 32-36

¢inko insiilin
-Ultralente
nsiilin 7sa 8-14 25-36
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4.8.6. insiilin Tedavisinin Yan Etkileri
Hipoglisemi

Insiilin tedavisinin en sik goriilen yan etkisidir. Tip 1 diyabetlilerde Tip
Il’lere gore daha sik goriiliir. Yemegin atlanmasi ve gecikmesi veya olagan disi

fazla egzersiz, bu hastalarda hipogliseminin en sik goriilen nedenidir.

Kan glukoz diizeyinin 50-60 mg/dI’nin altina diismesiyle belirtiler belirgin
hale gelir. Kan glukoz diizeyi 35mg/dl nin altina diistiigiinde konviilsiyonlar
goriiliir. Diisme c¢abuk olursa, refleks sempatik hiperaktivite meydana gelir.
Adrenalin saliverilmesine bagli olarak, tasikardi, terleme, kan basinci
yiikselmesi, titreme, sinirlilik meydana gelir. Aclik ve halsizlik hissedilir. Seyrek
olarak bradikardi goriilebilir. Glukoz diizeyi yavas diiserse beyin hiicrelerinin
yakit gereksinmesinin yeterince karsilanamamasina ait belirtiler tabloya egemen
olur. Yukaridaki belirtilere eslik eden SSS belirtileri, basagrisi, mental
konfiizyon, anlamsiz konusma, gorme bulaniklig1 ve diplopi, amnezi ve motor
koordinasyon bozuklugudur. Diisme devam ederse, nihayet koma ve
konviilsiyonlar gelisir; bu son belirtiler nadiren, 6n belirtiler belirgin hale

gegmeden, birden gelisebilir. Hipoglisemi devam ederse beyinde lezyon gelisir.
Insiilin alerjisi

Insiilin alerjisi, bazi insiilin preparatlarina karsi gelisebilen ani bir
hipersensitivite reaksiyonudur. Nadir goriiliir. Mast hiicrelerinden histamin
salinimia bagl, IgE tiirii antikorlar olusmasi nedeniyle lokal alerjik reaksiyon
olusur. Domuz insiilini yapica insan insiilinine daha fazla benzemektedir. Sigir
ve domuz insiilinine birlikte i¢eren karma insiilin preparatlarinin immiinojenitesi

en fazladir.
Kilo alma, obezite

Insiilin’in anabolik etkisi nedeniyle, insiilin tedavisi, hastanm kilo almasina

neden olabilir. Bu, giinliik doz yiiksekse daha belirgin olur.
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Lipodistrofi

Belirli yere yinelenerek siirekli insiilin injeksiyonu yapildiginda ciltaltt yag
dokusunun atrofiye ugramasi sonucu orada bir cukurluk olusur. Onlenmesi igin,
ayni yere sik enjeksiyon yapilmamasi onerilir. Yiksek konsantrasyonlu insan
veya domuz insiilini preparatlarinin gelistirilmesiyle bu komplikasyonun

goriilme orani azalmistir (61, 62).
4.9. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla)

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla), dikotiledonlar sinifina ait, Chenopodiaceae
(1spanakgiller) familyasindan, kendiliginden kirlarda yetisen veya sebze
bahgelerinde yetistirilen, otsu bir bitkidir. Pazi, yabani pancarlarin alt tlirlerinden
biridir. Pazinin yapraklar iri, kokleri dalli ve az etlidir. Paz1 serin toprak seven
genis yaprakli bir bitkidir. Birinci yil biiyiikk genis yapraklar verir; ikinci yil
cicek acip, tohum baglar. Yapraklarinda A ve C vitamini ¢ok oldugundan
besleyicidir.

Pazi, iilkemizde yaygin olarak yetigmektedir ve halk arasinda da
antihiperglisemik etkisi bilinmektedir. Tirkiye’de pazi daha c¢ok biiyiik
sehirlerdeki sebze bahgelerinde yetistirilir. Mart sonundan temmuza kadar ekilir.
Kisa kadar hasat edilir. Iyi ve bakimli bitkilerden yilda 4-5 defa yaprak
kesilebilir.

Halk arasinda yabani i1spanak ve yaban pancari da denilmektedir. Pazmnin
kaynatilan yapraklarinin suyunun seker hastaligina 1yi geldigi sdylenmektedir.

Kara pazi da denilen bir tiiriiniin tohumu kusturucu olarak kullanilir (133, 136).
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Resim 1: Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla)

4.9.1. Pazr’min kimyasal igerigi ve yapisi

Pazinin, fotokimyasal olarak incelendiginde, bazi yag asitleri (110),
fosfolipidler, glikolipidler (135), polisakkaridler (95), askorbik asit (94), folik
asit (42), pektin (39), saponin (74), flavonoidler (33) igerdigi goriilmiistiir.

Sulu pazi ekstresinin, antosiyanin, flavanoid, prolin ve fenolik bilesik

icerdigi ve total fenol igeriginin 31.0943.34 pug/mg, oldugu gosterilmistir (104).
4.9.2. Pazr’nin antitiimor etkisi

Ninfali ve ark. tarafindan, MCF-7 insan meme kanseri hiicre kiiltiiriinde

pazi’nin igerigindeki bazi fenollerin DNA sentezini inhibe ettigi goriilmiistiir

(83).
4.9.3. Pazr’nmin antioksidan etkisi

Pyo ve ark. tarafindan, paz1 yapraklarinin alkollii ekstresinin antioksidan ve
radikal siipiiriicii etkisi gosterilirken (97), benzer sekilde Sagan ve ark.
tarafindan da, pazi yapraklarmin sulu ekstresinin de radikal siipiiriicii etkisi

gosterilmistir (104). Bu ¢alismalardan, antioksidan ve radikal siipiiriicii etkinin
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fenolik konsantrasyon ile arttigi ve sulu ekstrenin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

radikali (DPPH) siipiiriicii etkisinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Kim ve ark. tarafindan pazi tohumundan elde edilen 4 tane fenolik bilesigin,
murine makrofaj RAW 264.7 hiicre kiiltlirlinde nitrit olusumunu inhibe ettigi

gosterilmistir (65).

Literatiirde, pazi ekstresinin, karaciger, lens, kalp aort gibi bir¢ok dokuda
azalmig GSH seviyesini artirdigi, artmig lipid peroksidasyonunu (LPO) azalttig
gosterilmistir (106, 119, 131).

4.9.4. Pazr’nin diyabet komplikasyonlari iizerine olan etkileri

Bu bulgulara dayanarak, pazinin diyabete bagli bircok organ hasarinda
etkileri incelenmistir. Bir ¢alismada, paz1 ekstresinin, pankreastaki azalmis beta
hiicrelerinin sayisin1 artirarak insiilin salinimina sebep oldugu ve kan glukoz
seviyesini dengede tuttugu gosterilmistir (20). Ayrica, diyabetli hayvanlarda,
artmig serum iire ve kreatinin diizeylerini diisiirdiigii goriiliirken, bobrekler
lizerine de koruyucu etkileri olabilecegi ileri siiriilmiistiir (128). Ozsoy ve ark.
tarafindan, diyabetik sicanlarda, pazi ekstresinin artmis serum ALT, AST, ALP
aktivitelerini, sialik ve {rik asit seviyelerini, karaciger non-enzimatik
glikozilasyon seviyelerini distirdiigii, azalmis GSH seviyelerini artirdigi
gosterilmistir  (106). Streptozotosin ile diyabet olusturulmus siganlarin
lenslerinde ve ciltlerinde de, diyabete bagli olarak artmis non-enzimatik
glikozilasyon seviyelerini  diigiirdigii  gorilmiistir (120, 131). Yine
streptozotosinle olusturulan diyabette aorta ve kalp dokusunda da, artmis
LPO’nu disiirdiigii ve azalmis GSH’1 yiikselttigi gosterilmistir (119). Bu bilgiler
1s1ginda  diyabete bagimli  kardiyovaskiiler komplikasyonlarda ve erektil

disfonksiyon iizerinde de olumlu etkilerinin olabilecegi diisiiniilebilir.
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Cozeltiler
Sitrat tamponu pH 6 (Lab Vision)

Streptozotosin  (Sigma) : 65 mg/kg STZ 0.01 mol sitrat tamponunda

¢Oziindiirtiilerek hazirlandi.

ADMA Direct Elisa Kit(Immun diagnostik)

LDH acivity kit (Biolabo)

Nitric Oxide assay kit (Assay designs)

cGMP Activity Assay Kit (Biovision)

%10 ‘luk formol ¢ozeltisi

Heparin (nevparin 25.000 u, Mustafa nevzat)
Ketamin (ketalar, pfizer)

NPH insiilin (insulatard HM penfill, Novo Nordisk)
Izotonik sodyum kloriir ¢dzeltisi (Eczacibasi, baxter)

Paz1 ¢ozeltisi: Sulu ekstre hazirlamak i¢in 40 g bitki balona konularak {izerine
400 ml distile su ilave edildi. Karisim geri sogutucu altinda 2 saat refliiks edildi.
Elde edilen karisim, sogutulduktan sonra siizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintii
onceden darasi alinmig balona alindi. Balon, rota evaporatdre yerlestirildi ve
karisimin suyu diisiik basing altinda uzaklastirildi. Elde edilen ekstre miktari
tartildi ve ekstre -20°C de derin dondurucuda saklandi. Sigan bagma 2g/kg

dozunda uygulandi.
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5.2. Arac ve Gerecler

-Kan basinci ve intrakavernoz basing 6l¢tim aleti (IHITC INC. COMMAT model
29, 229 and model 179 amplifiers), ISO 150 C stimulus isolation power supply

-Ekokardiyografi cihazi, 12 MHz lineer transducer ve 5-8 MHz sektor prob

(Vivid 3,General Electric Medical Systems Ultrasound, Tirat Carmel , Israel)
- Luminometrede (EG & G Berthold Junior LB 9509, Almanya)
-Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1208)

-Santrifiij (Hettich Universal)

-Homojenizator (Janke and Kunkel, T25)

-Ultrasonik banyo (Julabo JC)

-Derin dondurucu (Nuarire, NU-6512E)

-Glukometre (One Touch ultra, lifescan)

-Glukoz stripi (plusmed, pM 1-300/s50)

5.3. Gruplar ve deney protokolii

Caligmamizda 250-300 gr agirhiginda erkek Sprague Dawley sicanlar
kullanildi. Deney siiresince laboratuar kosullarina (21O C+2, 12 saat aydinlik/ 12
saat karanlik) alistirilan sicanlar 3 gruba ayrildi. Diyabet grubu kendi arasinda 4
alt gruba ayrildi.(n=8)

1- Kontrol grubu (K): 15. giinden itibaren 45 giin siireyle hergiin 2 ml serum

fizyolojik gavaj yolu ile oral olarak verilmistir.

2-Paz1 grubu (P): 15. giinden itibaren 2 g/kg dozunda pazi ekstresi oral yoldan

45 giin siiresince uygulandi.

3-Diyabet grubu (D): 65 mg/kg STZ uygulamasini takiben 24 saat sonra kan
glukozu 200 mg/dI’nin iistiinde olan hayvanlar 4 gruba ayrildi.
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3A-Diyabet grubu (D): 65 mg/kg STZ uygulamasini takiben 24 saat
sonra kan glukozu 200 mg/dl’nin istiinde olan hayvanlardan olusan bu gruba
deneyin 15 giiniinden baslanarak 45 giin siiresince oral yoldan serum fizyolojik

verildi.

3B-Diyabet +pazi1 grubu (D+P): 65 mg/kg STZ uygulamasini takiben 24
saat sonra kan glukozu 200 mg/dI’nin iistinde olan hayvanlara deneyin 15.
giiniinde baslanarak 2 g/kg dozunda pazi ekstresi oral yoldan 45 giin siiresince

uygulandi.

3C-Diyabet +insiilin (D+1): 65 mg/kg STZ uygulamasini takiben 24 saat
sonra kan glukozu 200mg/dI’nin iistiinde olan hayvanlara deneyin 15. giinlinde

baglanarak 45 giin siireyle 6U/kg/giin insiilin s.c. uygulandi.

3D-Diyabet+Pazi+insiilin grubu (D+P+I): 65 mg/kg STZ uygulamasini
takiben 24 saat sonra kan glukozu 200mg/dlI’nin iistiinde olan hayvanlara
deneyin 15. gilinlinde baslanarak 45 giin siireyle 2 mg/kg pazi ekstresi ve
6U/kg/giin insiilin s.c. uygulanda.

Deney oncesi tiim gruplarda 12 saat acglig1 takiben kan glukoz degerleri,
viicut agirliklar, kan basinglari, intrakavernoz basinglar1 6l¢iildii ve kalpte
ekokardiyografik incelemeler yapildi. Diyabetli gruplarda 65mg/kg STZ
uygulamasini takiben 24. saatte kan glukoz degerleri ol¢iildii ve kan glukoz
degeri 200 mg/dI’nin iistiinde olanlar hiperglisemik olarak degerlendirildi. Kan
glukoz degerleri ve viicut agirliklart tiim gruplarda 2 haftada bir Olciilerek
tekrarlandi. 8 hafta sonunda tiim Olgiimler tekrarlandi ve hayvanlar dekapite
edildi. Tim gruplardaki hayvanlarin kan ve doku (kalp, aort ve korpus
kavernosum) ornekleri alindi. Kalp dokulart serum fizyolojik ile yikandiktan

hemen sonra filtre kagidinda kurutuldu ve tartild.

Tim gruplardan alinan kan Orneklerinin serumlari alinarak derin

dondurucuda saklandi. Serum ADMA, LDH, ve NO,/NOj" tayinleri yapildi.

Doku oOrneklerinin bir kismi %10’luk formol ¢o6zeltisine alinarak 1s1k

mikroskobu ile histolojik inceleme igin saklandi. Bir kismi, GSH ve MDA, NO,
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SGMP, luminol, lusigenin kemiliiminesans tayinleri ig¢in derin dondurucuda

saklandi.
5.4. Kan glukoz degerleri ve viicut agirhklar: 6l¢iimii

Hayvanlarm viicut agirliklar1 12 saat aglhigi takiben deneyin baglangicinda

oOl¢iildii. 8 hafta boyunca 2 haftada bir 6l¢timler tekrarlandi.

Kapiller (hemotakrit) tiip, g6z c¢ukuruna 45° C’lik ag1 ile batirildi ve goz
sinlistinden kan Ornekleri alindi. 8 hafta boyunca 2hafta ara ile diizenli olarak

olgiildi.
5.5. Kan basinc ve intrakavernoz basing¢ élciimii

Sicanlar pentobarbital (30mg/kg) ile anestezi edildikten sonra, sirtiistii
yatirilarak trakeleri (PE-240 polietilen tiip ile) kaniile edildi. Karotid arter
ortalama sistemik arter basincini 6lgmek icin kaniile (PE-50 tiip ile) edildi. Kan
basinci, ITC INC., model 29, 229 and model 179 amplifiers ol¢iildi ve
bilgisayara baglanarak siirekli kayit alindi. Sol jugular ven sivi uygulanmasi igin
kaniile edildi ve 250U/ml heparin kaniile edilen tiipe uygulandi ve siirekli
intrakavernoz basing 6l¢iimii i¢in transdusera baglandi. Ana pelvik ganglion ve
kavernosal sinir belirlendi ve stimulatér kavernozal sinirin etrafina yerlestirildi.
Ortalama arter kan basinci ve intrakavernoz basing transduser araciligi ile stirekli
olgiildii. Intrakavernozal sinir stimulasyonu, 15 Hz frekans, pulse genisligi 30s
ve 2,5-5-7,5 V ile yapildi. Uyan siiresi, 2-3 dk araliklarla 1 dk olarak
tutuldu.Total erektil cevap veya total IKB erektil egrinin altinda kalan (AUC,
mmHg/s) olarak belirlendi (18).

5.6. Ekokardiyografik inceleme

Olgiimler ve hesaplamalar ayn1 pediatrik kardiyolog tarafindan American

Society of Echocardiography Guidelines’a gore yapildi.

Ekokardiografik Ol¢limler parasternal kisa aks veya wuzun aks
pozisyonunda, papiller kas seviyesinden iki boyutlu goriintii esliginde, M-Mode

kullanilarak ardi ardina en az 6 kardiyak siklus gorintiilendikten sonra
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interventrikiiler septum (IVS), sol ventrikiil genisligi (LVD), sol ventrikiil arka
duvar kalinliklart (LVPW), sistolde (s) ve diastolde (d) 6l¢iildii. Aorta(Ao) ve
sol atrium (LA) ise M-Mode kullanilarak parasternal uzun aks pozisyonunda
aort kapak seviyesinden o6l¢iildii. Mitral kapak Doppler akimi, E ve A dalga
velositeleri apikal dort bosluk) (4 chamber) pozisyonda kaydedildi. Ejeksiyon
fraksiyonu (EF), M-Mode goriintiisii tizerinden % EF = (Dd)3 — (Ds) 3/ (Dd)3
X 100 formiilii ile, kisalma fraksiyonu (FS) ise % FS= Dd-Ds/Dd X 100
formiilii ile hesaplandi. Ekokardiografide insanlarda kullanilan standart
pozisyonlar kalbin aksinin daha dik olmasina bagli olarak bire bir elde

edilemedi, ancak en yakin pozisyonlardan l¢iim yapildi.

Anestezi i¢in 50 mg/ml Ketamin igeren soliisyondan 1,5 ml/kg ( 75
mg/kg) intraperitoneal uygulanarak calisma yapildi. Hicbir hayvanda anesteziye
bagli komplikasyon izlenmedi (108).

5.7. Serumda yapilan incelemeler
5.7.1. ADMA tayini

Serumda ADMA tayini ADMA direkt elisa kit ile yapildi. Eliza 620 nm
dalga boyunda okundu.

5.7.2. LDH tayini

Serumda LDH aktivitesi tayini, Biolabo LDH aktivite kit ile yapildi.
Spektrofotometrede 340 nm de okundu.

5.7.3. NO,/NOg tayini

Serumda NO,/NOg tayini, Nitrik oksit Kit ile yapildi. Eliza 520 nm dalga

boyunda okundu.
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5.8. Dokularda yapilan incelemeler
5.8.1. MDA Tayini

Dokuda malondialdehit (MDA) tayini, Beuge yontemine gore yapildi (13).
Malondialdehit tayininde GSH tayini i¢in hazirlanan % 10’luk homojenatlar
kullanildi.

Gerekli Cozeltiler

TBA (Tiyobarbitiirik asit) ¢ozeltisi: % 0.375 g TBA ve % 15’lik TCA igeren
cozelti, 025N  HCl ile hazirlandi. Standart Cozeltisi: 1,1,3,3

tetractoksipropan’in 10 mM’lik stok ¢ozeltisinden farkli seyreltmeler yapilarak

calisildi.

Deneyin Yapihsi:

Kor Standart Numune

0.5 ml 150 mM KCl1 0.5 ml standart ¢ozeltisi 0.5 ml bobrek
homojenat

I ml % 0.375 TBA1S5 dakika kaynar su banyosuna birakildive sonra tiipler oda

sicakliginda sogutuldu

v

10 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij edildi.

v

Ust faz aliarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 532 nm’de okundu.
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5.8.2. GSH Tayini

Dokuda GSH (Glutatyon) tayini Ellman yontemine gore yapildi (14).
Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan dokular serum fizyolojik ile yikandiktan
sonra filtre kagidi ile kurutuldu, tartildi. Ika Werk homojenizatoriinde buz

iistiinde 150 mM KCl ¢ozeltisiyle %10°luk homojenati hazirlandi.
Gerekli Cozeltiler:
0,3 M Na;HPO,

10 mM DTNB (5,5-Ditiyo-Bis (2nitro benzoik asit), Ellman): 39.63 mg
DTNB % 1’lik sodyum sitrat ile 10 ml’ye tamamlandi.

% 20’lik TCA (Trikloroasetik asit)

Standart Glutatyon Cozeltisi: 50 mg glutatyon distile suda ¢oziildii, 5 ml’ye

tamamlanda.

Deneyin Yapihsi:

0.4 ml % 10’luk homojenat+0.2 ml % 20°lik TCA karistirildi
.15 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij edildi.

Ust fazda GSH calisild, ¢okelti atildi.

Kor Standart Numune
0.2 ml 150mM KCI 0.2 ml standart ¢ozeltisi 0.2
ml ust faz

1 ml 0.3 M Na;HPO,; + 0.05 ml Ellman ¢o6zeltisi ilave edilerek karistirildi, 5
dakika bekletildi ve olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 412 nm de

okundu.
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5.8.3. Luminol, lusigenin tayini

Operasyon sonrasi alinan dokular 6nce 10-35 mg’lik kiiclik parcalara
ayrildi, sonra 2 mL PBS + HEPES (0.5 M PBS ve 20 mM HEPES) tamponu
iceren sayim tiiplerine aktarildi. Kemiliiminesans dl¢timleri Luminometrede (EG
& G Berthold Junior LB 9509, Almanya) luminol ve lusigenin problari
kullanilarak yapildi. Lusigenin aracili 6l¢tim ile siiperoksit radikali saptanirken,
luminol aracil1 6l¢iim ile hidroksil, hidrojen peroksit, hipoklorit ve hidroperoksil
radikalleri saptanmaktadir. Luminol (Final: 0.2 mM) ve lusigenin (Final: 0.2
mM) probu eklenen sayim tiipleri luminometrede 15 saniyelik araliklarla 5

dakika siireyle okutuldu.

5.8.4. NO tayini

Nitrik oksit 6l¢iimii i¢in saflastirilmis luminol-hidrojen peroksit sistemi
kullanildi. Bu amagla, 2 mL PBS + HEPES tamponu i¢ine alinan dokularin
tizerine sirasiyla K,CO3; (0.4 mM), desferal (60 uM), H,O, (4 mM) ve

saflastirilmis luminol (3.6 uM) eklenerek, luminometrede sayim gergeklestirildi.

Olgiim sonunda dokular sayim tiiplerinden alindi, sivilar filtre kagidina
emdirildikten sonra kuru agirliklart alindi ve sonuglar AUC rlu/mg doku

cinsinden ifade edildi.
5.8.5. SGMP tayini

Dokuda sGMP tayini SGMP aktivite assay kit ile yapildi. 450 nm dalga

boyunda okundu.
5.8.6. Histolojik incelemeler (Hemotoksilen-Eozin tayini)

Dokular % 10’luk formol’e alindiktan sonra en az 3 saat veya 1 gece ¢esme
suyunda yikandi ve artan alkol konsantrasyonlar1 ile dehidratasyon (%70°lik
alkol ile 15 dk, %90’lik alkol ile 15 dk, %96°1lik alkol ile 30 dk, %100’lik alkol
ile iki kere 30 dk, %100’lik toluen ile 2 kere 30 dk) yapildi, ardindan 1 gece
parafinde 60° C’da bekletildi, ertesi giin doku parafin bloklara gomiildii.

Bloklama isleminden sonra dokulardan 5-6 mm kalinliginda kesitler alinarak
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lama yerlestirildi ve parafinden kurtarma islemi ic¢in 2 saat toluende birakildi,
ardindan alkoliin azalan konsantrasyonlar: ile suya indirgenme (%100°liik alkol
ile 2 dk, %90’lik alkol ile 2 dk, % 70’lik alkol ile 2 dk muamele edildi.) yapildi
ve distile suya birakildi, 15 dk hematoksilen ile muamele edildikten sonra ¢gesme
suyunda 10 dk morartma islemi i¢in birakildi. Eosin ile 5 dk ilave olarak distile
su uygulandiktan sonra tekrar alkoliin artan konsantrasyonlari ile dehidratasyon
(%70’lik alkol ile 2 dk, %90°1ik alkol ile 2 dk, %96’lik alkol ile 2 dk, %100’lik
alkol ile 10 dk) yapildi ardindan toluen ile 2 kere yikandi (1. banyo5 dk, 2.
banyo 10 dk) ve entellan ile dokunun iizeri kapatildi, doku 151k mikroskobu

diizeyinde incelendi.

5.9. Istatistiksel Yontem : Istatistiksel degerlendirme tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve ileri analiz olarak Tukey’s testi ile yapildi. P degerinin 0.05’ten
kiigiik oldugu durumlar anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calismamizda kan glukoz degerleri, viicut agirligi, kalp agirligi, kalp agirligi/viicut
agirligr orani, kan basinci, intrakavernoz basing ve ekokardiyografi ol¢limleri yapilmistir.
Serumda ADMA, LDH, NO,/NOs’; kalp, aort ve korpus kavernosum dokularinda MDA,
GSH, kemiliiminesans radikal diizeyi (luminol, lusigenin) NO ve sGMP diizeyleri 6l¢iilmiis

ve dokular histolojik olarak incelenmistir
6.1.Kan glukoz degerleri sonuglari (Tablo 3, Sekil 8)

Kan glukoz diizeyleri, D ve DI gruplarinda K grubuna goére anlamli dl¢iide yiiksek
gortilmiistiir (P < 0.001, P < 0.01). DP,DI ve DPI tedavi gruplarinda diyabete bagl kan glukoz
diizeyindeki artig anlamli bir sekilde engellenmistir (P < 0.001).

6.2. Viicut agirhgy, kalp agirhg: ve kalp/viicut agirhgi oram sonuclari (Tablo 3, Sekil 9)

Calismamizda, D grubu ve tedavi gruplarin viicut agirliklarinin K grubuna gore
anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir (P < 0.001,p < 0.01, P < 0.05). DP, DI ve DPI tedavi
gruplarinda , diyabete bagli kilo kayb1 anlamli sekilde engellenmistir ( P < 0.001) .

Kalp agirliklarinin, D, DP, DI ve DPI gruplarinda K grubuna gore anlamli derecede
diisiik oldugu goriilmiistiir (P < 0.001, P < 0.01, P < 0.05). DP, DI ve DPI tedavi gruplarinda

kalp agirliginda D grubuna gore anlamli degisiklik goriilmemistir.
Kalp/viicut agirligi oraninin, D grubu ile K grubu arasinda anlamli degisiklik

gostermedigi gortilmiistiir. DP, DI ve DPI tedavi gruplarinda kalp/viicut agirli1 oranlariin D

grubuna gore anlamli derecede azaldigi gortilmiistiir (P < 0.01, P < 0.05).
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6.3. Kan basinc ve intrakavernoz basing sonuglari (Tablo 4, Sekil 10)

Kan basinci sonuglarmi degerlendirdigimizde D grubunda K grubuna goére KB
degerlerinde anlamli degisiklik olmamistir. Tiim tedavi gruplarin da da D grubuna gére KB

degerlerinde anlaml degisiklik olmadig1 goriilmiistiir.

Intrakavernoz basing sonuglarini degerlendirdigimizde D grubunda K grubuna gore
IKB basing degerlerinde anlamli degisiklik olmamistir. Tiim tedavi gruplarinda da D grubuna

gore IKB degerlerinde anlamli degisiklik olmadig1 goriilmiistiir.
6.4. Ekokardiyografi sonuclar: (Tablo 5)

Ekokardiyografi sonuglarin1 degerlendirdigimizde, diastoldeki intraventrikiiler septal
kalinligin (IVSd), sistoldeki intraventrikiiler septal kalinligin (IVSs), diastoldeki sol ventrikiil
posterior duvar kalinliginin (LVPWd), sistoldeki sol ventrikiil duvar kalinliginin (LVPWs),
sol ventrikiil sistol ¢apinin (LVDCs), sol ventrikiil diastol ¢apinin (LVDCd), D grubunda K
grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (P < 0.001).sol ventrikiil Kitlesinin
(LV mass), ejeksiyon fraksiyonunun(EF%), kisalma fraksiyonunun (FS%), D grubunda K

grubuna gore anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir (P < 0.001).

DP grubunda, IVSs, LVPWd, LVPWs, LVDCd, degerlerinin D grubuna gore
anlamli derecede azaldigir goriilmiistir (P < 0.001, (P < 0.01, P < 0.05). LV ve EF%
degerlerinde, diyabet grubuna gore anlaml artis goriilmiistiir (P < 0.01, P <0.05).

DI tedavi grubunda IVSs, LVPWd, LVPWs, LVDCd degerlerinin D grubuna gore
anlaml derecede azaldigi1 goriilmiistiir (P < 0.01, P < 0.05). LV mass degerinde D grubuna

gore anlamli derecede artis meydana geldigi gortilmiistiir (P < 0.05)

DPI tedavi grubunda IVSs, LVPWd, LVPWs, LVDCd degerlerinde D grubuna gore
anlamli derecede azalma meydana geldigi goriilmustiir (P < 0.001, P < 0.01, P < 0.05). LV

mass degerinde D grubuna gore anlaml artis meydana geldigi goriilmiistiir (P < 0.05).
6.5. Serum ADMA sonuglari (Tablo 6, Sekil 11)

Serum ADMA diizeyinin D grubunda K grubuna goére anlamli derecede arttig
gorlilmiistiir (p<0,001). DP, DI ve DPI tedavi gruplarinda diyabete bagli bu artisin anlamh

derecede engellendigi goriilmiistiir (p<0,01).
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6.6. Serum LDH sonuclari (Tablo 6, Sekil 11)

Serum LDH diizeyinin D, DP ve DI gruplarinda K grubuna goére anlamli derecede
yiiksek oldugu goriilmiistiir(p<0,001, p<0,01, p<0,05). DP, DI ve DPI tedavi gruplarinda
diyabete bagli LDH diizeyindeki artis anlamli derecede engellenmistir (p<0,001).

6.7. Serum NO, /NO3" sonuclar: (Tablo 6, Sekil 11)

Serumda NO,/NOj3" diizeyleri D, DP, DI ve DPI gruplarinda K grubuna gore anlaml
derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001). DP, DI ve DPI tedavi gruplarinda diyabete bagli bu

artigin anlamli derecde engellendigi gortilmistiir (p<0,001).
6.8. Doku MDA sonugclari (Tablo 7,8,9, Sekil 12)

Aort ve kalp dokularinin D grubunda, korpus kavernosum dokusunun D ve DI
gruplarinda MDA diizeyinin K grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir
(P <0.001, P < 0.05).Ttiim dokularin DP, DI ve DPI tedavi gruplarinda diyabete bagli MDA
diizeyindeki artig anlamli derecede engellenmistir (P < 0.001, P < 0.01).

6.9. Doku GSH sonuclar:1 (Tablo 7,8,9, Sekil 13)

Aort ve kalp dokularmin D, DP, DI ve DPI gruplarinda, korpus kavernosum
dokusunun D, DI ve DPI gruplarinda GSH diizeyi K grubuna gore anlamli derecede diisiik
goriilmustiir (P < 0.001, P < 0.01, P < 0.05). Aort ve korpus kavernosum dokularinin tiim
tedavi gruplarinda, kalp dokusununda DP ve DI tedavi gruplarinda diyabete GSH
diizeyindeki azalma anlamli derecede engellenmistir (P < 0.001, P < 0.01, P < 0.05).

6.10. Doku luminol sonuglar1 (Tablo 7,8,9, Sekil 14)

Aort ve kalp dokularinin D, DI ve DPI gruplarinda, korpus kavernosum dokusunun D
grubunda luminol diizeyleri K grubuna gore anlamli derecede yliksek goriilmiistiir (P <
0.001, P < 0.01, P < 0.05). Tim dokularin tedavi gruplarinda diyabete bagli luminol
diizeyindeki artig anlamli derecede engellenmistir (P < 0.001, P < 0.01, P < 0.05).

6.11. Doku lusigenin sonuglar1 (Tablo 7,8,9, Sekil 15)

Tiim dokularin D gruplarinda lusigenin diizeylerinin K grubuna gére anlamli derecede
yiiksek oldugu goriilmistiir (P < 0.001).Aort dokusunun tedavi gruplarinda diyabete baglh

yiikselmis lusigenin diizeylerinde anlamli derecede azalma goriilmemistir. Kalp dokusunun
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DP tedavi grubunda, korpus kavernosum dokusunun tiim tedavi gruplarinda diyabete bagh

lusigenin diizeyindeki artis anlamli derecede engellenmistir (P < 0.001, P < 0.05).
6.12. Doku NO sonuclar: (Tablo 7,8,9, Sekil 16)

Kalp dokusunun D, DI, DP ve DPI gruplarinda, aort dokusunun D ve DI gruplarinda,
korpus kavernosum dokusunun D grubunda NO diizeyi K grubuna gore anlamli derecede
yiiksek goriilmiistir (P < 0.001, P < 0.01). Kalp dokusunun DP ve DI gruplarinda, aort
dokusunun tiim tedavi gruplarinda, korpus kavernosum dokusunun DP grubunda diyabete

bagli NO diizeyindeki artis anlamli derecede engellenmistir (P < 0.001, P < 0.01, P < 0.05).
6.13. Doku sGMP sonuclari (Tablo 7,8,9, Sekil 17)

Tiim dokularin D,DP, DI ve DPI gruplarinda K grubuna gére sGMP diizeyleri anlamli
derecede yiiksek goriilmiistiir (P < 0.001, P < 0.01). Tiim dokularin tedavi gruplarinda
diyabete bagli sGMP diizeyindeki artis anlamli derecede engellenmistir (P < 0.001).

6.14. Hematoksilen-Eozin sonug¢lar: (Sekil 18, 19, 20)

Tiim dokularda yapilan incelemelerde diyabet olusturulan gruplarin pazi, insiilin ve
pazit+insiilin tedavilerinde hasar oraninin geriledigi, pazi+insiilin grubunda iyilesmenin diger

tekli tedavilere oranla belirgin olarak gergeklestigi gézlendi.
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Tablo 3: Kontrol (K), D (Diyabet), DP (Diyabet+Paz1), DI (Diyabet+insiilin) ve DPI

(Diyabet+Pazi+insiilin) gruplar sicanlarina ait ilk ve son viicut agirhklari, kan glukoz degerleri, kalp

agirliklar1 ve kalp/viicut agirligt orani degerleri.

Ort+SE K D DP DI DPI
(n=8)
Viicut 386+9,28 375+9,6 3904+8,62 381+8,54 384+9,75
agirh@ (g)0
Viicut 421+8,68 263+14,84 375+7,73 369+8,59 368+7,23
agirh@ (g)S
sk %k k *’+++ **,+++ **,+++
Kan 107+3,7 406+28,4 161+16,5 191+19,1 129+11,6
GlukOZ * % % +++ **,+++ +++
(mg/dl)
Kalp agirhik | 1,14+0,04 | 0,79+0,07 0,900+0,03 | 0,85+0,05 0,87+0,05
(9)
%k %k %k * %k %k %k %k
Kalp 2,71+0,096 | 3,03+0,236 2,440,058 2,31+0,121 2,35+0,111
agirh@y/
+ ++ +
viicut
agirhgi
(mg/g)

***P < (0.001,**P < 0.01, *P < 0.05 Kontrol grubu ile
+++P < 0.001, ++ P < 0.01, +P < 0.05 Diyabet grubu ile karsilastirmalar
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Tablo 4: Kontrol (K), D (Diyabet), DP (Diyabet+Pazi), DI (Diyabet+insiilin) ve DPI
(Diyabet+Paz1+Insiilin) gruplari sicanlarina ait, 2,5 V, 5V ve 7,5V da olgiilen intrakavernoz basing

(IKB) degerleri

Ort+ SE

(n=4) IKB K D DP DI DPI

0 100 +0 100 +0 100+0 100+ 0 100+0
25V 384 +84 198 + 14,5 4154120 |236+27 |344+67
5V 487 +130 | 229 +28,4 |453 +154 |300+37 397+ 74
75V 537+ 159 |271+36,5 [656+200 |330+32 |533=+115
p>0,05

Tablo 5: Kontrol (K), D (Diyabet), DP (Diyabet+Pazi), DI (Diyabet+insiilin) ve DPI
(Diyabet+Pazi+insiilin) gruplari siganlarma ait, kalp agirliklari, diastoldeki intraventrikiiler septal
kalinlik (IVSd), sistoldeki intraventrikiiler septal kalinlik (IVSs),diastoldeki sol ventrikiil duvar
kalmligi (LVPWA), sistoldeki sol ventrikiil duvar kalinligi (LVPWS), sol ventrikiil sistol ¢api
(LVDCs), sol ventrikiil diastol ¢ap1 (LVDCd), sol ventrikiil kitlesi (LVmass), ejeksiyon fraksiyonu
(EF %), kisalma fraksiyonu (FS%) degerleri

Ort+SE

(n=8) K D DP DI DPI

Kalp agirhg (g) | 1,14 +0,039 0,79 +0,074*** |0,90 + 0,030* 0,85+ 0,046** |0,87 +0,048**
1VSd mm 1,59 + 0,04 1,933+ 0,04*** | 1,76 +£0,07 1,78 £ 0,07 1,79 £ 0,06
1VSs mm 1,92 + 0,067 2,49 £ 0,065*** 2,08 + 0,071 |2,15+0,066" 2,09+ 0,087

LVPWd mm 1,62 +£0,05024 |2,13 +0,049%** | 1,79 +0,069" 1,81 +0,084" 1,79 + 0,089"

LVPWs mm 1,96 + 0,051 2,63 +0,117*** |2 14+ 0,045 |2,24+0,110" 2,16+ 0,051

LVDCs mm 3,37 +£0,081 4,28 +0,179*** |3,71+0,172 3,90 + 0,150 3,73+0,130

LVDCd mm 5,37 + 0,137 6,83 +0,130*** |580+0,158"" |5,89+0,156"" 5,74 0,177

LVmass 6,94+ 0,41 4,01 +0,39*** |6,13+0,58" 6,08 +0,53" 6,21 +0,41"
EF % 79,5+£0,97 64,4 £2,77*** | 756+1,89" 72,3+2,35 72,4+2,20
FS% 41,2+1,26 297+1,77*** 1351+0,94 35,0+ 2,08 350+1,71

***P < (0.001,**P < 0.01, *P < 0.05 Kontrol grubu ile
+++P < 0.001, ++ P < 0.01, +P < 0.05 Diyabet grubu ile karsilagtirmalar
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Tablo 6: Kontrol (K), D (Diyabet), DP (Diyabet+Pazi1), DI (Diyabet+insiilin) ve DPI
(Diyabet+Paz1+Insiilin) gruplari siganlarina ait, serum ADMA, LDH ve NO,/NO3" degerleri

Serum K D DP DI DPI
Ort+SE
(n=8)
ADMA 0,92+0,06 | 3,77+0,36 | 1,97+0,42 | 2,02+0,38 | 1,95+0,43
(umol/L) koK * ++ =
LDH(IU/L) | 74,01+4,8 | 137,5+6,05 | 97,98+4,8 | 102,4+4,05 | 90,99+5,01
EX X3 *,+++ **’+++ +++
NO,/NO; | 4,57+0,17 | 14,53+0,16 | 9,48+0,31 | 9,69+0,31 | 9,57+0,28
(umol/L)
* % % kK ok Tt *kk Kk ok HHE

7’

’

7’

***pP < (0.001,**P < 0.01, *P < 0.05 Kontrol grubu ile

+++P < 0.001, ++ P <0.01, +P < 0.05 Diyabet grubu ile karsilagtirmalar
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Tablo 7: Kontrol (K), D (Diyabet), DP (Diyabet+Pazi1), DI (Diyabet+insiilin) ve DPI

(Diyabet+Pazi+insiilin) gruplari siganlarina ait, aort dokusunun MDA, GSH, luminol, lusigenin, NO,

sGMP degerleri
Aort K D DP Dl DPI
Ort+SE
(n=8)
MDA(nmol/ | 30,4+1,01 48,3+2.89 29,6+1,01 34,7+2,1 30,8+1,54
g doku)
* % % +++ +++ +++
GSH 0,93+0,02 0,54+0,04 0,80+0,02 0,74+0,03 0,78+0,03
(umol/g) sk 5k % *,+++ ¥ % *’+++ * *’+++
Luminol 12,25+0,94 | 29,31+3,67 | 13,92+0,90 | 21,63+0,99 | 21,25+1,24
(rlu/mg) k% ¥ H **"" **""
Lusigenin 19,11+1,42 | 34,09+2,95 | 25,12+3,07 | 26,86+2,14 | 25,17+2,41
(rlu/mg) koK
NO(rlu/mg) | 197,3+11,8 | 580,6+37,3 | 285,2+19,5 | 338,5+41,2 | 284,9+18
kK k +++ ks +++
sGMP 2,5+0,16 7,8+0,35 4,8+0,52 4,9+0,43 4,9+0,54
(pmol/g) * %k % **,+++ **’+++ **’+++

***P < (0.001,**P < 0.01, *P < 0.05 Kontrol grubu ile

+++P < 0.001, ++ P < 0.01, +P < 0.05 Diyabet grubu ile karsilastirmalar




Tablo 8: Kontrol (K), D (Diyabet), DP (Diyabet+Pazi1), DI (Diyabet+insiilin) ve DPI

(Diyabet+Pazi+insiilin) gruplari siganlarina ait, kalp dokusunun MDA, GSH, luminol, lusigenin, NO,

sGMP degerleri

Kalp K D DP Dl DPI

Ort+SE (n=8)

MDA 45,5+1,47 | 69,7+4,34 47,7+2,53 | 53,6+2,43 | 51,2+2,12

(nmol/g doku) okok o " -

GSH 1,08+0,04 | 0,72+0,03 0,88+0,02 | 0,88+0,02 | 0,85+0,03*

**’+ >l<*’+ * %

(nmol/g) e

Luminol 1,36+0,12 | 4,4+0,59 2,67+0,33 | 2,9+0,25 | 2,98+0,3

(rlu/mg) *oxk ” 7 *

Lusigenin 2,73+0,26 | 6,86+0,60 4,11+0,70 | 4,62+0,61 | 4,51+0,73

(rlu/mg) *Ex *

NO(rlu/mg) [ 10,59+12 [ 50,5242,4 |34,99+42,6 | 36+4,33 | 3881+4,13
* %k % >I<**'++ ***'+ * %k %k

sGMP(pmol/g) | 2,43+0,3 |8,13+0,48 | 5+0,19 52+0,25 | 4,9+0,23
* %k %k ***’+++ ***’+++ ***,+++

***p < 0.001,**P < 0.01, *P < 0.05 Kontrol grubu ile
+++P < 0.001, ++ P < 0.01, +P < 0.05 Diyabet grubu ile karsilastirmalar
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Tablo 9: Kontrol (K), D (Diyabet), DP (Diyabet+Pazi1), DI (Diyabet+insiilin) ve DPI

(Diyabet+Pazi+insiilin) gruplari sicanlarina ait, korpus kavernosum dokusunun MDA, GSH, luminol,

lusigenin, NO, sGMP degerleri

KK K D DP Dl DPI
Ort+SE

(n=8)

MDA 17,9+0,69 27,3+0,82 20,7+1,05 22,5+1,37 20+0,85
(nmol/g ook . - .

doku)

GSH 0,81+0,02 0,54+0,02 0,72+0,01 0,68+0,02 0,69+0,02
(umol/g) ok s o o
Luminol 9,6+1 18,5+1,25 11,5+0,94 12,84+0,88 | 12,45+0,9
(rlu/mg) - . -+ +
Lusigenin | 11,56+0,87 | 23,81+1,8 13,04+1,32 | 14,55+1,47 | 13,16+1,3
(rlu/m) . . . .

NO 199,8+23,2 | 382,3+32,7 | 241,2+22,1 | 273,3+28,8 | 270,9+30,4
(rlu/mg) ekl “

sGMP 2,48+0,1 6,6+0,29 4,03+0,24 4,37+0,36 4,1+0,35
(pmolig) . o 4 —_— o 4+

***P < (0.001,**P < 0.01, *P < 0.05 Kontrol grubu ile
+++P < 0.001, ++ P < 0.01, +P < 0.05 Diyabet grubu ile karsilastirmalar
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450+
4004
350+
3004
250+
200+
150+
100+

Kan glukoz, mg/dl

Sekil 8: K, P, D, DP, DI ve DPI grubu sicanlarin kan glukoz degerleri sonuglari

***P < (0.001, **P < 0.01 Kontrol grubu ile
+++ P < 0.001 Diyabet grubu ile karsilastirmalar
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Viicut agirhg (g)

K Ks P Ps D Ds DPDPs DI Dis DPIDPIs
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+
+
+
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N
o
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1.54

1.04

Kalp agirhigi/viicut agirhg, (mg/g)

o
o
1

Sekil 9: K, P, D, DP, DI ve DPI grubu siganlarin A-ilk ve son viicut agirliklari, B-kalp agirliklar1 ve

C-kalp/viicut agirlig1 orani sonuglari

***p < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05 Kontrol grubu ile
+++ P <0.001, ++P < 0.01, +P < 0.05 Diyabet grubu ile karsilagtirmalar
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goo4 =™ K

IKB mm Hg

200+

Sekil 10: K, P, D, DP, DI ve DPI grubu si¢anlarin 2,5 V, 5V, 7,5V ta 6l¢iilen IKB sonuglari

P >0,05

4004

6004 - **-DP

5.0 7.5
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15= *%k%

NO'5/NO’3 umol/L serum

K P D DP DI DPI

os}

4.5+ Sk

ADMA (umol/L serum)

K P D DP DI DPI

O

150+ okl

100+ it

50+

Laktat Dehidrogenaz
(IU/L serum)

K P D DP DI DPI

Sekil 11: K, P, D, DP, DI, DPI gruplari siganlarin serum A- NO,-/NO3’, B-ADMA, C-LDH sonuglari

***pP < (0.001, **P < 0.01, *P < 0.05 Kontrol grubu ile
+++ P < 0.001, ++P < 0.01 Diyabet grubu ile karsilagtirmalar

63



751 T
= ++
g +++ - pny
o 50+
[=
IS
c
< 2519
o
=

0+

D DP D DPI

601

50+
40+
20+
104
0=

Kok
4+
e+ Tt
K P D DP ]| DPI
30+ Kk
++
*
4+ et
20~
10~
0-
K P D DP DI DPI

Sekil 12: K, P, D, DP, DI, DPI gruplar1 si¢anlarin A-kalp, B-aort, C-korpus kavernosum dokulari

MDA, nmol/g aort
w
e

@]

MDA, nmol/g korpus

MDA sonuglari

***p < 0.001, *P < 0.05 Kontrol grubu ile
+++ P <0.001, ++P < 0.01Diyabet grubu ile karsilagtirmalar
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Sekil 13: K, P, D, DP, DI, DPI gruplar1 siganlarin A-kalp, B-aort, C-korpus kavernosum dokulari
GSH sonugclari

***P < (0.001, **P < 0.01, *P < 0.05 Kontrol grubu ile
+++ P <0.001, ++P < 0.01, +P < 0.05 Diyabet grubu ile karsilagtirmalar
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Sekil 14: K, P, D, DP, DI, DPI gruplar1 si¢anlarin A-kalp, B-aort, C-korpus kavernosum dokulari

luminol sonuglari

***p < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05 Kontrol grubu ile
+++ P <0.001, ++P < 0.01, +P < 0.05 Diyabet grubu ile karsilagtirmalar

66



o
o
Il

+

(rlu/mg) kalp

2.5+

Lusigenin KL

0.0~

40~

304

20+

Lusigenin KL
(rlu/mg) aort

10+

@)

30+

20+

Lusigenin KL
(rlu/mg) korpus

Sekil 15: K, P, D, DP, DI, DPI gruplar1 si¢anlarin A-kalp, B-aort, C-korpus kavernosum dokulari

lusigenin sonuglari

***p < 0.001Kontrol grubu ile
+++ P < 0.001, +P < 0.05 diyabet grubu ile karsilastirmalar
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Sekil 16: K, P, D, DP, DI, DPI gruplar si¢anlarin A-kalp, B-aort, C-korpus kavernosum dokulart NO

sonuglari

***P < 0.001Kontrol grubu ile
+++ P <0.001, ++P < 0.01, +P < 0.05 Diyabet grubu ile karsilagtirmalar
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Sekil 17: K, P, D, DP, DI, DPI gruplan si¢anlarin A-kalp, B-aort, C-korpus kavernosum dokular1
sGMP sonuglart.

***p < 0.001, **P < 0.01 Kontrol grubu ile
+++ P <0.001 Diyabet grubu ile karsilastirmalar
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Sekil 18 (Kalp): Kontrol grubunda (Sek. A) kas hiicrelerinin muntazam olarak diizenlendigi ve

diizgiin interstisyel alanlarla devam eden bir biitlinliigiin bulundugu gézlendi. Diizgiin kas hiicreleri
(ok) ve interstisyel alan (**).Diyabet grubunda (Sek. B) interstisyel alanlarda yogun konjesyon yani
sira kalp kas hiicrelerinde yer yer bozulma oldugu saptandi . Yogun olarak gozlenen konjesyon (**),
kiigiik resim (okbas1). Diyabet+ Paz1 (Sek. C),Diyabet+Insiilin grubu (Sek. D), Diyabet+Pazi+insiilin
grubu (Sek. E) gruplarinda, konjesyonda gerileme ve kas hiicrelerinde diizelme gozlendi. Seyrek

olarak gozlenen konjesyon (ok) ve kismen diizelen interstisyel alan (**).

70



Sekil 19 (Aort): Kontrol grubunda (Sek.A) aort intima tabakasinin altindaki lamina elastika interna

ve aralardaki bag dokusu muntazam olarak izlenmekteydi. Diizenli bicimde izlenen intima
tabakasi(ok). Diyabet grubunda (Sek. B) laminalar arasi bag dokudunda ileri derecede agilma ve
bozulma gozlendi. Intima tabakasinda dejenerasyon (**) ve biitiinliigii bozulmus lamina elastika
interna (ok). Diyabet+Paz1 (Sek. C), Diyabet+insiilin (Sek. D), Diyabet+Pazi+Insiilin (Sek. E) tedavi
gruplarinda laminalar aras1 bag dokusunda hasarda gerileme gozlendi. Intimada gerileme gosteren

dejenerasyon (ok)
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Sekil 20 (Korpus Kavernosum): Diyabet olusturulan diger gruplara gore (kalp kasi ve aort) korpus

kavernosum da diyabetle ileri derecede hasar gozlenmedigi izlendi. Kontrol grubunda (Sek. A)
diizgiin kavernoz yapilar gozlendi. Diizgiin kavernoz yapi1 (ok) ve endotel (*). Diyabet grubunda
(Sek.B) kavernoz yapilarda hafif diizensizlik (0k) gozlenirken endotel yapilarinda hafif hasar(*)
izlendi. Diyabet+Pazi (Sek. C), Diyabet+insiilin (Sek. D), Diyabet+Pazi+insiilin (Sek. E) gruplarinda
hasarin geriledigi izlendi. Kaverndz yap1 (ok), diizgiin endotel (*).
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7. TARTISMA ve SONUC

Diabetes Mellitus hiperglisemi ile karakterize, mutlak veya fonksiyonel insiilin
eksikligi ile kendini gdsteren kompleks bir hastaliktir. Bir¢ok durumda insulin direnci ile
iliskilidir. Glukoz duyarliliginin ve insulin sekresyonunun bozulmasi, otoimmun bagimli 3
hiicre harabiyeti (Tip I diyabet) veya periferik insiilin direnci gelisimine zemin hazirlayan
yetersiz insiilin sekresyonu (Tip II diyabet, %90) gibi bircok faktdér olusumuna katkida
bulunur (21).

Diyabetik komplikasyonlar morbidite ve mortalitenin ana nedenidir. Diyabetik
komplikasyonlarin patogenezi, hiicresel ve molekiiler seviyede halen tam olarak
aydinlatilamazken, tedavi segenekleri sinirli kalmaktadir. Hiperglisemi Tip I ve Tip 1I
diyabetik komplikasyon gelisiminde 6nemli rol oynarken, insulin direnci, hipertansiyon,
dislipidemi ve inflamasyon da risk faktorleri olabilir (122). Hiperglisemiye bagh
komplikasyon gelisminde protein kinaz C aktivasyonu, poliol yolagi aktivasyonu, glukoz
otooksidasyonu, ileri glukozilasyon {iriinlerinin olusumu gibi bir¢ok molekiiler mekanizma
rol alir (5). Bu faktorlerin herbiri temel ortak bir mekanizmanin farkli yansimalar1 olabilecegi
gibi,  ¢esitli  dokularm  farkli  mekanizmalara  duyarlilik  gOstermelerinden
kaynaklanabilmektedir. Bir ¢ogu herbiri ile yakin iligkili olan bu mekanizmalar bazen
ortiismektedir. IGU olusumunun yol a¢ti1 oksidatif stres, glukooksidasyonla IGU olusumunu
hizlandirmaktadir. Oksidatif stresi artiran ve IGU olusumunu hizlandiran poliol yolag

aktivasyonu, protein kinaz C aktivasyonuna neden olmaktadir (73, 105).

Oksidatif stres hipotezinde reaktif oksijen tiirevlerinin ve serbest radikallerin olusum hizi
ile antioksidan savunma kapasitesi arasindaki  dengesizlik  diyabetin  kronik
komplikasyonlarina neden olmaktadir. Lipid hidroperoksitler, tiyobarbitiirik asit reaktif
maddeler ve isoprostanlar gibi oksidatif stres gostergelerinin diizeylerinin arttig1 diyabetli
hastalarda E ve C vitaminleri, glutatyon, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
parametrelerin miktarlarinin azalmasi, diyabetin kronik komplikasyonlarinin patogenezinde

oksidatif stresin 6nemli rolii olabilecegini gostermektedir (2, 73, 76, 77, 79, 87).
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Diyabetteki vaskiiler komplikasyonlarda goriilen endotel fonksiyon bozukluklarindan
endoteldeki NO {iretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. Bu azalmaya, ileti azalmasi,
substrat L-arginin yetmezligi veya NOS’un kofaktorlerindeki azalma neden olabilir. Ancak
diyabette azalmis endotel bagimli vazodilatasyona NO {iretiminin azalmasi mi, yoksa

oksidatif stresin mi neden oldugu tartismahidir (2, 73, 77, 87, 96, 105).

Bu nedenle antidiyabetik tedavideki amag, hipergliseminin kontrol altina alinmasi ile
birlikte, gelisebilecek komplikasyonlarinin 6nlenmesi de onemli hedeflerdendir. Tedaviye
ilave edilen C vitamini, a-lipoik asit, melatonin, E vitamini gibi bircok antioksidaninin,

koruyucu etkileri incelenmektedir (58, 63, 92).

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) tilkemizde yaygin olarak yetisen bir bitkidir. Cesitli paz1
tirlerinde, kan sekerini diisiiriicii etkisi goriilen saponin ve flavanoid igerigine rastlanmistir
(33, 74). Yanardag ve ark. tarafindan, pazinin kan sekerini diisliricii etkisi gosterilmistir
(120, 127). Literatiirde pazinin diyabetik oksidan hasar {izerindeki etkilerini arastirmak
amaciyla yapilmis birgok ¢alisma vardir (106, 119, 120, 131). Sacan ve ark tarafindan da,
paz1 ekstresinin diyabetik si¢anlarin karacigerinde, artmis lipid peroksidasyonunu ve non-
enzimatik glukozilasyon seviyelerini azalttig1, azalmig GSH seviyesini arttirdig1 gosterilmistir
(106). Ayrica pazi ekstresinin radikal siipliriicti etkisinin gosterildigi ¢aligmalar da vardir (97,
104). Bu bilgiler dogrultusunda, biz de calismamizda STZ ile diyabet olusturulmus

siganlarda, paz1 ekstresinin oksidan hasara karsi tedavi edici etkilerini inceledik.

Calismamizda Sprague Dawley sicanlarda, 65mg/kg STZ ile diyabet olusturduktan 2
hafta sonra, 2mg/kg pazi ekstresini ve insulini eszamanl olarak 6 hafta siire ile uyguladik.
Hipergliseminin tedavisi amaci ile insulin, komplikasyonlarin 6nlenmesi amaci ile de pazi
ekstresi uygulamasi1 yaparak, bu ajanlarin etkilerini birbirleri ile karsilastirdik. Diyabet
olusturduktan 24 saat sonra pazi ekstresi ve insiilin uygulamasindan sonra, hayvanlarin viicut
agirliklari, kan sekerleri, intrakavernoz ve kan basinglar1 Olgiilmiis, ekokardiyografik
incelemeleri yapilmistir. Deney sonunda dekapite edilen sicanlarin kan ve doku (aort, kalp ve
korpus kavernosum) ornekleri alinmistir. Kronik diyabete bagli meydana gelen hasarin
belirlenmesi ve bu hasarlarin olusmasinda serbest radikallerin rolii, gerek biyokimyasal,
gerek histolojik incelemelerle belirlenerek, pazi ekstresinin bu hasara karsi tedavi edici

etkileri arastirilmastir.

Yanardag ve ark. tarafindan, diyabetik tavsanlarda, paz1 ekstresinin, 28 giin sonunda kan

glukoz degerlerini  anlaml sekilde disiirdigii gosterilmistir (127). Literatiirde, STZ ile
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diyabet olusturulmus siganlarda, pazi ekstresinin 28 giin sonunda, artmis kan glukoz degerini
diistirdiigii, azalmis viicut agirligimi arttirdigimi gosteren ¢alismalar vardir (106, 119, 120).
Bolkent ve ark. tarafindan STZ ile diyabet olusturulmus si¢anlarda, 2g/kg pazi ektresinin,
azalmig pankreas P-hiicre ve salgilayici graniil sayisimi artirdign ve artmis kan sekerini
distirdiigi gosterilmistir (20). Buradan, pazi1 ekstresinin, insiilinojenik bir ajan gibi etki
ederek kan glukoz degerini diisiirdiigii sOylenebilir. Calismamizda, 8 hafta sonunda, tiim
tedavi gruplarinin, diyabetik hayvanlarin, artmis kan sekerini anlamli derecede diistirdiigiinii
ve kilo kaybin1 anlamli derecede engelledigini gordiik. Bulgularimiz literatiir ile uygunluk
gosterirken, pazi ekstresinin diyabette hipoglisemik etkisinden s6z edilebilir. Pazinin
hipoglisemik etkisi tam olarak aydinlatilamazken, pazi tiirlerinde gosterilen, kan sekerini

diisiiriicti saponinler ve flavanoidler bu etkiden sorumlu tutulabilirler (33, 74).

Erektil disfonksiyon, diyabetli erkeklerde siklikla goriilen bir komplikasyon olmakla
beraber, olusumundan yiiksek oranda noéronal ve penis vaskiiler sistemdeki degisiklikler
sorumlu tutulmaktadir. Penis ereksiyonu, penis arter kan girisi, kavernoz diiz kas gevsemesi
ve vendz kan ¢ikis1 gerektiren kompleks norovaskiiler bir olaydir. NO-sGMP yolagi
ereksiyon olusumunda ve siirdiiriilmesinde Onemli rol oynar. Literatiirde, NO-SGMP
yolaginin gevsetici etkisinin bozulmasinin erektil kapasiteyi disiirdiigii gosterilmistir.
Endotelden ve non-adrenerjik non-kolinerjik (NANK) sinir uglarindan NO salinimimi eNOS
ve nNOS aracilif1 ile meydana gelmektedir .Diyabette, néronal ve endotel kaynakli diiz kas
gevsemesinin bozuldugu gosterilmistir (107). Calismamizda, diyabetik erektil disfonksiyonu
daha 1yi degerlendirmek i¢in, intrakavernoz ve kan basinci olgiimii yaparak bulgularimizi

desteklemek istedik.

Literatiirde, STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarda, IKB oranmin, diyabetlilerde
kontrollere gore anlamli derecede azaldigin1 gosteren galismalar vardir (91, 102, 103). Christ
ve ark. tarafindan 8 haftalik tip I diyabetik siganlarda, azalmis IKB’nin insulin ile anlamli
derecede arttigi gosterilmistir (26). Tip II diyabetik si¢anlarda da, azalmig IKB ‘nin E
vitamini, sildenafil ve kafein tedavisi ile anlamli derecede arttigin1 gosteren calismalar vardir
(17, 30, 31, 130). Bivalacqua ve ark. tarafindan 8 haftalik tip II diyabetik sicanlarda, azalmig
IKB’nin SOD aktivitorii tedavisi ile anlamli derecede arttig1 gosterilirken, diyabetik korpus
dokusunda azalmig erektil fonksiyondan O radikalinin etkisinden s6z edilebilir (18).
Calismamizda 8 haftalik diyabet sonrasinda diyabet grubunun IKB ve KB degerlerinin
kontrol grubuna gore anlaml degisiklik gdstermedigini gdézlemlerken, tedavi gruplarmin IKB

ve KB degerlerinde de diyabetik sicanlara gére anlamli degisiklik goriilmedigini gordiik.
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Diyabetiklerde kardiyovaskiiler komplikasyon gelisme riski digerlerine gore her zaman
daha yiiksek iken, kardiyomiyopati en onemli kardiyovaskiiler komplikasyonlardan biridir.
Literatiirde, diyabetik kardiyak fonksiyonu degerlendirmek igin ekokardiyagrafik
incelemelerin yapildig1 ¢alismalar oldukga fazladir. Crespo ve ark. siganlarda olusturulan
diyabet modelinde, LVPWT ve EF degerlerinin kontrol grubuna goére anlamli derecede
azaldigim gormiislerdir (27). Literatiirde, diyabetik si¢anlarda yapilan eckokardiyografik
olg¢timlerde, LVEDDve LVESD’nin arttig1, EF’nin azaldigin1 gdsteren c¢alismalar vardir (111,
125). Calismamizda, diyabetik grupta, IVSd, IVSs, LVPWd, LVPWs, LVDCs, LVDCd
degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigini, pazi ekstresi ve diger tedavi
gruplar ile bu artisin engellendigini gordiik. LV mass, EF% ve FS% degerleri diyabetik
grupta azalirken, pazi ekstresinin LV mass ve EF% degerlerindeki azalmay1 anlamli derecede
engelledigini gordiik. Buradan pazi ekstresinin diyabetik hasardaki kardiyak koruyucu

etkisinden s6z edilebilir.

Doku hasarinin bir gostergesi serum LDH seviyesindeki degisikliklerdir. LDH
anaerobik glikolizin son basamaginda rol alir. NADH varlifinda, piruvatin laktata
doniistimiinden sorumludur. LDH aktivitesi insulin, glukoz NADH ile degisebilir. Diyabetik
sicanlarin karaciger, bobrek dokularinda artmig LDH aktivitesi goriilmiistiir (89). Eliza ve
ark. tarafindan diyabetik si¢anlarin plazmalarinda LDH seviyelerinin arttigi gosterilirken (36,
37), STZ’nin karacigere olan hepatoksik etkisinden soz edilebilir. Karaciger hasarina bagl
olarak bu enzimin kana gecisi artabilir. Literatiirde, STZ ile diyabetik sicanlarin serumlarinda
ve kalplerinde artmis LDH seviyelerinin fenol igerigi olan yesil cay ekstresi ve rutin ile
anlamli derecede azaldigi gosterilmistir (9, 44). Calismamizda, diyabete bagli serum LDH
diizeyindeki artisin pazi ekstresi ve insulin ile anlamli derecede engellendigini gordiik.
Ozsoy ve ark. tarafindan, diyabetik sicanlarda artmis serum AST, ALT ve ALP enzim
diizeylerinin pazi ekstresi uygulanmasi ile anlamli derecede azaldigir gosterilmistir (106).
Buradan, paz1 ekstresinin, diyabetik karaciger dokusunda koruyucu etki gostererek, serum

LDH diizeylerini azalttig1 sdylenebilir.

ADMA endojen kompetitif NOS inhibitorii olup, vaskiiler hiicreler gibi birgok doku
tarafindan sentez edilir ve plazmada goriiliir (43). Insan ve hayvanlarla yapilan ¢alismalarda,
endotel kaynakli gevsemede meydana gelen bozukluklarin ADMA seviyesi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (43, 124). Degismis endojen ADMA seviyesinin, endotel disfonksiyon ve
diyabetik vaskiiler komplikasyon belirteci olabilecegi sdylenebilir. Literatiirde, diyabetik
Sprague Dawley sicanlarda artmis serum ADMA seviyeleri gosterilmistir (71, 86, 126).
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Artmis ADMA seviyesine bagli olarak ve NOS aktivitesindeki azalmadan dolayr NO
biyoyararlanimi diisebilir. Calismamizda, diyabete bagli olarak serum ADMA diizeyindeki
artisin pazi ektresi ve insiilin ile anlamli derecede engellendigini gordiikk. ADMA’nin tedavili
grupta bu diislislinli calismamizda elde ettigimiz diger sonuglar agiklayabilir. Oksidan yanitin

azalmasi, ADMA’daki artis1 engellemis olabilir.

Bilindigi gibi dokunun antioksidan kapasitesi diyabetik komplikasyon gelisimi agisindan
onemlidir. Antioksidanlar ve antioksidan enzimler gibi hiicresel savunma mekanizmalari
hiicreleri ve dokular1 oksidan hasara karst korur. GSH biitiin hiicrelerde milimolar
konsantrasyonlarda bulunan, 6nemli bir antioksidandir. Detoksifikasyon ve metabolizma
olaylarinda bazi enzimler i¢in kofaktor ya da substrat olarak rol alir ve bu yiizden dokular1
oksidan hasara kars1 korur (119). Insan ve hayvanlarla yapilan calismalarda diyabete bagl
olarak azalmig GSH seviyeleri plazma, serum ve ¢esitli dokularda goriilmiistiir. Literatiirde
tip II diyabetlilerin plazmalarinda (93) ve diyabetik farelerin lenslerinde azalmis GSH
seviyeleri gosterilmistir (70, 80). Arastirmacilar tarafindan, STZ ile diyabetik sicanlarin da,
kalp (119), aort (92), penis (102, 103) gibi dokularinda GSH tiiketiminin arttig1 bildirilmistir.
Glinlimiizde oksidan stresin yer aldigi pek¢ok patolojik durumda antioksidanlar ile tedavi
denenirken, diyabetik testis ve korpus kavenosum dokularinda askorbik asit ve melatonin gibi
giiclii anioksidanlar ile olumlu sonuglar alinmistir (38, 92). Calismamizda pazi ekstresi ve
insiilin’nin, diyabetik kalp, aort ve korpus kavernosum dokularinda GSH diizeylerindeki
azalmayr anlamli derecede engelledigini gordiik. Literatiirde pazi ekstresinin diyabetik
siganlarin kan, karaciger, lens, kalp ve aort dokularinda azalmis GSH seviyelerini anlamli
derecede arttig1 gosterilmistir (106, 119, 131). Paz1 ekstresi antioksidan ve serbest radikal
stiptirticii etkili fenol iceriginden dolayi, ortami serbest radikallerden temizleyerek, diyabette

artmis GSH tiiketimi azaltabilir.

Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin neden oldugu 6nemli hasarlardan biri oldugu
icin diyabet ile yakindan iliskilidir. Azalmigs GSH seviyesi, lipid peroksidasyonuna neden
olan birincil faktorlerden biridir. Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin doymamis yag
asitlerinden 1 hidrojen atomu kopartmalari ile baglar. Membran permeabilitesinde degisiklige
yol agarlar ve membran yogunlugunu azaltirlar (57). MDA, lipid peroksidasyon iiriiniidiir ve
oksidatif stresin belirteclerinden biridir. Literatiirde Tip II diyabetlilerin plazmalarinda ve
diyabetik farelerin lenslerinde artmig MDA seviyesi gosterilmistir (70, 80, 93). Sicanlarla
yapilan c¢aligmalarda da diyabete bagli olarak, aort (10), kalp (119), penis (103) gibi
dokularda MDA seviyesinin arttig1 goriilmistiir. Caligmamizda diyabete bagli olarak 8 hafta
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sonunda kalp, aort ve korpus kavernosum dokularinda MDA seviyelerinde anlamli bir artis
meydana geldigini gordilk. Bu bulgular daha Once yapilan c¢alismalardan elde edilen
bulgularla paralellik gosterirken, diyabete bagli organ hasarinda serbest radikallerin roliinii
desteklemektedir. Paz1 ekstresi ve insulin uygulanan gruplarda MDA seviyelerinde meydana
gelen artisin anlamli derecede engellendigini gordiik. Literatiide diyabetik aort ve korpus
kavernosum dokusunda artmis MDA seviyesinin insulin ile anlamli derecede diistiigii
gosterilmistir (92). Literatiirde pazi ektresinin karaciger, kalp ve aort dokularinda artmis
MDA seviyelerini diisiirdiigi gosterilmistir (106, 119). Pazi ekstresinin, bu etkileri radikal
stipiiriicii 6zellikli fenol igerigi sayesinde gosterdigi sdylenebilir. Pazi ekstresi, diyabetik

hasar sonucu olusmus serbest radikalleri siipiirerek, lipid peroksidasyonunu engelleyebilir.

Diyabette hiperglisemiye bagli olarak ¢esitli mekanizmalarla serbest oksijen
radikallerinin seviyesinde artis meydana geldigi bilinmektedir. Diyabette NO {iretimiminin
artabilecegi de sdylenirken reaktif oksijen tiirevleri tarafindan NO’in inaktive edilmesi ile NO
biyoyararlanimi diisebilir. NO, nonstabil bir radikal oldugu i¢in, ¢cok kisa bir zamanda daha
stabil NO,/NOj3" anyonlarina doniisebilir. Boylece fazla NO sitotoksik etki meydana getirir.
Literatiirde, Tip II diyabetiklerin plazmalarinda artmis NO,/NOj3 seviyeleri gosterilmistir (8).
Ayrica STZ ile diyabetik siganlarin idrar, plazma ve aort dokularinda artmis NO,/NOjs
seviyeleri goriiliirken, artmig NO {iretiminden séz edilebilir. Ayrica diyabetik si¢anlarda
artmis iNOS ekspresyonu gosterilirken, buna bagli olarak NO iiretiminde artis meydana
gelebilir (19, 52). iNOS enzimi inflamatuar sitokinler araciligi ile aktive olur ve ve eNOS’a
gore 1000 kat daha fazla NO fiiretebilir (82). Antioksidan E vitamini, a-lipoik asit ve
melatonin gibi antioksidanlar ile artmig NO,/NOj3 seviyelerinde azalma meydana geldigi
gosterilmistir (19, 30, 117). Calismamizda, 8 hafta sonunda, diyabete bagli olarak kalp, aort,
korpus kavernosum dokularinda NO ve serumda NO,/NOs  seviyelerinde anlamli artig
meydana geldigini, pazi ekstresi ve insulin uyguladigimiz gruplarda ise serum NO;/NOj3 ve
doku NO seviyelerindeki bu artisin anlamli derecede engellendigini gdrdiik. Bu bulgular,
diyabette fazla miktarda NO,/NO3  olusumunun artmis NO konsantrasyonu ile iliskisini
desteklemektedir. Literatiirde pazi tohumundan elde edilen 4 tane fenolik bilesigin, murine
makrofaj RAW 264.7 hiicre kiiltiirlinde nitrit olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (65).
Calismamizda kullandigimiz pazi yapraklart sulu ekstresinin de fazla NO olusumunu
engelleyerek, NO,/NO3 olusumunu inhibe edici etkisi olabilir. Pazi ektresinin antioksidan ve

radikal siipliriicii etkisinin gdsterilmesi sonuclarimizi desteklemektedir. Caligmamizda iNOS
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ekspresyonunu ve aktivitesi Olclilememekle beraber, diyabet ve pazi ekstresi tedavi

gruplarinda iNOS seviyelerinin de incelenmesi bulgularimizi destekleyebilir.

Serbest oksijen radikallerinin tayininde, luminol ve lusigenin olmak {iizere iki farkli
belirteg kullanilirken, luminol aracili 6l¢iim ile OH", H,O,, hipoklorit ve hidroperoksil
radikallerinin, lusigenin aracili dl¢iim ile O, radikalinin tayini yapilmaktadir. Tip I diyabetik
siganlarin bobrek dokusunda artmis lusigenin degerinin, Protein kinaz C inhibitorleri ile
azaldig1 goriliirken, diyabete bagli O, olusumunda protein kinaz C aktivasyonundan s6z
edilebilir (129). Crespo ve ark. tarafindan 4 haftalik diyabetik siganlarin, kalp ve aort
dokularinda lusigenin degerlerinin anlaml sekilde arttig1 gosterilmistir (27). Benzer sekilde,
Bivalacqua ve ark. diyabetik spraque siganlarin korpus kavernosum dokusunda, luminol ve
lusigenin degerlerinin arttigini, SOD aktivatorii uygulanan diyabetik grupta, lusigenin
degerlerinin anlamli derecede azaldigini gostermislerdir (18). Calismamizda, 8 hafta sonunda,
diyabetik siganlarin, kalp, aort ve korpus kavernosum dokularinda luminol ve lusigenin
degerleri anlamli olarak arttigin1 gordiik. Paz1 ekstresi ve insulin ile kalp, aort ve korpus
kavernosum dokularinda luminol artis1, kalp ve korpus kavernosum dokularinda da lusigenin
artis1 anlamli derecede engellenmistir. Pazi ekstresinin etkisini, fenol i¢eriginden dolay: direk

radikal siipiiriicii etkisi ile gosterebilecegi soylenebilir.

Endotelden saliverilen NO, sGMP araciligi ile, gevseme yanitini meydana getirir.
Diyabete bagl olarak, NO/sGMP yolagindaki degisiklikler endotel disfonksiyona katkida
bulunabilir. SGMP, endotel kaynakli gevsemenin iyi bir isaretgisi olabilir. Literatiirde
diyabete bagli olarak sGMP konsantrasyonlarimin arttigini gosteren c¢aligmalar vardir.
Diyabetik siganlarin serumlarinda (52), aort, kalp ve bobrek dokularinda (19) artmis sGMP
diizeyleri gosterilmistir. Bu calismalarda, diyabete bagli olarak sGMP yaninda, iNOS
enziminin seviyesinde de artis goriiliirken, bu enzimin sGMP ile iliskisinden s6z edilebilir.
iNOS enzimi inflamatuar sitokinler aracilig1 ile aktive olur ve ve eNOS’a gore 1000 kat daha
fazla NO tiretebilir (82). Calismamizda diyabet olusturulan sicanlarin kalp, aort ve korpus
kavernosum dokularinda sGMP diizeylerinin anlamli derecede arttigin1  gordiik.
Hiperglisemiye bagl olarak artmis iNOS aktivitesi fazla miktarda NO iiretimine neden olarak
sGMP diizeylerindeki artistan sorumlu tutulabilir. Paz1 ekstresi ve insulin ile bu artisin
anlamli derecede engellendigini gordiik. Serum NO;/NOj3, doku NO degerlerinde elde
ettigimiz sonuglar da bulgularimizi desteklemektedir. Pazi1 ekstresi, dokularda fazla miktarda
NO olusumunu engelleyerek, sGMP diizeylerindeki artis1 engelleyebilir. iNOS ekspresyonu

ve aktivitesinin 6l¢iilmesi bulgularimizi destekleyebilir.
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Calismamizda dokularini histolojik olarak inceledigimizde ise, kalp dokusunda diyabete
bagl olarak meydana gelen konjesyonunun, kas hiicrelerindeki bozulmanin, aort dokusunda
laminalar aras1 bag dokudaki ileri derecedeki agilma ve bozulmalarin ve kavernoz dokudaki
diizensizlikler, endotel yapilardaki hafif hasarlarin, tiim tedavi gruplarn ile geriledigi ve

kontrol gruba yaklastig1 gdzlemlendi.

Calismamizda tiim bu bulgular esliginde, diyabetik siganlarin kan glukoz degerlerinin
yiikseldigi, viicut agirliklarinin azaldigi, ekokardiyografik degerlerinin degistigi ve yapisal
olarak dokularin yapilarinda hasarlar meydana geldigi goriilmiistir. Diyabete bagli olarak
oksidan hasarin gostergesi olarak serum ADMA, LDH ve NO, /NOj3" degerlerinin, kalp, aort
ve korpus kavenosum dokularinda MDA, luminol, lusigenin, NO ve sGMP degerlerinin
yiikseldigini, GSH degerlerinin azaldigini, pazi ekstresi ile bu parametrelerin kontrol
degerlerine yaklagtigini gordiik. Literatiirde, diyabetik hasarda antioksidan igerikli bir¢ok
bitkinin olumlu etkileri gosterilmistir. Calismamiz dogrultusunda, diyabetin serbest radikaller

aracilig1 ile yapisal ve fonksiyonel hasara neden oldugu ve bu hasarin pazi (Beta vulgaris L.

var. cicla) ile dnlenebilecegi, diyabette pazinin faydali etkileri olabileceginden s6z edilebilir.
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