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ONSOZ

“Simdi” siirekli olarak elimizden kayip gitmektedir ve zamanin gerisinde kalmak
istemiyorsak, gelecegi ongormeye calismak gerekmektedir. Yaygin politik ve ekonomik
sorunlar, doganmin dengesinin bozulmasi, HIV/AIDS ve diger salginlarin giderek
yayilmasi goz oniine alindiginda, gelecegin daha iyi olacagindan emin oldugumuzu
soyleyemeyiz. Unlii Filozof Xentius da bugiine kadar bilim adamlarinin geldigi noktay:
“insanligin yiizyillardir 6grendikleri, sonsuz uzunlukta bir kumsaldaki tek bir kum
taneciginden daha fazla degildir” diyerek tamimlar. Yani, yapilacak ¢ok sey vardir.
Bilim adina, bu sonsuz kumsalda bir kum tanesi olabilmeyi amaglayarak yola ¢ikan ve
yazili tarihin hemen tiimiinde, hekimligin diinyanin hemen her yerindeki ozel bir anlami
oldugunun bilincinde bir hekim olarak, bu ¢alismaya basladigimi ve aym bilingle de
tamamladigimi belirtmenin sevincini yasiyorum.

Bu ¢calismanin konusunun belirlenmesinde, ¢aliymanin yaratilmasinda ve Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dali’'ndaki Doktora Egitimim
stiresince, stirekli yardim ve tavsiyelerde bulunan, bilgi ve deneyimlerini, goriis ve
onerilerini benimle paylasan Degerli Danismanim Sayin Prof. Dr. Nilgiin Altan’a,
yardimlari ve sabri icin en icten tesekkiirlerimi sunarim. Ana Bilim Dali 'ndaki egitimim
swrasinda, yetismemde emegi gecen tiim Degerli Ogretim Uyeleri'ne ve basta
calismalarim sirasindaki yardimlar: ve desteklerinden dolayr Uz.Dr. Cigdem Oztiirk ve
Uz.Biolog Duygu Sahin olmak iizere ilgi ve yardimlarini esirgemeyen arkadaslarima
tesekkiirti bir borg bilirim.

Oncelikle biz ¢ocuklar: ve sonra da iilkeleri igin inanilmaz bir azimle ve hizmet
anlayislaryla bir omiir ¢alisarak bugiinlere gelmemizi saglayan, bugiin inandigim
temel ilke ve prensipleri kendilerinden edindigim iki kisiye; her an, her konuda yanimda
oldugunu bildigim Canim Annem Aysel Onder’e ve énce Doktora Egitimi fikrini, sonra
da israri ile baslama cesaretini veren, bugiinkii basarimin ilk sorumlusu Canim Babam
Aydin Onder’e;

T Egitimi alma kararim da dahil, hayatimin her énemli doniim noktasinda
kendisine damigtigim ve basarilariyla ornek alip, kendisini yakalamaya caligtigim
Camim Agabeyim Ayhan Onder’e;

Doktora Egitimimin her asamasindaki destegi ve anlayisi ile yanimda olan ve
hekim olmanin anlamini ¢ok iyi anlayarak, bu meslekteki durusuyla her zaman ornek
aldigim ve oviindiigiim Sevgili Egsim Do¢.Dr. Mustafa Cesur’a; icten tesekkiirlerimi
sunarim.

“Cagin adi ‘Bilgi Cagi’dir ve arastirma gelistirmeye dayanacaktir. Ulkeler,
eger bilgi tiretiyorsa iilkelerin onii aciktir, bilgi tiretmiyorsa yok edilir” dediklerini ilk
duydugum giin, “bilgi ¢ag1” kavramini ve daha sonra hemen her konusmalarinda
vurguladiklart “bilgi toplumu olmanin onemini, once iyi insan, sonra T.C. nin iyi
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Dr. Aylin Cesur
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DIYABETIK RATLARIN, KALP DOKU DNA HASARINDA, TiROID
HORMONLARININ OLASI ROLU

1. GiRIS

Diabetes Mellitus'da (DM) go6zlenen oksidatif stresin,
diyabete bagh gelisen vaskuler komplikasyonlarin patogenezinde énemli
rol oynadiginin belirlenmesi, son yillarda bu konuya verilen 6nemin
giderek artmasina neden olmustur. Reaktif oksijen turlerinin (ROS) Uretimi
diyabetik hastalarda, 6zellikle kotu glisemik kontroll olanlarda artar ve
DNA’nin yapisinda hasara yol acabilir. Artmis ROS, DNA'nin yani sira,
lipid ve proteinler gibi makromolekillerin oksidatif hasarini da
hizlandirabilir. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG), DNA’da purin
artiklarinin ROS ile indUklenen degisiklikleridir. Guanin’in
8-hidroksilasyonu sonrasi, spesifik enzimatik bolinmeyi takiben olusan
oksidatif DNA hasarinin bir Grintddr. 8-OHdG, oksidatif DNA hasarinin ve

oksidatif stresin gdsteriimesinde énemli ve hassas bir belirleyicidir."?

Plazma 8-OHdG dizeyi; yas, sigara igimi, radyoterapi,
tumorojenez ile artabilecegi gibi, Tip 1 ve Tip 2 DM’'de de belirgin olarak
yuksek bulunabilmektedir.>* Diyabetik hastalara ait kadavralarin pankreas
adacik hiicrelerinde® ve deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarin
karaciger, bobrek, pankreas, beyin ve kalp gibi ¢esitli dokularinda 8-OHdG
dizeyinin ylksek olarak bulunmasi ile diyabette oksidatif DNA hasari
gosterilmistir.? Idrar 8-OHdG diizeyinin 6zellikle nefropati gibi vaskiler
komplikasyonlari bulunan diyabetiklerde, oksidatif DNA hasarinin ve
oksidatif stresin varligini gésterme acgisindan duyarl bir belirleyici oldugu
bildiriimektedir.® Deneysel olarak diyabet olusturulmus ratlarin gliklazid
veya insulin ile tedavi edilmesi sonucu 8-OHdG duzeylerinin azaldigi

gosterilmistir.”®



Diyabetik ratlarin, tiroid hormon duzeylerinde de azalma
oldugu bildirilmistir. insilin tedavisi ile serum tiroid hormon diizeylerinde
de diizelme olabilmektedir.”'® Diyabetik bireylerde tiroid disfonksiyonuna
normal populasyona gére daha fazla rastlanmaktadir."" Tiroid hormonlari
ile insulin arasinda sinerjizm olduguna dair pek ¢ok yayin bulunmaktadir
ancak kesin mekanizma acik degildir'> ve bu konuyla ilgili olarak hala

calismalar sirmektedir.

Diabetes Mellitus’da, tiroid hormonlarinin  karbohidrat
metabolizmasindaki bazi anahtar enzim aktivitelerinde degisikliklere
neden oldugu gdsterilmistir.’>'* Tiroid hormonlari, sorbitol arayolunu da
etkilemektedir.”® Ek olarak, diyabetik rat dokularinda yapilan ¢alismalarda,
tiroid hormonlarinin, insulinin  bazi etkilerine aracilik edebilecegi
bildirilmistir."®"" Altan ve arkadaslarinin yakinlarda yaptigi bir ¢galismada,
ortamda tiroid hormonu olmadigi durumlarda, insilinin etkisinin, istenilen
duzeyde olmasa bile, belli bir seviyeye kadar sistemi dengeleyebildigi,
insulin etki mekanizmasinda, tiroid hormonlarinin yerinin olabilecedi 6ne

surtlmustir.'®

Tiroid fonksiyonunun da oksidatif stres Uzerinde gucli bir
etkisi vardir. Hipertiroidide ROS Uretiminin artisi, memeli dokularinda
hasar olusumuna yol agmaktadir. Andican ve arkadaslari, hipertiroidi
bulunan ratlarda 8-OHdG diizeyinin artmis oldugunu gostermislerdir.™
Hipertiroidi bulunan kisilerin mononukleer hicre kilturlerinde, 8-OHdG
belirleyici olarak kullanilarak, oksidatif stres varligi gdésterilmistir.?’ Bir
baska calismada ise, hipotiroidi bulunan ratlarin kalp dokusundaki
8-OHdG diizeyinin diisiik oldugu bildirilmistir.’

Gunumuze kadar yapilan galismalarda, kan glukoz dizeyinin
ve tiroid fonksiyonlarinin, oksidatif stres ve bunun sonucu gelisen doku
DNA hasarina olasi etkileri, cesitli calismalarda bildirilse de, bu iki

konunun birlikte ele alindigi ¢alisma sayisi, oldukga kisithdir. Deneysel



olarak diyabet ve hipotiroidi olusturulmus ratlarin kalp dokularinda
8-OHdG duzeyinin arastirildigi bir galisma da bildigimiz kadariyla yoktur.

Oksidatif DNA hasari, her 30-50 ug DNA'da nmol ile fmol
oraninda, yani minimal oldugu igin, tespit etmek ve miktarini belirlemek
zordur. Bu amagla cesitli metodlar gelistiriimistir. Ginimuizde en yaygin
olarak kullanilan metodlarin baginda, Elektrokimyasal Dedektorllu Yuksek
Performans Sivi Kromatografisi(High Performance Liquid Chromatography
with Eletrochemical Detection - HPLC-ECD) gelmektedir.?? Floyd
tarafindan gelistirilen bu yontem ile imli sartlarda nikleositleri ayristirmak

ve bilesenleri duyarli bir sekilde ortaya ¢gikarmak mumkun olabilmektedir.?®

Diyabetik ratlarda, HPLC-ECD ydntemiyle, kalp dokusunda
8-OHdG duzeyini belirlemek ve hipotiroidi bulunan diyabetik ratlardaki
duzeyle kargilastirmak, konuya aciklik getirebilir. Bu sayede insulin ve
tiroid hormonlari arasindaki sinerjist etkinin varligini éne siren hipotezlere

de katki saglanabilir.

Bu cgalismada, diyabetik ratlarin kalp doku DNA hasarinda,
tiroid hormonlarinin olasi rolinU tespit etmeyi amacladik. Bu nedenle,
farkh gruplarin kalp dokularinda, DNA hasarinin bir gostergesi olan
8-OHdG duzeyini belirlemek icin, HPLC-ECD yoOntemini kullanmayi
planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus

2.1.1. Diabetes Mellitus’'un Tanimi ve Siniflandirilmasi

Diabetes mellitus, insulinin sekresyonunda, insulinin
etkisinde veya her ikisinde olugan kusurlar sonucu gelisen, karbohidrat
(Sekil 1), lipid ve protein metabolizmasinda c¢esitli bozukluklarla birlikte
olan, kronik hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Bazi DM
formlari, kendi 6zel etiyoloji ve patogeneziyle belirlenebilse de, ¢ogdu

yaygin gorulen formun altta yatan nedeni tam olarak aydlnlatllamamlg,tlr.24
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Sekil 1. Sitoplazma ve mitokondri B hiicrelerinde glukoz metabolizmasinin

sematik ozeti. (Sekildeki kisaltmalarin agik hali, Kisaltmalar bélimiindedir)




ilk kez diyabetin siniflanmasini 1880 yilinda Lancereaux,
“zayif’ ve “sisman” diyabeti olarak yapmistir.?° 1883 yilinda ise modern
tibbin babasi sayilan Sir William Osler tarafindan diyabet “Konstitlisyonel
Hastaliklar’ basligi altinda ailevi bir hastalik olarak gosterilmistir.?® Bu
tarinten sonra gesitli  siniflamalar  yapimigsa da, gunumuzdeki
siniflandirmaya 1gik tutan diyabetin modern siniflamasi National Diabetes
Data Group (NDDG) tarafindan 1979 vyilinda yapilmis,?” World Health
Organisation (WHO) tarafindan da 1980 yilinda bu siniflama kabul
edilmistir.?® 1985 yilinda WHO siniflandirmayi yeniden diizenlemistir. Bu
siniflamanin vurgulanmasi gereken yonu kliniksel olmasi ve diyabeti
insuline bagimh (IDDM) ve insuline bagimh olmayan (NIDDM) olarak
adlandirmasiydi.?® Daha sonra American Diabetes Association (ADA)
1997°de bu siniflamayi belirgin olarak degistirmis, IDDM ve NIDDM yerine
Tip 1 ve Tip 2 DM terimlerini kullanmayi énermistir.*® Bu siniflama 1999'da
WHO tarafindan gelistiriimis,>' 2003’de ise ADA son halini verdigi etiyolojik

siniflandirmayi yayinlamistir.>? Tablo 1’de bu siniflandirma yer almaktadir.

Toplumlarin yaslanmasi ve yasam tarzinin
modernizasyonunun etkileri, 6zellikle gelismekte olan ulkelerde daha
belirgin olmak Uzere global bir diyabet prevelansi artisina dramatik sekilde
yol agmistir. Halen gunimuzde 150 milyon diyabetlinin var oldugu tahmin
edilmektedir. Bu sayinin, ¢ogu Tip 2 DM olmak uzere, 2025 yilinda 300
milyona yiikselmesi beklenmektedir.>® Tiim diinyada gerek Tip 1 gerekse
Tip 2 DM prevelansinin artisinin beklenmesine ragmen Tip 2 DM’da daha
fazla artis beklenmesinin nedeni artan obezite ve azalmis aktivite
duzeyleridir. DM yasla beraber artar. Prevelans 20 yas altinda % 0.19, 20

yas Ustiinde % 8.6 olarak bulunmustur, 65 yas Ustiinde ise % 20.1’dir.>*



Tablo 1. Diabetes Mellitusun Etiyolojik Siniflandirmasi

TiP 1 DIABETES MELLITUS

. immiin Aracili

. idiyopatik

TiP 2 DIABETES MELLITUS

. DIGER OZEL TiPLER

R-Hiicre Fonksiyonunun Genetik Defekti

Kromozom 12, HNF-1a (MODY3)

Kromozom 7, Glukokinaz (MODY2)

Kromozom 20, HNF-4- (MODY1)

Mitokondrial DNA

Digerleri

insiilin Etkisinde Genetik Defekt

Tip A insulin Direnci

Leprechaunism

Rabson-Mendenhall Sendromu

Lipoatrofik Diyabet

Digerleri

. Ekzokrin Pankreasin Hastaliklari

Pankreatit

Travma/Pankreatektomi

Neoplazi

Kistik Fibrozis

Hemokromatozis

Fibrokalkuloz pankreatopati

. Endokrinopatiler

Akromegali

Cushing Sendromu

Glukagonoma

Feokromositoma

Hipertiroidizm

Somatostatinoma

Aldosteronoma

Digerleri

. llag-veya Kimyasal-Nedenli

1. Vacor, 2. Pentamidin, 3. Nikotinik Asit, 4. Glukokortikoidler, 5. Tiroid
Hormonu, 6. Diazoksit, 7. [3-Adrenerjik Agonistler, 8. Tiazidler,
9. Dilantin, 10. a-Interferon,11. Digerleri

F. infeksiyonlar

1. Kongenital Rubella, 2. Sitomegalovirus, 3. Digerleri

G. immiin-Aracili Diyabetin Yaygin Olmayan Formlari

1. "Stiff-man" Sendromu, 2. Anti-insulin Reseptér Antibodiler,
3. Digerleri

H. Bazen Diyabetle iligkili Olabilen Diger Genetik Sendromlar

1. Down Sendromu, 2. Klinefelter Sendromu, 3. Turner Sendromu,
4. Wolfram Sendromu, 5. Friedreich Ataksisi, 6. Huntington Korea,
7. Laurence-Moon-Biedl Sendromu, 8. Miyotonik Distrofi, 9. Porfira,
10. Prader-Willi Sendromu, 11. Digerleri

IV. GESTASYONEL DIABETES MELLITUS (GDM)

MONOORERWN_,OOOPRPON_,QORON_,TIORPON_2DEZZ=0>T




2.1.2. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 DM Langerhans adaciklarindaki (islet) insulin Greten
hicrelerinin otoimmun harabiyeti sonucu olusur. Otoimmun kdkenli Tip 1
diyabete Tip1A DM denir. Nadir olarak otoimmun iligki gOsterilemez ve bu
grup idiyopatik olarak degerlendirilir ve Tip 1B DM denir.>* Otoimmiin
kokenli diyabetlilerde iki farkli antikorun varligi gosterilmistir; anti islet
hicre sitoplazmik antikorlari, insulin antikorlarl. Pek c¢ok islet hucre
antikoru Tip 1 DM ile iligkili bulunmustur ve en 6nemlisi anti-glutamik asit
dekarboksilaz (anti-GAD)dir.>® Diger énemli antikorlar islet hiicre antikoru
(ICA), insulin otoantikoru (IAA), ve IA-2 antikorudur (IA-2A) ve bunlar klinik
Tip 1 DM’a progresyonda anlamli bulunmustur.*® Genetik egilim Tip 1 DM
gelisiminde rol oynamaktadir ve gunumuze kadar alti farkli gen
polimorfizmi Tip 1 DM ile iligkili olarak bulunmustur.®” Perinatal faktérler,
virasler, diyetle ilgili faktorlerin de Tip 1 DM olusumunda etkisi oldugu
gosterilmistir. 383
3 hucre harabiyetinin gdstergesi olan immun belirleyiciler tani
aninda % 90 oraninda pozitif bulunur. Tip 1 DM genellikle gocuklarda ve
gencglerde gorulse de herhangi bir yasta da olusabilir. Geng¢ bireylerde
genellikle hizli 3 hacre harabiyeti tipiktir ve kendisini diyabetik ketoasidoz
ile gosterebilir. Bununla birlikte erigkin grupta yeterli insulin salinimi
korunur ve ketoasidoz yillarca goriilmeyebilir.*® Ancak biitiin tip 1 diyabetik
hastalar, normoglisemiyi devam ettirebilmek icin insuline gereksinim

gosterirler.

Tip 1 DM’'un prevalans ve insidansi, cografi bolgelere, irklara
ve etnik gruplara gore farklilik gosterir. En disuk insidansa Japonya ve
Cin'de, en yiiksek insidansa 6zellikle Finlandiya olmak {zere iskandinav
lilkelerinde rastlanir*'. Avrupa’da 44 iilkede gerceklestirien EURODIAB
¢alismasinda, Tip 1 DM insidansi %3-4 bulunmus, artis hizinin en yogun

oldugu ulkeler bazi orta ve dogu Avrupa ulkeleri olarak belirlenmistir. En



sik artis hizi ise 0-4 yas grubunda goriilmistir.*> 5-7 yas grubunda ve
puberte doneminde iki pik yapar ve uUlkemizde de benzer sonuglar elde

edilmistir ancak bolgesel olarak sonuclar degisebilmektedir.*®

a) Preklinik donem: Bu donem asemptomatiktir. Preklinik
donemde tani kriterleri icinde en onemli 3 triad, genetik risk, humoral
otoimmdunite belirtecleri ve erken faz insilin salgisi bozuklugudur. Bu
dénemde antikor pozitifligi (6zellikle ICA ve IAA, GADG65) kisinin ciddi
olarak Tip 1 DM adayi oldugunu gosterir. ICA sensivitesi %83, risk orani
%70°dir.

b) Erken klinik donem: Erken klinik déoneme ait kesin tani

kriterleri, hiperglisemi ve glikozurinin varhgidir.

c) Klinik donem: Bu dénemde otoantikor titreleri azalmistir
bununla birlikte hiperglisemiye baglh glukozillenme Urinleri (HbA1C,
Fruktozamin) artmigtir. Bu donemde ketoasidoz, hipoglisemi gibi akut

komplikasyonlara daha sik rastlanir.

d) ileri klinik dénem: Endojen C peptit diizeylerinin azaldigi
ve kronik Tip 1 diabetin ileri klinik donemden itibaren en sik gorulen akut
komplikasyonlari hipoglisemi ve ketoasidozdur. Tip 1 diabette siklikla

juvenil osteopeni ve gelisme geriligi gorulebilir.

Semptomlar; poliuri, polidipsi, polifaji, kilo kaybi, monilia
vajinalis, kusma, karin agrisi olarak belirlenebilir. Ketoasidozda bulanti,
kusma, susuzluk, politri, karin agrisi ve nefes darligi 6n plana ¢ikan
semptomlardir. Diyabetik ketoasidozu tetikleyen faktorler, yetersiz insulin
alimi, enfeksiyonlar (pnémoni, Uriner sistem enfeksiyonu, gastroenterit,
sepsis), infarktlis (serebral, koroner, mesenterik, periferik), ilaglar (kokain),

gebelik olabilir.



Kronik komplikasyonlar mikrovaskuler ve makrovaskuler
olmak Uzere ikiye ayrilir. Mikrovaskuler komplikasyonlar, baslica nefropati
ve retinopati ile birlikte noropatiyi icerir. Diabetik nefropatinin ilk ortaya
cikist mikroalbuminuri seklindedir. Devamli mikroalbuminuri 6-14 yil iginde
yogun proteinuriye ilerlemeye neden olur. Nefropati icin risk faktorleri, kotu
glisemik kontrol, hipertansiyon, sigara, ailede kardiyovaskuller hastalik
hikayesi olmasidir. Retinopati gelisimi genellikle 5-10 yil icinde olabilirse
de 1-2 yil icinde de gelisebilir. Retinopati igin risk faktorleri kotl glisemik
kontrol, hipertansiyon, sigara yani sira albuminuri varligi, diabetin yasi ve
gebeliktir.*

Makrovaskuler komplikasyonlar ateroskleroz ile iligkilidir ve
kardiyovaskuler hastalik, serebrovaskuler hastalik ve periferik vaskuler
hastaliktan olusur. Tip 1 diyabetiklerde morbidite ve mortalitenin en énemli

nedenidir. Dislipidemi ateroskleroz gelisimi igin major risk faktoridiir.*

2.1.3. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diabetes mellitus birincil olarak iskelet kasi, adip6z
doku ve karacigerde instlin direnci ve devaminda bozulan 3 hlcre insilin
salgisi sonucu goreceli bir insulin yetmezligi ile karakterize, glukoz
metabolizma bozuklugudur (Sekil 2). Hareketsiz yagsam bic¢imi ve obezite,
tip 2 diyabetin gelisiminde 6nemli bir risk faktoérudar. Tip 2 diyabetik
hastalarin %55’inin obez oldugu gdsterilmigtir. Kronik obezite, insilin
direncine neden olmaktadir.*® Hatta fazla kilolu (overweight) bireylerin de,
normal kilolu bireylere gore, daha fazla insulin direnci gelisimine yatkin

olduklari gdsterilmistir.*®

Tip 2 diabetes mellitus dinya genelinde artan bir prevelansa
sahiptir. Gunimuzde yaklasik 190 milyon kisinin diabetes mellitusa sahip
oldugu tahmin edilmektedir ve bu rakamin 2025 yilinda 330 milyona, 2030

yilinda 366 milyona ulasmas! beklenmektedir. * Tiim diyabet olgularinin
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Sekil 2. Karbonhidrat iceren yemek sonrasi glukoz metabolizmasi. Karbonhidrat alimini
takiben, insiilin diizeyi yiikselir ve glukoz uptake’ini stimiile eder. Bu zamanda glukoz biitiin
dokularda ana oksidatif yakittir. Dokularin oksidatif ihtiyaci arttigi zaman gerekli olan glukoz
glikojen ve lipid olarak depo edilir. Yildiz isareti, insiilin tarafindan etkinin artirildigi

basamaklari géstermektedir.
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yaklagik % 90’1 tip 2 diyabetiktir ve bunun % 90’inda aile oykusu
bulunmaktadir. Tek yumurta ikizlerinin birinde varsa, digerinde de bulunma

olasig % 60-90 arasindadir.*®

Tip 2 diyabetin etiyolojisinde genellikle tek bir genetik kusur
ortaya konmaz ve heterojen, kompleks ve birbiriyle iligkili birgok nedenin
kombine etkileriyle hastalik olusur (Sekil 3). Tek bir gene dayali tip 2 DM
gelisen kuguk bir grupta ise, her iki ebeveynden kalitimla gecgen
mutasyona ugramis genler veya otozomal dominant kalitim sorumludur.
Genetik heterojenlige ragmen fenotipin belirlenmesinde bozulmus instlin
salgisi, insulin direnci ile birlikte artmis glikojenoliz ve artmig

glukoneogeneze bagl artmis hepatik glukoz lretimi belirleyici rol oynar.*

GUnumuzde tip 2 diyabetin dnlenebilir bir hastalik oldugunun
anlagilmasi prediyabet kavraminin 6nemini bir anda artirmigtir. Prediyabet
henlz tip 2 diyabet gelismeden dnceki evreyi, yani bozulmus aglik glukozu
ve glukoz tolerans bozuklugu evresini icermektedir. Prediyabetik bireyler
artmis diyabet gelisme riski yani sira artmis kardiyovaskiler hastalik ve
diger makrovaskiiler hastalik riski altindadir.>® Avustralya’da yapilan bir

calismada prediyabet prevelansi % 16.4 olarak bulunmustur.®

Ulkemizde de gerek tip 2 diyabet, gerekse prediyabet énemli
bir sorun olusturmaktadir. TURDEP c¢alismasina gore diyabet prevelansi
% 7.2, glukoz tolerans bozuklugu prevelansi % 6.7 olarak bulunmustur.®?
Bolgesel olarak yapilan baska calismalarda farkli sonuglar elde edilmis ve
cevresel faktérlerin diyabet gelisimindeki 6nemi ortaya koymustur. Ornegin
Adana bélgesinde diyabet % 11.6, prediyabet % 4.3°%, Sivas bdlgesinde
diyabet % 6.4, prediyabet % 9.7°* oraninda bulunurken, Konya bélgesinde
% 24 oraninda bozulmus aclik sekeri, % 8.4 oraninda asikar diyabet tespit

edilmistir.>® Yine Ulkemizde 10-18 yas grubunda, yakinlarda yapilan bir
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calismada prediyabet prevelansi % 15.2 olarak bulunmus, bu oran obez

ve ailesinde diyabet bulunanlarda % 25.5’e kadar yiikselmistir.*®

Postprandiyal hiperglisemi ve daha sonra klasik tip 2
diyabetin gelismesinden 6nce hem insulin direnci, hem de bozulmus
insulin salgilanmasi s6z konusudur. Ancak insulin direnci prediyabetik
dénemde daha 6n plandadir. Yani insulin direnci tip 2 diyabet gelisiminde
ilk once ortaya c¢ikan bulgu olup tipik olarak postprandiyal glukoz
duzeylerinin diyabetik seviyeye ulasmasindan 5-10 yil 6nce gelisir.
B hicresi insulin Uretimini artirarak kompansasyon yapabildikge normal
glukoz toleransi devam eder. Bu nedenle insulin direnci olan tim
hastalarda diyabet gelismez.%"*®

Son yillarda Tip 1 ve Tip 2 diyabetin ayni kiside gelistigi,
double diabetes olgulari da yayinlanmakta, etiyolojide &zellikle aile
hikayesini icerecek sekilde genetik faktorler, otoimmunite ve kilo aliminin

rolii tizerinde durulmaktadir.®

B hicrelerinin disfonksiyonu ve prediyabetin gelisiminde rolu
olan faktorler; glukolipotoksisite, lipotoksisite, oksidatif stres/ROS,
disregule trigliserid/serbest yag asidi siklusu, AMPK (AMP-activated
protein kinase)/malonyl-CoA sinyal agindaki degisimler, B hucrelerindeki

azalma ve endoplazmik retikulum (ER) stres’dir.>’

B hucrelerinin yetmezligi ve Tip 2 diyabet progresyonunda
rolu olan faktorler; glukolipotoksisite, glukotoksisite, oksidatif stres/ROS,
islet inflamasyonu, protein O-glikosilasyonu, AGEs (advanced glycation
end products), diferensiasyonun olmayisi, amiloid birikimi ve

apopitozdur.®’

Diyabetin baglica semptomlari; poliuri, polidipsi, kilo kaybi,

yorgunluk, zayiflama, gorme bozuklugu, sik gelisen yuzeyel enfeksiyonlar
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(vajinit, ciltte mantar enfeksiyonlari) ve minor travmalari takiben gelisen cilt

lezyonlarinin geg iyilesmesidir.®°

INSULIN DIRENCI
Normal Anormal
B hiicreleri l l B hiicreleri
Hiperinsiilinemi Hiperglisemi
(normal glukoz) (rolatif insiilin yetersizligi)

Sekil 3. insiilin direnci primer bozukluktur- hiperinsiilinemiyle birlikte normoglisemi veya
rolatif insiilin yetersizligiyle birlikte hiperglisemi gériiliir

Diabetik ketoasidoz (DKA) ve hiperozmolar hiperglisemik
durum (HHD) diyabetin en énemli akut metabolik komplikasyonlaridir ve
insulin yetersizligi ve ciddi hiperglisemi ile kendisini gosterir. HHD’da
insulin bir dlgide var oldugu igin rolatif bir insulin yetersizligi olusur ve
hiperglisemi geligir. Bunun sonucu olusan dehidratasyon ve en sonunda
ortaya c¢ikan hiperozmolar durum sozkonusudur. DKA'da ¢ok daha ciddi
insulin yetersizligi vardir, hiperglisemi ve dehidratasyonun yani sira keton
cisimlerinin ve asidozun gelisimi olur.’’ Ayrica metformin kullanan
diyabetiklerde, 6zellikle kronik renal yetersizlik veya doku hipoksisi varsa
laktik asidoz gelisebilir.?> Bunun disinda, 6zellikle insiilin ve insilin
sekretegoglarini  kullanan hastalarda hipoglisemi riski belirgin olarak

artmaktadir.%®

Diyabette gorulen kronik dejeneratif komplikasyonlar, pek

¢ok organ ve sistemi etkiler, morbidite ve mortaliteden buyuk olgude
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sorumludur.  Kronik  komplikasyonlar, vaskuler ve nonvaskuler
komplikasyonlar olmak Uuzere ikiye ayrilir. Vaskiler komplikasyonlar,
ayrica mikrovaskuler (retinopati, nefropati, ndéropati) ve makrovaskuler
(koroner arter hastali§yi, serebrovaskuler hastalik, periferik arter hastaligi)
olarak iki alt gruptan olusur. Nonvaskiler komplikasyonlar ise

gastroparezi, infeksiyonlar ve cilt lezyonlarini icerir.®®

Kronik komplikasyonlarin gelisiminde, kronik hiperglisemiye
maruziyet onemli rol oynar ve kronik hiperglisemi klinik uygulamada
genellikle glikolize hemoglobin dizeyi olgulerek degerlendirilir. Kronik
komplikasyonlarin gelisiminde tokluk hiperglisemisinin de o6nemli rolu
vardir ve glikolize hemoglobin, hem aclik, hem de tokluk hiperglisemisinin
birlesimini yansmr.63 Diyabet ve prematur vaskuler hastaliklar arasindaki
iligki iyi anlasilmigtir. Uzun sureli glisemik kontrol, sadece mikrovaskuler
komplikasyonlarin degil, makrovaskuler komplikasyonlarin énlenmesinde
de onemlidir. Vaskuler endotel hucreler, hiperglisemik hasar i¢in onemli
hedeflerdir. Oksidatif stres, gerek mikrovaskuler komplikasyonlarin,
gerekse makrovaskuler komplikasyonlarin patogenezinde anahtar rol
oynar. Bu tarz bir hasarin gelisiminde erken belirleyici, endotel

disfonksiyonunun gelisimidir.®*
2.2. Serbest Radikaller

Elektronlar atomlarin orbital denen bolgelerinde yerlegirler.
Birgok kimyasal maddenin elektron orbitalleri, birbirinin tersi ydonde hareket
eden ve denge halinde bulunan cgiftlesmis elektronlar igerir. Serbest
radikaller, dis yoriingesinde ciftlesmemis (ortaklanmamis) elektron tasiyan
kimyasal olarak reaktif bilesiklerdir. Bu atomlar kararli bir yapiya sahip
olmak igin, dis yorungelerindeki elektronlari bagka atomlardan
tamamlamaya calisirlar, bu nedenle diger organik ve inorganik
molekullerle reaksiyona girerler. Bu da en sik olarak elektron transfer

zincirinde olusan elektronlarin transferi ile veya oksidazlar ile tek elektron
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transferi ile olusur. Serbest radikallerin bir baska olusma sekli de
molekuldeki  baglarin  homolitik  olarak  pargalanmasi  sonucu,
elektronlardan her birinin farkh atomlar Gzerinde kalmasiyla olur. Ayrica
iyonize radyasyon da serbest radikal olusumuna sebep olabilir.®>®’
Oksijen, dig yoringesinde eslesmemis ki elektron
tasimaktadir. Bu ylzden bazen oksijen biradikal olarak degerlendirilir.
Oksijen molekull, reaktif bir 6zelligi olmamasina ragmen, diger radikallerle
reaksiyona girme Ozelligine sahiptir ve ¢ok sayida serbest radikalin

kdkenini olusturur.®®

2.2.1.Serbest Radikal Olusumu ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller ve oksidatif stres, insanlarda cesitli
hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir. Serbest radikaller oldukga
reaktif maddeler olup, proteinler, lipitler ve DNA gibi édnemli molekdlleri
okside edebilme yetenegine sahiptirler. Organizmada oksidatif maddeler
ile bunlara karsi olusan antioksidan maddeler arasinda bir denge
sdzkonusudur. Eger bu denge oksidan maddeler tarafina dogru kayarsa
oksidatif stres ortaya cikmaktadir.?®’® Oksidatif stres; oksidan serbest
radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin serbest radikaller lehine
bozulmasidir, diye tanimlanabilir. Sekil 4’de serbest radikallerin olusumu

ve enzimatik detoksifikasyonu sematize edilmistir.

Oksidatif stresin yeniden tanimlanmasi gerektigini dusinen
Jones’a gore aerobik yasam, enerji elde etmek igin kontrolli yanmaya
gerekinim duyar. Kontrolli yanma, kontrolsiz oksidatif reaksiyonlarla
hasarlanabilen, enerji Uretimi ile ilgili metabolik bir mekanizma ile katalize
ve regule edilir. Bu tip kontrolsuz oksidasyonun ciddi tehdidinden dolays,
aerobik yasam bu reaksiyonlari kontrol etmek amaciyla kompleks
antioksidan sistemler gelistirmistir ve hasarlanmis mekanizmayi onarir

veya degistirir. Ayni zamanda, biyolojik sinyal verme, biyosentetik
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reaksiyonlar, kimyasal savunma ve detoksifikasyon fonksiyonlari igin
reaktif turler Gretmek amaciyla enzim sistemleri gelismistir. Hem toksik,
hem faydali reaktif tarlerin varhdi sonucu, basitce oksidatif stres tanimi
yapmak zorlagsmaktadir. Jones oksidatif stresi, redoks sinyal verme ve

kontroliin bozulmasi olarak tanimlar.”’

Glutatyon

Reduktaz GSSG
W
Peroksidaz H:0
GSH / 0,
S

oD Katal
(7% H20:

H,0
Fe*
C +
~ .
k’\, OH
C

NADPH Oksidaz

Elektron 7
Transport
Zinciri

/" ONOO
Myelopéroksidaz

NO

S

NO Sentaz

Fe*s
u2

Sekil 4. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu 68

Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu
olarak reaktif oksijen tirleri (ROS) adi verilen metabolitler olusur. ROS,
oksijen radikallerini ve oksidan olan fakat radikal olmayan ve/veya
radikalle kolaylikla déniisen maddelerin tiimini (HCOI, 03, ONOO™ 'Oy,

H,0,) kapsayan bir terimdir.”?

Organizmada ROS’larin yani sira reaktif nitrojen turleri (RNS)
de olusmaktadir. RNS hem radikal yapida, hem de radikal olmayan yapida
metabolitleri icerir. Nitrik oksit ve nitrojen dioksit radikal yapidakileri, HNO,

ve N,O,4 radikal olmayan yapidakileri olustururken, ONOO™ her iki terim
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kapsamina da girer.”> insan organizmasinda olusan ROS ve RNS’ler

Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2. Reaktif Oksijen ve Reaktif Nitrojen Metabolitleri

Reaktif Oksijen Metabolitleri

Radikaller Non-Radikaller
Superoksid Oy Hidrojen peroksid H»O,
Hidroksil OH Hipoklor6z asid HOCI
Peroksil ROy Ozon O3
Alkoksil ROy Singlet Oksijen 0,

Hidroperoksil ROy

Reaktif Nitrojen Metabolitleri

Radikaller Non-Radikaller

Nitrik oksid NO Nitr6z asid HNO,

Nitrojen dioksid NOy Nitrozil katyon NO*
Nitrozil anyon NO

Dinitrojen tetroksid  N2O3
Dinitrojen trioksid ONOO
Nitronyum katyon ~ NOy"
Alkil peroksinitrit ROONO

ROS ve RNS normal olarak sikica duzenlenmis enzimlerle
olusturulur; sirasiyla nitrik oksit sentaz (NOS) ve NAD(P)H oksidaz
isoformlari ilgili enzimlerdir. ROS’un asiri Uretimi, gerek mitokondrial
elektron-transport  zincirinden gelsin, gerekse NAD(P)H'nin artmis
stimllasyonuyla olussun, oksidatif strese yol acar. Bu da lipidler,
membranlar, proteinler ve DNA gibi hlcre yapilarinin hasarlanmasinda
onemli bir mediatordur. Zit olarak dusik/orta konsantrasyonda
ROS/RNS’nin yararl etkileri gorulebilir ve érnegin infeksiydz ajanlara karsi
savunmada yer alir, pek ¢ok hucresel sinyal arayolun fonksiyonuna ve
mitojenik cevabin induksiyonuna katilarak hucresel cevapta rol oynar.
liging olarak cesitli ROS-aracili etki aslinda ROS-indiiksiyonlu oksidatif
strese karsl hdcreyi korur ve “redoks dengesini” -redoks hemostazi da
denir- yeniden dizenler veya surdurtir. ROS’un “iki yuzli” karakteri net
olarak ispatlanmistir. Ornegin ROS onkojenik fenotipteki kanser

hicrelerinin induklenmesi ve surdurilmesine neden olan hucreigi sinyal
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kaskadinda sekonder haberci olarak etki eder. Bununla birlikte hucre
yaslanmasi ve apopitozu indUkleyerek antitimorijenik tur olarak fonksiyon

gosterir.”

ROS, baslica solunum, ksenobiotikler metabolizmasi, dogal

uyaranlarla fagositik hicrelerin aktivasyonu, biosentez ve biodegradasyon

74,75

gibi metabolik olaylar ile olusur. Tablo 3’'de hicrede olusan

biokimyasal olaylar verilmistir.

Tablo 3. Hiicrede ROS Kaynagi Olan Biyokimyasal Olaylar

1. Solunum
-Mitokondrial elektron transport zinciri
-Heksoz monofosfat yolu

2. Ksenobiotik metabolizmasi

-Mikrozomal elektron transportu (sitokrom P450 ve sitokrom bs reduktaz)
ve karisik fonksiyonlu oksidazlar

-Peroksidatik oksidasyon (Myeloperoksidaz, prostaglanin H sentaz)

3. Dogal uyaranlarla fagositik hiicrelerin aktivasyonu
-Periferal kan polimorf ntveli nétrofiller, bazofiller, monositler
-Doku makrofajlari

-Kupffer hicreleri (karaciger)

-Kupffer hicreleri (akciger)

4. Biosentez ve biodegradasyon progesleri
-Arasidonik asid metabolizmasi

-Yag asidi CoA oksidazlar

-D-amino asid oksidaz

-L-a-hidroksiasid oksidaz

-Urat oksidaz

-Tirozin peroksidaz

Biyolojik sistemlerde ROS olusumu hem enzimatik, hem de
non-enzimatik reaksiyonlarla olugur. ROS olugsumu hipoksi ve o6zellikle
reoksijenasyon igin karakteristiktir. Hidrojen peroksid (H.O2) ve superoksid
(O27) pek cok hicresel reaksiyonda rol alir; bunlarin en 6énemlileri
non-katalize Fenton reaksiyonu ve lipooksijenaz, peroksidaz, NADPH

oksidaz, Ksantin oksidaz gibi enzimlerle olusan reaksiyonlardir.”*"® Sekil
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5'de damarsal yapilarda metabolik ve enzimatik superoksid kaynaklari
gorulmektedir. Sekil 6°da damar duvarinda superoksid tarafindan olusan

reaktif trler gorilmektedir.”

Sonu¢ olarak ROS’larin organizmalar igin yuksek hasar
potansiyeli vardir ve bu nedenle hizla metabolize edilmeleri dnemlidir.
Radikallerin yarattigi hasarin engellenmesi igin antioksidan savunma
mekanizmalari mevcuttur. Stperoksid radikallerinin temizlenmesi igin en
onemli enzim superoksid dismutaz (SOD)'dir ve O>”in hidrojen peroksit
(H202) ve Oksijen (O2)e dismutasyonunu katalizler. Bu enzim butin
aerobik organizmalarda ve oksidatif strese duyarli butin subselller
kompartmanlarda bulunur. Ko-faktér olarak aktif metal icerir ve bu
ko-faktore gore siniflandirihr; Cu/ZnSOD (sitozolik ve koroplast enzim,
gram negatif bakteri), MnSOD (prokaryotik organizmalar ve okaryotlarin
mitokondrisi), FeSOD (prokaryotik organizmalar, koroplast stroma) ve ¢ok

yakinda tariflenen NiSOD (streptomiceste).”

H205 ’in hlcre igi seviyesi pek ¢ok enzim ile duzenlenir, en
onemlileri katalaz ve peroksidazdir. Katalaz H,O-'’i suya indirger, glutatyon
peroksidaz, hidrojen peroksiti ve lipid peroksiti suya ve lipid alkollerine
indirger. Peroksisomlarda meydana gelen H>O,, bu organellerde bulunan
yuksek katalaz aktivitesi ile metabolize edilir. H,O, kolayca diffize
oldugundan, peroksisomal katalaz, hicrenin diger kompartmanlarinda
olusan H,O'in detoksifikasyonunda da rol alir. Sitozol ve mitokondride
olusan H>O7’'in metabolize edilmesi igin en Onemli enzim glutatyon

peroksidazdir.”*"®

Glutatyon peroksidazin aktivitesi i¢in selenyum
gereklidir. Selenyum, glutatyon peroksidazin ana bilesenlerinden biri olup
lipid peroksidasyonu sirasinda E vitamini ile beraber sinerjik etki gosterir.”’
Sekil 7'de serbest radikaller, Sekil 8'de enzimatik reaksiyonlar

goOriimektedir.
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NADPH oksidaz A / FLAP/ l cox
2 Hzoz o \ Lipooksijenaz LTs
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L-arjinin
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eNOS Mitokondrial solunum

Sekil 5. Damarsal yapilarda metabolik ve enzimatik superoksid kaynaklarl;76
(Sekildeki kisaltmalarin acik hali, kisaltmalar boliimiindedir)

® NADPH oksidaz vaskiiler hiicrelerde NADPH'yi substrat olarak kullanir ve ROS igin énemli
bir kaynaktir.

® Lipooksijenaz ve siklooksijenaz inflamatuar mediatorleri organize ederek indirek yolla ROS
olusturur.

®» Membrandan fosfolipaz A, (PLA) ile ayrilan Aragidonik asit (AA), sonra 5-lipoksijenaz
(5-LO) ile aksesuar protein (FLAP) varliginda I6kotrienleri olusturmak (LTs) Uzere
metabolize edilir.

®» AA ayrica inflamatuar mediatorler ailesinin diger Gyesi prostaglandinleri (PGs) olusturmak
Uzere siklooksijenaz ile metabolize edilir.

= Mitokondri de normal hiicresel solunum sirasinda sliperoksid Uretir.

® Hipoksantin ve ksantini Grik asite geviren ksantin oksidaz da ek ROS kaynagdidir. Bu sirada
2 elektronu Molibdene verir.

®» Son olarak endotelyal nitrik oksid sentaz (eNOS), substrat ve kofaktdrler doyunca, tercihen

NO ile sliperoksid olusturmak tizere ayrigir.
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Sekil 6. Siiperoksid tarafindan damar duvarinda olusturulan reaktif tiirler; °

®» Onceden olugmus, siiperoksid diger tiirlerle reaksiyona girip patofizyolojik olarak uygun
oksijen ve nitrojen tirleri olugturur.

®  Siperoksid, nitrik oksidle peroksinitirit (ONOO~) saglamak igin reaksiyona girer, hidrojen
iyonlarinin varliginda bundan peroksinitréz asit (ONOOH) olusabilir.

® Siperoksid ayrica lipid peroksidasyonu (LOOH) veya superoksit dismutaz (SOD) etki
yoluyla hidrojen peroksit olusturur.

®»  Notrofil myeloperoksidaz (MPO), hipokloréz asit (HOCI) olusturmak igin sirasiyla hidrojen

peroksit ve klorir (CI”) reaksiyonlarini katalizler.
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Sekil 7. Serbest Radikaller "®

siiperoksid Fe?* Fed*

dismutaz
205 —» H.0. LA» OHe

oH* 0, 2GSH NADP
Hz05 glutatyon - glutatyon
peroksidaz rediiktaz
katalaz
GSSG o NADPH?"
2H,0 + O, 2H,0

Sekil 8. Glutatyon rediiktaz, Glutatyon peroksidaz vasitasiyla hidroperoksitlerin
indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona

(GSH) déniisiimiinii katalize eder’®

Bir grup antioksidan duguk molekdl agirliklidir; askorbik asit,
glutatyon, tokoferoller bu grubun en énemilileridir. Ozellikle bitki dokusunda
pek cok fenolik bilesik potansiyel antioksidan olarak yer alir; flavonoidler,
tanin, lignin bu gruptadir ve ROS-supurucu bilesik olarak hareket ederler.
Antioksidanlar ortak isbirligi agi1 seklinde hareket ederler ve pekgok redoks
reaksiyonunun olusumunu saglarlar. Askorbik asit ve glutatyon, askorbik
asit ve fenolik bilesikler arasindaki iletisim, iyi bilinmektedir.”* Oksidan

maddelere karsi olusan savunma mekanizmasini olusturan baslica
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antioksidanlarin etki mekanizmalarina goére siniflanmasi Tablo 4'de

verilmigtir.

Antioksidanlarin eksikliginde, serbest radikaller ve oksidatif

stres, insanda c¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Oksidatif

stresin rol oynadigi hastaliklar Tablo 5'de gésterilmistir.®®"%®"

Tablo 4. Oksidan maddelere karsi olusan savunma mekanizmasini olusturan
basglica antioksidanlar

1. Sipiriuci olarak etki gosterenler (Scavering)
J Superoksid dismutaz (SOD)

Glutatyon peroksidaz

Katalaz

Ferritin

Seruloplazmin

2. Giderici olarak etkili olanlar

B — Karoten

Askorbat

a- Tokoferol

Flavonoidler

Mannitol

Antisiyanoidler

Koenzim Q (Ubikinon)

3. Zincir kirici olarak etkili olanlar

) a- Tokoferol
° Askorbik asit
. Urik asit
) Bilirtibin
) AlbUmin
4. Tamir edici etkililer
) DNA tamir enzimleri
° Metionin sulfoksit reduktaz
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Tablo 5. Oksidatif Stresin Patofizyolojisinde Etkili Oldugu Olaylar

Ateroskleroz Yogun bakim gerektiren olaylar
iskemi-Reperfiizyon Travma
Transplantasyon Sepsis
Diabetes mellitus Organ hipoperfuzyonu
inflamasyon Hipoksi
Romatoid artrit Goz hastaliklari
inflamatuar barsak hastaligi Katarakt
Pankreatit Senil Makuler Dejenerans
Kanser Retrolental fibroplazi
Norolojik hastaliklar Akciger hastaliklar
inme ARDS
Parkinson hastaligi idiopatik pulmoner fibrozis
Travma AIDS
ilag toksisitesi Kistik fibrozis
Hematolojik hastaliklar Astma
Egzersiz Yaslanma
Hipertansiyon

2.2.2.Hucrede reaktif oksijen tirlerinin kaynadi

Mitokondriyal elektron transport zinciri, enerji uretiminde
oynadigi 6nemli rolin yani sira hucrelerde en 6nemli ROS kaynaklarindan
birisi olarak yer alir.® Mitokondri ic zarinda yerlesmis oksidatif
fosforilasyon zinciri bilesenleri, buylk oranda indirgendigi zaman
mitokondriyal superoksit radikal Gretimi artar. Primer ROS olarak ele
alinan superoksit Uretiminin  ana kaynagi, mitokondride solunum
zinciridir.®® Mitokondride solunum zincirinde siiperoksit olusumu Sekil 9'da

gosterilmistir. Sekil 10 ROS olusumunu gostermektedir.

Protein sentezi arayolu (endoplasmik retikulum ve Golgi
cismi), nukleusu da icerecek sekilde, protein turnoveri ile birlikte, ROS-
iligkili redoks durumlara siddetle duyarlidir. Endoplazmik retikulum ve
nukleer membranda serbest radikal Uretimi, membrana bagl sitokromlarin
oksidasyonundan kaynaklanir. Lizozom ve peroksizomlarin olusturdugu

degradasyon arayollari da ayni organellerde gelisir.®*
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Sekil 9. Siiperoksit olusumu’®

] Normal Metabolizma
Inflamasyon l Yiiksek pO,

Radyasyon ana ., o ‘:\irﬂ Smog (03,NO)
Kimyasallar ve

Yaslanmar-"”ﬂ l \H“:_LM ilaclar

______________

% i (07 H,0, OHe) !

Sekil 10. Reaktif oksijen tiirlerinin olugumu78
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Bazi enzimlerin katalitik dongusu sirasinda da serbest
radikaller ortaya ¢ikar. Bunlardan en dnemlileri, ksantin oksidaz ve aldehit
oksidazdir. Ksantin oksidaz hasarlanmamis dokularda bir dehidrojenaz
olarak yer alir ve purinlerin yikilm yolunda hipoksantinden ksantin ve
ksantinden urik asit olusumu basamaklarinda, elektron akseptoru olarak
molekiiler oksijenden (O2) daha g¢ok NAD® kullanir. Ksantin oksidazin
Ozellikle intestinal mukoza hucrelerinde gorulen iskemi/reperfuzyon
hasarinda 6nemli faktor oldugu dusunudlmektedir. Aldehit oksidaz, yapi
itibariyle ksantin oksidaza benzer, substratlarinin ¢ogu aynidir ve
superoksit radikali (O,") uretir. Aldehit oksidazdan olusan ROS, d6zellikle
alkole bagli hepatotoksisitede rol oynar.2>®’ Gliserol-1-fosfat dehidrojenaz,
dihidroorotat dehidrojenaz,®® amino asit oksidaz ve triptofan dioksijenaz®

gibi enzimler de serbest radikal olusmasina neden olurlar.

Bazi bilesiklerin otooksidasyonu da superoksit radikalinin bir
bagska kaynagidir. Askorbik asit ve tiyoller,91 adrenalin® bu bilesiklere
ornektir. Diger bir ROS kaynagi ise arasidonik asit metabolizmasidir.
Fagositik  hlcrelerin  uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonuna ve plazma  membranindan  arasidonik  asidin
serbestlesmesine yol acar. Arasidonik asidin lipooksijenaz ve
siklooksijenaz enzimleri ile enzimatik oksidasyonu c¢esitli serbest radikal
ara urunlerinin  meydana gelmesine neden olur. Arasidonik asit
metabolizmasi sonucu serbest radikal Uretimine, enzimatik lipid
peroksidasyonu denir.%%°

Endojen metaller, 6zellikle bakir ve demir, oksidoreduksiyon
reaksiyonlarinda goérev alirlar, ROS olusumunda katalizor olarak etkili
olurlar.®® Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofillerde fagositik
solunumsal patlama sirasinda da cesitli serbest radikaller olusur
(Sekil 11).97%
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Toksinler de ROS olugumunu artirirlar. Bu maddeler ya
dogrudan serbest radikal Uretirler ya da serbest radikallerin ortadan
kaldiriimasini saglayan antioksidan aktiviteyi dusurarler. Bir kisim ilaglar,
endustriyel kimyasallar (6zellikle arsenik ve kursun), bagimhlik yapan
ilaclar, pestisidler ve bakteryel endotoksinler bu grubu olusturan en énemli
faktorlerdir.**'°2 ROS lipid, protein, DNA gibi cesitli hiicresel bilesiklerde

hasar olusturur.

N g
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Ve NADPIY) : o
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/ V 4 Y QU

[ NADP* )

| L SN

-
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¢ Ir / veya SOD
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H.Q- 2, Fenton
o Fe‘e'
\\ 1 / reaksiyonu
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\"‘"-.,_ ‘1_];/1:-.(1 \ OH
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> ~ G
{ @
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Notrofillerin sitoplazmik
zara invajinasyonu

Sekil 11. Aktive olmusg makrofasjlar, nétrofiller ve eozinofillerde fagositik
solunumsal patlama7

2.3. DNA ve Yapisi

Cift sarmalli bir molekull olan DNA polideoksiribonukleotiddir.
Bu yapida birbirlerine, kovalen olarak 3’-5’ fosfodiester bagi ile baglanmis
bircok monodeoksiribonukleotid bulunur. Her bir DNA nUkleotidinde bir
pentoz seker, bir fosfat grubu ve azot igeren bir baz bulunmaktadir. DNA
zincirinin ana catisini deoksiriboz-fosfat iskeleti olusturur. Bazlar purin
(A,G) veya pirimidin (C,T) gruplarindan olusur. 2 polintkleotid zincire ait
birbirinin tamamlayicisi kargilikli bazlar arasinda meydana gelen hidrojen
baglari sayesinde DNA'nin ikili zincir yapisi olusur (Sekil 12).

27



Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

Seker-Fosfat Seker-Fosfat

Baz Ciftleri .
Baglar Baglar
e Alz :|:::| T
Hidrojen
Bag‘arl

|Ge2z2:

Sitozin Guanin
II‘
' =H Q H CHg 1
Fosfat & %“IJ - Hidroksil
f_r B il 1 Y
o ‘*—{ >—~|
a T CHp o
H . Hor N
H O=p =0
1
Timin Adenin

Hidroksil

Sekil 12. DNA’nIn yapisi

2.3.1.Reaktif Oksijen Tiirlerinin DNA Uzerine Etkileri

DNA, ROS aracili hasarin en 6nemli hedeflerinden birisidir,

ROS artisi sonucu mitokondrial DNA hasari ve disfonksiyonu olusur

(Sekil 13). ROS nukleotidlerde oksidatif degisiklige sebep olarak DNA

replikasyonunda defekte yol acabilir.

olusgabilir.

103 Cesitli diizeylerde degisiklikler

2.3.2.0lusan DNA Hasarlarinin Gruplandiriimasi

B wh =

Baz modifikasyonlari (PUrin, pirimidin bazlar)

Seker gruplarinda modifikasyonlar

DNA- protein arasinda ¢apraz baglarin (cross-linkler) kurulmasi
DNA zincir kiriklari

28




Solunumsal

Protein Hasar

Mitokondrialj
Hasar

Zar Hasar1

Hiicre
DNA Hasar sismesi
Artmis
permeabilite

Masif Ca?" akisi

Lipid Peroksidasyonu

Sekil 13. ROS Aracili Hasar "

2.3.3.Pirin Baz Modifikasyonlari

DNA oksidatif hasar ¢alismalarinda en ¢ok incelenmis hasar
arunlerinin basinda 8-oxoguanin gelmektedir. Guaninin 8. pozisyondan
okside olmasi ile 7,8 dihydro-8 oxo guanin (8-oxoG) olugsmaktadir. 8-oxoG
genellikle DNA oksidatif stres belirleyicisi olarak kullanilabilir. 8-oxoG
sitozin yerine yanliglkla adenin ile karsilikli gelebilir. Eger DNA
replikasyonu o6ncesinde onarilmazsa 8-oxoG, GC--TA transversiyonuna

yol agar. Bu nedenle 8-oxo G mutajeniktir.'**1%°

DNA’da olusan diger bir lezyon da 8-oxo-2-
deoksiguanozindir  (8-oxodG). 8-oxo-dG, guaninin  ROS aracili
8-hidroksilasyonu ile olusur ve oksidatif DNA hasarinin iyi tanimlanmis bir
belirleyicisidir. Once 8-oxo-7,8-dihydrodeoxyguanosine triphosphate

(8-0x0-dGTP) olusur ve DNA’da baz degisikligine yol agar ve sonra 8-oxo-
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7,8-dihydro-2"-deoxyguanosine  olusumu  gergeklesir."®®  Siiperoksit

dismutaz etkisiyle, mitokondrial DNA’da 8-oxo-dG’in biriktigi gosterilmistir.?

Plazma 8-OHdG dizeyi yas, sigara icimi, radyoterapi,
timorojenez ile artabilecegi gibi, Tip 1 ve Tip 2 diabetes mellitusda da
belirgin olarak yiiksek bulunabilmektedir.®>* Diyabette gériilen oksidatif
stres, diyabete bagli gelisen vaskuller komplikasyonlarin patogenezinde
onemli rol oynar. ROS uretimi diyabetik hastalarda 6zellikle kot glisemik

kontrolii olanlarda artar.’?
2.4, Diyabette Oksidatif Stresin Rolu

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi ayni
zamanda da artmis bir oksidatif stres durumudur. Diyabette artmis serbest
radikaller lipidler, proteinler ve nukleik asitlerle etkileserek membran
batinligundn kaybina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel degisikliklere
ve genetik mutasyonlara yol agmaktadir. Organizma, bu zararlh radikallerin
etkisiyle basa ¢ikabilmek igin bazi enzimatik ve non enzimatik antioksidan
savunma sistemlerine sahiptir. Oksidatif stres diyabetteki makro ve
mikrovaskdiler komplikasyonlarin gelisiminde énemli rol oynamaktadir.®”+1%
Oksidatif stres, komplikasyonlarin gelisiminde tek etken degildir. ROS ve
serbest radikallerin olusumunda artmanin yanisira, intraselliler sinyal
transdiiksiyonunda degisiklik, aldoz rediiktaz aktivitesinde artis, Na*-K*
ATP’az aktivitesinde azalma, Tromboksan A, ve endotelin gibi
vazokonstriktorlerde artig, prostasiklin ve nitrik oksit (NO) gibi
vazodilatatorlerde azalma ve proteinlerin glikasyonundaki artig, degismis
lipoprotein metabolizmasi, artmis protein kinaz C aktivitesi gibi pek ¢ok
faktor, diyabetin komplikasyonlarinin gelismesinde rol oynamaktadir.®’
Sekil 14’de oksidatif stresle birlikte, diyabetik nefropatinin olusumunda

etkili olan diger faktorler sematize edilmistir.
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f Hiperglisemi 1

Oksidatif Stres

ileri Glikasyon Son
Uriinleri

Glomeriiler hiperfiltrasyon/hipertansiyon

T Transforming
Diyabetik nefropati K— biiyiime faktorii

T Protein Kinaz C ﬁﬁ ﬁ 9

Biiyiime Hormonu/IGF-1

Aldoz Rediiktaz/sorbitol Lipidler

Sekil 14. Oksidatif stresle birlikte diyabetik nefropatinin olusumunda etkili olan
diger faktorler

Oksidatif stres, glukoz metabolizmasindaki degisiklikler
sonucu olusabilir veya glukoz metabolizmasinda dogrudan yer almayan
pek c¢cok enzimin aktivasyonuna sekonder veya regulasyon bozuklugu
sonucu gelisebilir. Diyabette gorulen ve plazma belirleyicileri ile
gOsterilebilen vaskuler oksidatif stres, cesitli degiskenlerin etkisiyle

107

olusur.™ Sekil 15°de poliol ve diagilgliserol yollarinin birbirleriyle iligkisi

goriilmektedir.'%®

Kronik hiperglisemi ve vaskuller hasar arasindaki iligki igin

dort bagimsiz biokimyasal anormallik belirlenmigtir (Sekil 16 ve 17);

o Poliol arayolu akiginda artis

o ileri glikasyon son drlnlerinin (AGEs) olusumunda artis
o Protein kinaz C’nin aktivasyonu

° Artmis hekzosamin arayolu akigi
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’—" Oxidan StresT

NADPH NADP*

NAD* NADH

Poliol yolu

SorvitolT —SNF” o Fruktoz

Glikasyon 1
A
TGI?koz
v
Glukoz 6-fosfat

'

NAD*
NADH

1, 3difosfogliserat

Piruvat
NADH
NAD*

Laktat

1 Gliseraldehid 3-fosfat 4

Glikoliz

Diagilgliserol yolu

NADH NAD"
—> TDihidroksiasetonToﬂatﬂ-ﬁb a-Gliseroffosfat T

v

v

Diagilghsero\T

!

Protein kinaz C aktivasyonu

# Membran gegirgenligi )

# Kan akimi degdisiklikleri
+Bazalmsmbran sentezi T

Sekil 15. Poliol ve diagilgliserol yollarinin birbirleriyle iliskisi'®®
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Bu birbiriyle iligkisiz gorunen arayollarin altta yatan ortak bir
paydasi vardir; mitokondrial elektron transport zincirinden superoksidin
asiri Uretimi. Mitokondrial ROS parsiyel olarak glikolitik enzim gliseraldehit-
3-fosfat dehidrogenazi inhibe eder. Bu enzim, artmis substrat akisini,
glikolizden glukozun asiri kullanildigi arayollara gevirir.'%®

Redukte glutatyon tiol gruplarinin redikte halde kalmasini
saglar. Hucrei¢ci enzim olan glutatyon reduktaz, okside glutatyonun
rediksiyonunda rol oynar. Glutatyon ve iligkili enzimler, gbz gibi
mikrovaskuler komplikasyonlara siklikla maruz kalan organlarda kimyasal
maddeler ve oksidatif strese karsi gelisen savunma sisteminin 6nemli
dyeleridir. Glikasyon, glutatyon ile iliskili enzimleri ve diger bazi enzimleri
yavas olarak inaktive eder. Ek olarak glutatyonun kendisi de glikasyona

ugrayabilir.

Diyabetli hastalarda intraseluler glutatyonun reduksiyona
ugramis formunun azalmasi ve plazma ekstraseliler superoksit
dismutazda artig, ciddi retinopati ve nefropati ile iligkilidir. Oksidatif stres,
diyabet komplikasyonlarindan etkilenen organlarda, érnegin gézdeki vitréz
cisimde gosterilmistir ve oksidatif metabolitlerin oraninin dusukligua iyi
glisemik kontrolle iligkilidir." "

Oksidatif stres; ileri glikasyon son drinleri (AGE)nin
olusumunu destekleyerek, DNA iplik kiriklari olusumunu indukleyerek ve
poli(ADP-riboz) polimerazi (PARP)'1 aktive ederek, endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS)'un disfonksiyonuna sebep olarak, apopitoza yol agan p38
ve diger stresle aktive olan arayollari aktive ederek selller disfonksiyona

neden olur.'%1"
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2.4.1. AGE’nin Yapisi ve Olusumuy'%'1%114

Glukoz gibi redukte sekerler, proteinlerin, lipidlerin ve nikleik
asitlerin amino gruplari ile non-enzimatik olarak reaksiyona girerek, Schiff
bazlarini ve Amadori urunlerini, sonugta da AGEs olustururlar. Bu

reaksiyonlar zinciri, Maillard reaksiyonu olarak bilinir.

ileri glikasyon, haftalar siiren bir period sonucunda meydana
gelir ve uzun Omru olan proteinleri etkiler. Bazal membran veya bag
dokusu matriksinin kollajen gibi yapisal bilesenleri baslica hedef
proteinlerdir, fakat myelin, kompleman C3, tubulin, plazminojen aktivator,

fibrinojen de etkilenir.

Glukoz yavas glikasyona neden olurken, glukoz 6 fosfat gibi
intraselller sekerler ve fruktoz, daha hizli ileri glikasyon drtinlerine neden
olurlar. Glikasyonla birlikte oksidasyon olusursa, ortaya glikoksidasyon

artnleri gikar. Bunlara 6rnek; pentosidin ve karboksimetil-lisindir.

Maillard reaksiyonu sonucunda olusan Amadori urunlerinin
yeniden duzenlenmesiyle, reaktif ara trunler olugur. Bu ara urlUnlere 6rnek
3-deoksiglukoson (DG) ve metil glioksal (MGO)'dir ve oksoaldehidler
olarak isimlendirilir. 3-DG Amadori UrUnlerinin hidrolizisi ve non-oksidatif
dizenlenmesi ve poliol yolundaki fruktoz 3-fosfattan meydana gelir. MGO
ayni zamanda anaerobik glikolizin non-oksidatif mekanizmalariyla ve
poliansatire yag asitlerinin oksidasyonuyla meydana gelir. Bu Urunler
baglica non-oksidatif yolla olussa da ROS olusumuna neden olarak
paradoksik olarak oksidatif stresi ve hlcre apopitozunu uyarirlar. MGO,

3-DG ve glioksal glikasyonun tum evrelerinde olusturmaktadir (Sekil 18).
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Hiperglisemi

Mitokondri [ SOD,KaFala.z} Min}e.tikler
N L-Propionil-Karnitin
Poliol Arayolu l ﬁ Lipoik Asit
AGE Olusumu 2'

Heksozamin AKisi

I
-—'PKC NEABS

Statinler NAD(P)H 0k51daz 1NOS eNOS |

ACE Inhibitorleri /’
AT-1 Blokorleri NO
Adezyon Molekiilleri

Peroksmltrlt

/ Nitrotirozin

\]i-}’ronionil-Karnitin N AD GAPDH

//

Endotel Disfonksiyonu

e

Diabetik Komplikasyonlar

Proinflamatuar
Sitokinler

Sekil 16. Kronik hiperglisemi ve vaskiiler hasar arasindaki ili§ki111

2.4.2. Poliol Arayolu''®>"7

Artmis hlcresel glukoz uptake’i glukozun poliol arayolundan
(sorbitol arayolu da denir) akisini artirir. Bu arayolda NADPH, aldoz
rediiktaz reaksiyonu ile sarfedilir ve sorbitol rediiktaz reaksiyonu ile NAD*
reduklenir. Poliol arayolunun aktivasyonu, sadece glukozun ortamda fazla
bulunmasiyla degil, GADPH’nin sekonder inaktivasyonu ile de olabilir,
boylece glukoz, glikolizden glukoz metabolizmasinin diger arayollarina
sapar. Poliol arayolunun asiri aktivitesi, primer antioksidan olan
glutatyonun rediukte formunda kalmasi igin gerekli sitozolik NADPH’|
tlketir. Sonucta olusan redoks imbalansi, oksidatif stresi ve sonucta

diyabetik komplikasyonlari artirir (Sekil 19).
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Sekil 17. Kronik hiperglisemi ve vaskiiler hasar arasindaki iligki icin olasi biokimyasal
olaylar

2.4.3. Heksozamin Arayolu'?%'?!

Heksozamin biyosentez arayolu (HBP) glikolizin rélatif olarak
minor dallarindan birisidir. Fruktoz 6-fosfat ilk ve hiz kisitlayici enzim olan
glutamin: fruktoz-6-fosfat amidotransferaz (GFAT) tarafindan katalize
edilen bir reaksiyonla, glukozamin 6-fosfata donusur. Major son Uridn ise,
UDP-N-asetilglukozamin (UDP-GIcNAc)'dir. UDP-GIcNAc, O-linked-N-
asetilglukozamin (O-GIcNAc) transferaz igin zorunlu substrattir ve
O-GlcNAclasyon  artisi olur.  Bazi  transkripsiyon  faktorlerinin
O-GIcNAclasyon artigi ile damar duz kasinda, mesengial hicrelerde ve

aortik endotelyal hucrelerde hasarlanma olur.
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Sekil 18. ileri Glikasyon Son Uriinleri Olusumunda Ara Kademeler

HBP insulin resiztansi ve diabetik vaskuler
komplikasyonlarin gelisiminde rol oynayabilir. Ozellikle bir prosklerotik
sitokin olan diyabetin mikrovaskuler komplikasyonlarinin gelisiminde yer
alan transforming growth factor-beta (TGF-beta1)’in hiperglisemiye bagl
artisina HBP aracilik eder. Yuksek glukoz duzeyleri TGF-beta1 Uretimini
indUkler ve GFAT bu etkiyi dnler.

2.4.4. Pentoz Fosfat Arayolu'®'*!

Farkli mekanizmalarla, artmis glukoz konsantrasyonu pentoz
fosfat arayolunda ilk araci reaksiyonu katalize eden, intraseliler NADPH
icin primer kaynak olan ve ROS’a karsi dokuyu koruyan glukoz-6-fosfat

dehidrogenazi inhibe eder.
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Sekil 19. Poliol Arayolu aktivasyonu sonucu diabetik komplikasyonlarin geligimi''®

2.4.5. Mitokondriden Siiperoksit Uretimi'®®

Mitokondride sitrik asit siklusu, NADH ve FADH, temin
eder ve bunlar elektron transport zincirinde elektron donorl olarak hareket
eder, i¢c mitokondri zar1 Uzerinde proton gradienti yaratir. Eger intraseluler
glukoz konsantrasyonu artarsa, bu iglem igin indirgenmis ekivalan artisi
olacak, proton gradienti ylUkselecektir ve elektron transport zincirinde
indirgenmis koenzim Q’dan kompleks IlI'e elektron transferi inhibe
olacaktir. Onun yerine elektronlar, molekiler oksijene transfer olacaktir ve

sonugcta, superoksit olusumu gergeklesecektir.
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2.4.6. Vaskiiler NAD(P)H Oksidaz'%%12%124

Damar duvarinda en 6nemli superoksit kaynagi NAD(P)H
oksidazdir ve substrat olarak NADH'i tercih eder. Bu oksidaz endotel
hiacreleri ve damar duz kas hucrelerinde elde edilmistir. Vaskuler
NAD(P)H Oksidaz’in ekspresyonu ve aktivitesi tip 1 ve 2 diyabetin rat
modellerinde gdsterilmistir. Bu enzim, diyabette poliol arayolunun etkisi
artinca veya Poly ADP-ribose polymerase (PARP) aktivasyonu sonucu
NADH/NAD" oraninin artisi ile aktive olur. DNA hasari PARP’In primer
aktivatoridur ve ADP riboz gruplarinin gesitli nukleer proteinlere
transferinde substrat olarak NAD'’y1 kullanir. PARP, 6zellikle DNA tamiri ve
programli hicre o6lumune katilan birgok hucresel iglemde yer alan bir

proteindir.

2.4.7. eNOS Disfonksiyonu'?%12°

eNOS tarafindan Uretilen NO vaskuler hemostazin anahtar
duzenleyicisidir. NO’nun biyolojik varligi diyabet, hiperkolesterolemi,
hipertansiyon gibi erken vaskiler hastalik durumlarinda, ateroskleroz
gelisirken azalir. Oksidatif stres, NO-aracili endotelyal fonksiyonu, NO’yu
bozarak inhibe eder. Bu ROS ile hem NO sentezin azalmasi, hem de NO
tUketiminin artmasi ile olur. eNOS enzimatik aktivitesi, eNOS icin kofaktor
olan tetrahydrobiopterin (BH4)Un varligi ile belirlenir. BH4 duzeyleri
uygunsa, eNOS NO uretir, BH4 dizeyleri kisithysa eNOS enzimatik olarak
ayrilir ve superoksit olusturarak vaskuler oksidatif stres ve endotel
disfonksiyona katki saglar. BHT 6zellikle peroksinitrit reaksiyonuyla okside
olur. Sonugta L-arjinin yerine molekuiler oksijenin oksidasyonu ve NO
yerine, superoksitin sentezi gerceklesir. Boylece, BH4 eksikligi vaskuler

oksidatif stresin hem sebebi, hem de etkeni olabilir.
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2.4.8. Tirosin Nitrasyony'%126-128

Peroksinitrit gibi RNS’lerin diyabetin komplikasyonlarinin
gelisiminde rolu olduguna dair kanitlar gun gectikgce artmaktadir.
Superoksit, NO ile gok yiiksek hiz sabitinde reaksiyona girer. Uriin, yiksek
reaktif araci peroksinitrattir ve konuk hucrei¢i molekullerle reaksiyona
girer. Benzer hedef proteinleri, tirozin artiklaridir. Bu nedenle plazma
proteinlerinde nitrotirozinin varligi peroksinitrat Gretimi icin indirekt bir
delildir. Nitrotirozin diyabetli hastalarin plazmasinda bulunurken, saghkh
kontrollerde tespit edilemez. Mg-superoksit dismutaz, benzer degdisimler
icin uygun hedef gibi goérinmektedir ve Kkatalitik aktiviteyi dusurerek
potansiyel olarak oksidatif stresi artirir. Bazi diger metabolik enzimler ve

prostasiklin sentaz, bu konuda diger etkili enzimlerdir.

2.4.9. Oksidatif Stresin Diger Kaynaklari'®®

Yuksek glukoz konsantrasyonu; ksantin oksidaz aktivasyonu,
glukozun otooksidasyonu, keton cismi olugsumu sonrasi veya lipid

peroksidasyonu ile de oksidatif strese yol acar.
2.5. Diabetes Mellitus ve DNA Hasari

Diabetes Mellitus’da godzlenen oksidatif stresin, diyabete
bagli gelisen vaskuler komplikasyonlarin patogenezinde o6nemli rol
oynadiginin belirlenmesi, son yillarda bu konuya verilen 6nemin giderek
artmasina neden olmustur. Artan oksidatif stres kendisini artmis lipit
peroksidasyon seviyeleri, artmig protein oksidasyon urunlerinin yani sira,

artmis oksidatif DNA hasariyla da gosterebilir.

Daha o6ncede belirtildigi gibi 8-OHdG, oksidatif DNA
hasarinin ve oksidatif stresin gosterimesinde énemli ve hassas bir

belirleyicidir."? Plazma 8-OHdG diizeyi yas, sigara icimi, radyoterapi,
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tumorojenez ile artabilecegi gibi, Tip 1 ve Tip 2 DM’de de belirgin olarak

yiiksek bulunabilmektedir.®*

Diyabetik hastalara ait kadavralarin pankreas adacik
hiicrelerinde® ve deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarin karaciger,
bdbrek, pankreas, beyin ve kalp gibi gesitli dokularinda 8-OHdG duzeyinin
yiiksek olarak bulunmasi ile diyabette oksidatif DNA hasari gdsterilmistir.?
idrar 8-OHdG diizeyinin, ézellikle nefropati gibi vaskiiler komplikasyonlari
bulunan diyabetiklerde, oksidatif DNA hasarinin ve oksidatif stresin
varligini gésterme agisindan duyarli bir belirleyici oldugu bildirilmektedir.°
Deneysel olarak diyabet olusturulmus ratlarin gliklazid veya insulin ile
tedavi edilmesi sonucu, 8-OHdG diizeylerinin azaldigi gdsterilmistir.”®
Rehman ve arkadaglari Tip 2 diabetli hastalarinin I6kositlerinde Gaz
kromatografisi/mass spektrometrisi (GC/MS) ydntemiyle 8-oxodG’in yani
sira Fapy G, 8-OH Adenin, 2-OH Adenin, 5-OH Urasil, 5-OH Metil urasil,
5-OH sitozin gibi baz modifikasyonlarini da incelemislerdir. Fapy G
disindakilerde artisla birlikte total DNA oksidatif hasar baz GrUnlerinde iki

katina varan artis gériilmistir.'®

Mutasyonlara yol actigi igin karsinojenik rolu oldugu
dugunulen oksidatif DNA hasarinin, diyabette de ylksek olmasi, akla
diyabet ile kanser iligkisini getirmektedir. Gunumuze kadar en sik bildirilen
birliktelik, pankreas kanseri iledir.” Yakinlarda yayinlanan genis katilimli
bir vaka-kontrol calismasinda, erkeklerde farinks, 6zefagus, kolorektum,
karaciger, pankreas, larinks ve akciger; kadinlarda mide, karaciger,
akciger, serviks kanseri, diyabet ve ailesinde diyabet dykusu olanlarda
yuksek bulunmustur. Yazarlar diyabetin kanser etiyolojisinde rol

oynayabilecegini ileri siirmiislerdir."’

Ote yandan Tip 2 diyabetlilerde insilin sinyal ve
salgilanmasini  dlzenleyen genlerde mutasyonlar genis dlgude

calisiimistir.  Insulin-reseptdér substrat-1, glikojen sentaz, glukagon
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reseptor, ras-related protein (Rad), histokompatibilite antijenleri, PC-1 ve
yag asit baglanma proteini ile ilgili genlerin diyabetin gelisimine katkida
bulunabilecekleri yéniinde kiigiik deliller vardir. insiilin, insilin reseptéri
ve glukoz tastyicilari gibi diger aday genler ise, gunumuzde major

diyabetogenez olarak kabul edilmemektedir."*?
2.6. DNA Hasari Tamir Mekanizmalari

DNA tamiri, genomun butunliginu korumaya yonelik olarak
dizenlenmis bir savunma sistemidir. Bu tamir mekanizmalarindaki
bozulmalar ile kanser olusumu arasinda kuvvetli bir iligki oldugu

dusiinilmektedir.”?

DNA’da olusan oksidatif hasar sonucu bazlarda olusan
klguk kimyasal degisimlerin tamirinden baslica sorumlu arayol, baz
eksizyon onarim yoludur (BER-base excision repair pathway) (105). Bir
diger tamir arayolu da nukleotid eksizyon onarim yoludur (NER- nucleotide
excision repair pathway) ve bazi okside DNA bazlarin tamirinde

basvurulan bir tamir mekanizmasidir.*

2.6.1. BER Arayolu

Bu yolun ilk basamagi, hasarl bazi taniyip uzaklagtiran DNA
glikozilaz  enzimidir.'®® Bazlara spesifik bircok glikozilaz  tir{
tanimlanmistir; timin glikol DNA glikozilaz,"® 8-oxoG DNA glikozilaz'® en
onemlileridir. Pek ¢ok DNA oksidatif DNA lezyonu arasinda 8-oxoG, ROS
tarafindan en ¢ok olusturulan okside bazdir; 8-oxoG, DNA glikozilaz BER

> Yndestad ve

arayolunu harekete geciren en &nemli enzimdir.™
arkadaslari, ratlarda deneysel kalp yetmezligi modelinde, DNA’da olusan
oksitadif hasara karsi en gug¢li onarim sisteminin, BER arayolunun

harekete gecmesi oldugunu gdsterdiler.'®
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2.6.2. NER Arayolu

Bu yolun oksidatif lezyon onariminda daha az bir roll vardir.
DNA- protein arasinda kurulan ¢apraz baglarin onariminda etkili olduguna

dair yayinlar bulunmaktadir.'**
2.7. insiilin

2.7.1. insiilin ve Insiilinin Yapisi

insiilin, glukoz  metabolizmasinin  majér  hormonal
regulatérudur ve pankreatik dokudan 1921’de Banting ve Best tarafindan
izole edilmistir.”™ insan insiilin geni, 11. kromozomun kisa koluna
yerlesmistir. Polipeptid yapida, 5808 dalton molekul agirliginda bir
hormondur. Oncill madde yuksek molekuler agirlikli 110 aminoasitten
olusan preproinsulindir ve dort farkli bolgeden olusur. Sinyal peptid
bolimu amino terminalindeki ilk 24 aminoasit bakiyesinden olusur ve
endoplazmik retikulumun limeninde ayrilip proinsdlini olusturur. 86
aminoasitten olugsan proinsulinin karboksil terminal kisminda ana insulin ile
c-peptidi olusturan aminoasit bakiyelerinin endoproteazlarla
endoproteolizise ugramasi sonucu, insilin ve c-peptid olusur. Insilin,
birbirine sistein aminoasitleri arasindaki iki disulfit kdpriusuyle bagl, 21
aminoasitli A zinciri ve 30 aminoasitli B zincirinden olusur. A zincirinde
yine sistein aminoasitleri arasinda yer alan zincir igi bir disulfit kdprusu
bulunur. C-peptid 31 amino asit icerir (Sekil 20).3%14°

insiilin, pankreas Langerhans adaciklarinda (LA), LAnin
% 70Q’ini olugturan B hucrelerinde Uretilir. Digerleri ve Urettikleri; o hcreleri
(%25)- glukagon, & hucreleri (%5)- somatostatin, PP hucreleri (F hucreleri)
(<%2)-pankreatik polipeptid’dir. Endojen insulinin dolagimdaki yari émri
3-5 dakikadir. Baglica, karaciger, bobrek ve plasentada insulinazlar ile

katabolize edilir, %50 kadari karacigerden ilk gecisde uzaklastirilir.*°
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Sekil 20. Preproinsiilinin yapisi; Proinsiilin, insiilin,c-peptidin sematik goériiniimii'®

Normal bir erigkinde pankreas, gunde 18-32 unite kadar
insulin salgilar. 24 saatte salgilanan insilinin %50’si bazal sartlarda
olurken geri kalan yemeklere cevap olarak salgilanir. A¢likta, dolagimdaki
insulin konsantrasyonu ortalama 10 pU/ml’dir. Standart bir yemek sonrasi
100 pnU/ml’ye yukselir. Periferik insilin konsantrasyonu yemegin alimindan
8-10 dakika sonra olur ve 30-45 dakika sonra pik konsantrasyona ulasilir.
Bu postprandial plazma glukoz konsantrasyonlarinda hizli bir dusus yapar
ve bazal degerlere 90-120 dakikada ulagir. Eger glukoz duzeyi
80-100 mg/dI'nin altindaysa insulin salgisi uyarilmaz, in vitro olarak da
¢ogu insulin sekresyonu duzenleyicilerin etkili olabilmesi igin glukozun
varliginin gerektigi gdsterilmistir. %4

Glukoz en guglu insulin salgilaticisidir. Normal olarak
glukoza insulin yaniti iki faz halinde olur. Birinci faz salinim, glukoz
dolagima gelir gelmez kisa sureli pik seklinde olur ve duser, daha sonra

ortamdaki glukozun varligi oraninda, ikinci faz salinim gercgeklesir. Eger
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devamli olarak yuksek glukoza maruziyet olursa B hucrelerinin glukoza

cevabinda reverisble duyarsizlasma olur."°

Plazma insulin dizeyi 30 mU/L civarindaysa, hepatik glukoz
cikisinda yari maksimal supresyon olur, tam supresyon 60 mU/L ise olur.
Bu rakamlara glukoz alimini takiben ilk bir saat icinde portal vende ulagilir
ve hizla glukoz ¢ikimi azalir. Kan glukoz duzeyi bazale donunce, plazma
insulininde azalma karacigerde glikojenolizisi uyarir ve hepatik glukoz

saliniminin yeniden baslamasini saglar.*°

Glukoz, hidrofilik bir yapida oldugu ic¢in hicre memranini
gecemez. Kan dolasimindan dokulara glukozun gegisi i¢in enerji bagimsiz,
konsantrasyon gradyenti ile glukozun transportunu saglayan GLUT ismi
verilen glukoz tagiyicilari vardir. Yedi adet foksiyonel GLUT izoformu
vardir (GLUT 1-4 ve GLUT 8-10), GLUT 5 ise fruktoz tasiyicisidir. inslin
duyarli en 6nemli tasiyici GLUT-4’dur ve iskelet kasi, kalp kasi ve yag
dokusunda bulunmaktadir. GLUT-2 ise pankreas B hucrelerinde bulunur,
glukoz sensorii gibi hareket eder. insiilin duyarsizdir ve hiperglisemi
varliginda azalan-dizenlenme (down-regulation) ile B hicrelerinde sayisi

azalir.1°

insiilin salgilanmasinin en énemli uyarani, glukozdur. Glukoz
B hucrelerine, GLUT-2’nin kolaylastirdigi pasif difuzyonla girer. Glukoz
tasiyicilar ¢ift yonde hareket etme yeteneginde olduklari ve B hicrelerinde
sayllari artabildigi i¢in, B hucresi igindeki glukoz konsantrasyonu,
ekstraseluler ortamdaki glukoz konsantrasyonu ile denge halindedir. Bu
veri, insulin  salgisinin  stimudlasyonu icin  glukozun  gerekliligini

gostermektedir. '

instlin  salgisi  kalsiyuma gereksinim  g6stermektedir.
Kalsiyum alimi, B hicrelerinin glukozla stimulasyonu ile artar. Glukozun

bazi etkileri, kalsiyumun hiicreden akisini geciktirir. intraseliiler
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kompartmandan kalsiyumun mobilizasyonu, cAMP’nin glukoz ile
indUksiyonu sonucu olur. Pek ¢ok non-glukoz insulin salgi uyarani da
intraseliler cAMP’yi artirir. Bununla beraber glukoz yoksa, tek basina
cAMP  insllin  salgisini  uyaramaz.”®® insillin  salgilanmasinin

duzenlenmesinde rol oynayan faktorler, Tablo 6’da verilmigtir.

2.7.2.Insiilinin Etkileri

insiilin periferik dokularda etki gosterir. insilin etkisinin
baslamasi igin protein fosforilasyonuna gerekinim vardir (Sekil 21).
Reseptor otofosforilasyonu sonrasi, [ subunit tirozin spesifik kinaz
seklinde aktif hale gelir, pek ¢ok hucrei¢i proteinin fosforilasyonunu

katalizler. Bu olay, insiilinin pek cok etkisine destek saglar.'?

2.7.3.Karacider Metabolizmasina Etkileri'*''*2

1) Insiilin, glukozun plazma membranindan tasinmasina
yardim ederek glukoz cevrimini uyarir. Glukoz uptake’ini artirici bu etki,

sadece iskelet kasl, yag dokusu ve kalp kasinda goruldr.

2) Glikolizi kas ve yag dokusunda hizlandirarak, glikoliz

surecinin hizlanmasini saglar.

3) Ozellikle kas, yad ve karaciger gibi dokularda olmak

Uzere, pek ¢cok dokuda, insulin, glikojen sentezinde anahtar rol oynar.
4) Karacigerde glikojenoliz olusturucu etki gosterir.

5) Karaciger ve bobrekte, glukoneogenezi inhibe eder.
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Tablo 6. insanda insiilin Salgilanmasinin Diizenlenmesinde Rol Oynayan Faktorler

insiilin Salgisinin Uyaricilar
Glukoz

Mannoz

Losin

Vagal uyari

Sulfoniltreler

Glukoza Bagl insiilin Salgisini Giiglendiriciler
1) Enterik Hormonlar
Glukagon-like-peptid (GLP)
Gastrik inhibitor peptid (GIP)
Kolesistokinin

Sekretin

Gastrin

2) Noral Giglendiriciler

Beta adrenerjik uyari

3)Amino asitler

Arjinin

insiilin Salgisinin Baskilayicilari
1) Néral

Katekolaminlerin alfa adrenerijik etkisi
2) Humoral

Somatostatin

3)ilaclar

Diazoksit

Fenitoin

Vinblastin

Kolsisin

2.7.4.Lipid Metabolizmasina Etkileri'' 142

1) insiilin, hormon sensitif lipazi inhibe ederek ve serbest yag

asitlerinin reesterifikasyonunu artirarak, yag dokusunda lipolizi inhibe eder.

2) Yag dokusunda lipojenik enzimlerin aktivitesini artirarak,
trigliseridin yikimini inhibe ederek ve dokuya glukoz alimini artirarak

lipogenezi uyarir.
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3) Karacigerde sitozolik asetil CoA kullanilabilirligini artirarak

ve asetil CoA karboksilaz aktivasyonuyla malonil CoA dizeylerini artirir.

4) Karacigerde karnitin palmitoil transferaz-I'in malonil CoA
ile inhibisyonu, yag agil-CoA'nin oksidasyondan trigliseride kaymasina

neden olur ve yag asidi oksidasyon hizi azalir.

2.7.5.Protein Metabolizmasina Etkileri'*"'*?

1) Alanin disindaki butin aminoasitlerin plazma duzeyini
dusurur. En buyuk etkiyi, dalli zinzirli aminoasitler Uzerine gdsterir. Glukoz

klamp testi sirasinda alanini yukseltir.

2) Periferik dokuda proteolizisi ve tUm vicut I8sinini inhibe
eder. Yukselttigi alanin disinda, butin aminoasitleri azaltir. Alanin, prolin,

serin, glisin, metionin gibi bazi aminoasitlerin transportunu uyarir.
3) Sonug olarak protein sentezini uyarir.

4) DNA sentezini artirir ve antiapopitotik etkilidir.
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insiilin Reseptori

Substrat Fosforilasyonu

\

Antilipoliz
Yag Asidi Sentezi

Glukoz Uptake
Glukoz Oksidasyonu
Glikojen Sentezi

iyon Transportu Protein Sentezi
Amino Asit Uptake Antiapopitoz
DNA Sentezi Gen Ekspresyonu

Sekil 21. Periferik Dokularda insiilinin etkileri'*

2.8.Tiroid Bezi

Tiroid, boynun 6ninde, at nali gseklinde iki yan lobu ve bunlari
birlestiren bir istmusu bulunan bir i¢ salgi bezidir. Embriyonel hayatta dil
kokunden dogan tiro-glossal kanaldan kaynaklanir. Erigkindeki agirhgi
15-20 g. kadardir. Etrafi, bir tabaka kubik tiroid epiteli ile gevrili, [Umeni
kolloid ile dolu, follikillerden olusmustur. Folliktl lGmenindeki kolloid, tiroid
parankim hdcreleri tarafindan salgilanan tiroglobulin deposudur ve tiroid
fonksiyonundaki aktivite dizeyine gore 3 aylik tiroid hormonu ihtiyacini
karsilar. Tiroid hormonlari olarak bilinen 2 aktif hormon 3,5,3’-Triiodotironin
(T3) ve 3,535-Tetraiodotironin (Tiroksin-T4)'dur. Follikil epitelyum
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hdcreleri arasinda ve interstisyumda, kalsitonin salgilayan parafolliktiler C
144,145

hicreleri mevcuttur.

Tum tiroid hormonlarinin  olusumunda Oncu aminoasit,
tirozindir. T4 yanhzca tiroid bezinde yapilip salinmakta, T3 hem tiroid
bezinde yapilip salinmakta, hem de periferde T4'den donusmektedir.
T4'Un  %10u tiroid icinde, %30-40't da periferde Tip 1
monodeiyodinasyonla olusmaktadir. Tiroid hormonlarinin sentez ve
metabolizmasi sirasinda, biyolojik aktiviteden yoksun bir¢cok bilesen
olusmaktadir. Bunlarin en énemlileri monoiyodotirozin (MIT), diiyodotirozin

(DIT), “reverse” triiyodotironin (rT3), diiyodotironin (T2)dir (Sekil 22)."414°

3-Monoiodotirozin (MIT) 3,5-Diiodotirozin (DIT)
I I
HO CH,CH-COOH H H,CH-COOH
I I
NH, I NH,
3,5,3°,5’-Tetroiodotironin (T4) 3,5,3-Triiodotironin (T3)
(Tiroksin) =
1 1 1 1
H — CH,CH-COOH HO-— H,CH-COOH
I I
I I NH, I NH,

3,3’,5’-Triiodotironin (rT3)
(reverse T3)
1 1

I I
H H,CH-COOH ~HO @@ —@ﬁHﬁH—COOH
| |
[ NH, NH,

3,3’-Diiodotironin (3,3’-T2)

Sekil 22. inaktif ve Aktif Tiroid Hormonlan'**
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Batin tiroid hormonlarinin  dncust  olan tiroglobulin,
makromolekuler yapida, 660 000 daltonluk bir glikoproteindir. Tiroglobulin,
tiroid folikulleri icinde sentezlenir, kolloid damlaciklari seklinde depo edilir.
Folikal [imeni igindeki kolloidin en dnemli bolumunu olusturur. Buradaki
proteinin yaklasik % 75’ini olusturur. Biyosentez ve folikul lUmenine gegisi
ekzositoz ile olur. Tiroid hormonunun yapimi bu folikilin ig¢inde

baglar, 145146

Tiroid hormon sentezi ve sekresyonu hipotalamus, hipofiz ve
tiroid bezlerinin rol oynadigi bir negatif geri besleme sistemi ile dizenlenir.
Ug amino asitten olusan tirotiropin salgilatici hormon (TRH) hipotalamusta
sentezlenir ve hipofizden 28 000 dalton agirliginda bir glikoprotein olan
tiroid uyaran hormon (TSH)'in salinmasini saglar. Hem TRH, hem de TSH
salinimi, T3 ve T4 tarafindan inhibe edilir. Ek olarak; somatostatin ve
dopamin, TSH salgisini engeller. TSH, tiroid hormonlarinin serbestlesme
ve saliniminin  primer duzenleyicisidir. Ayrica, tiroidin buyume ve

gelisiminde de kritik rol oynar.™’

Tiroid hormon sentezinde ilk agsama iyodun biriktirilmesidir.
islem TSH duyarl ve tiroide 6zgii bir Na-K ATP’az tarafindan katalizlenen,
enerji gerektiren bir islemdir ve iyot uptake’i denir. iyod, tiroide aktif olarak
Na*/l simporter (NIS) adi verilen tasiyici bir proteinin yardimiyla geger ve
orada yogunlasir. Sonraki basamak organifikasyon basamagidir; iyodun
tiroglobuline kovalent olarak baglanmasina verilen addir. Organifikasyon
mekanizmasinda bir defekt varsa, inorganik iyot okside olmadan, tekrar
hiicre disi siviya geri doner. lyot H,O, ile oksitlenerek pozitif yikli bir
iyodur iyonu olusturmakta ve bu da tiroglobulindeki spesifik tirozinlerle
reaksiyona girerek MIT’leri olusturmaktadir. MIT’ler, ayni sekilde ikinci bir
reaksiyon daha gecirerek, DIT’leri olugtururlar. Bu reaksiyonlar, tiroid
peroksidaz tarafindan katalizlenir. NADPH’ye bagimh bir reaksiyondur.

iyot yetersizliginde MIT tesekkiilii daha fazla oldugu icin T3 sentezi, T4'e
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oranla artis gosterir. Bu iyot vyetersizligine bir nevi adaptasyon

mekanizmasidir. ' 147

Bundan sonraki basamakta iyodotirozinlerin, tironinleri
olusturmak Uzere birlesmeleri (coupling) asamasina gelinir. Birlesme
reaksiyonu, 3 basamakta gergeklesir; iyodotirozin veya iyodotirozin
kalintilarinin aktif forma oksidasyonu, aktuel birlesme (kovalent baglarin
olusumu), birlesme Urunlerinin hormon veya hormon kalintilarinin olusumu
icin pargalanmalari. Birlesme genellikle enzimatik olarak gergeklesebildigi
gibi non enzimatik de gerceklesebilir. Enzimatik olarak olusan reaksiyonda
H,O, rol alir. Bir iyodotirozinin iyodofenolik halkasinin, digerinin fenol
grubuna translokasyonu ile bir tironin ve bir de fenolik grubunu kaybeden
tirozinden, dehidroalanil kalintisi olusur. Dehidroalanil dekompansasyon
basamaginin sonucudur. Sonugcta iki DIT’in birlesmesinden T4, bir MIT ve

bir DIT’in birlesmesinden T3 olusur.'*"'*®

Tiroid hormonlarinin, 6zellikle aktif olanlarin etkin olabilmeleri
icin, digerlerinin de kullanilabilme ve atilmalari i¢in tasinmalari
gerekmektedir. Aktif tiroid hormonlari tasiyici proteine baglanarak
tasinirlar. Cesitli protein fraksiyonlarina bagl olan tiroid hormonlari igin
‘total’ kelimesi kullanilir ve T4 icin Total T4, T3 igin Total T3 denir. Proteine
bagli olmayan formlar igin ise, ‘serbest’ kelimesi kullanilir ve T4 igin
Serbest T4, T3 icin Serbest T3 denir. Hormonlar bagh olduklarinda aktif
degillerdir ancak salinimlari hizlidir. T4'Gn %99.97’si, T3’Un %99.8'i

baglidir."4146

2.8.1. Tiroksin Baglayan Globulin (TBG)'**'%°

54 000 Dalton agirhginda bir glikoproteindir ve karacigerde
yapilir. TBG, T3 ve T4 icin yuksek yatkinlik gdstermekte, bu sebeple

dolasan hormonlarin %70-77’sini tasimaktadir. Ancak bu egilim, T4 igin
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T3’den 10 kat fazladir. TBG arttigi durumlarda TT3 ve TT4 duzeyi

yukselmekte, azaldig1 durumlarda dismektedir.

2.8.2. Tiroksin Baglayan Prealbumin (TBPA)'*®

iki baglama bélgesi bulunan 55 000 daltonluk bir proteindir.
Transtretin ismiyle de bilinir. Retinal baglayan protein kompleksi iginde yer
alir. Fakat T4 tasinmasinda retinal baglayan protein etkili olmaz. Bu
molekdl, triptofandan zengin olup, yarilanma émru 2 dakika kadardir. T4’e
yatkinlig1 T3’ten 10 kat fazla olup, dolasan T4’Un %10’'u TBPA ile tasinir.
Koroid pleksusta bulunabildigi icin, serebrospinal sivinin énemli tiroid

hormon tagiyicisidir.

2.8.3. Albumin'4°146

Albumin, karacigerde yapilan 69 000 dalton agirhkh bir
protein olup, plazma konsantrasyonu ¢ok yuksektir. Tiroid hormonlarina
yatkinligi disuk olmasina ragmen bu ylksek konsantrasyonu nedeniyle
T4’Un % 5’ini, T3'Un %20’sini tasir. Tiroid hormonlari, albuminden ¢ok
cabuk ayrilabilirler. Bu nedenle dokular igin 6nemli serbest hormon

kaynagi olur.

2.8.4. Tiroid Hormonu Baglayan Diger Proteinler'*®

Bu proteinlerin en o6nemlisi lipoproteinlerdir ve tiroid
hormonlarinin %3-6’sin1 baglayarak tagiyabilirler. T4 baglayici lipoprotein
27 000 dalton molekul agirhgindadir. Bunlarin T4’e yatkinhgi oldukca
dusiktar.

Normal bir insanin tiroid bezinden gunde 90-100 ug T4,
30 ug civarinda T3 salgilanmaktadir. T4’Un biyolojik yari émriu 7 gun,
T3'Un 1 gundir. Hedef dokularda T4 5’ deiyodinaz enzimi ile bir iyot

atomunu kaybederek T3’e donusur. Tip | ve Il olmak Uzere iki tip
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5’ deiyodinaz vardir. Tip | karaciger ve bobrekte, tip Il beyin, hipofiz ve
kahverengi yag dokusunda etkilidir. Tiroid hormonlarinin inaktivasyonu da
5 deiyodinaz enziminin c¢esitli formlariyla, farkli dokularda saglanabilir.
Tiroid hormonlarinin inaktivasyonu, yan yollarla da saglanabilir. Hucreigi
alaninin yan zincirinin “deaminasyonu”, biyolojik aktivitesi dusuk olan
“tiroasetik asit’in olugsmasina, bazi bilesiklerin dekarboksilasyonu ise, diger
inaktif bilesiklerin olusmasina neden olur. Bagh tiroid hormonlarinin
bdbrekten filtrasyonu mimkuin degildir. Ancak, serbest ve konjuge formda

olanlar, safra ve idrar yolu ile atilirlar.'**"4®

2.8.5. Tiroid Hormonlarinin Fizyolojik Etkileri

Tiroid hormonlari, hedef hucrelerdeki etkilerinin  buyuk
kismini, genel olarak iki mekanizmayla yaparlar. Genomik etkiler, gen
etkisiyle dizenlenen T3’Un nlkleer reseptorlerle etkilesime girmesi sonucu
olugsur. Nongenomik etkilerde birgok enzim, hormon, vitamin ve mineral,
glukoz tasiyicilari, mitokondrial proteinler tiroid hormonlariyla etkilesime
girmektedir. Bunun sonucu, metabolik iglevlerde ve organ fonksiyonlarinda
onemli degisiklikler gozlenir. Tiroid hormonlari farklilagsma, blyime ve
metabolizmada kritik rol oynamaktadir. Aslinda tiroid hormonlarina
yaklasik butun dokularin normal fonksiyonu igin gereksinim duyulur ve

oksijen tiiketimi ve metabolik hiz lizerine bilyiik etkileri vardir.#* 149150

Tiroid hormonlarinin  reseptorleri, nukleer DNA bagh
proteinlerdir. Reseptorlere en yuksek ilgiyi T3 gosterir. T3 baglanmasi
¢ogunlukla batin dokularda gorulir. Pek ¢ok hedef genin transkripsiyonel

diizenlenmesinde tiroid hormonlari etkilidir (Sekil 23)."4814°

Genomik etkilerin sonucunda doku buyumesi, beyin geligimi,
kalorijenezin ve oksijen tuketiminin artigl; yani sira kalp, karaciger,

bobrekler, iskelet kasi ve deri gibi organlardaki spesifik etkileri goriltr."™

54



Niikleus

H 13 RXR-TR
nomodimer  monomer heterodimer
; : ; o RYR (w/Biylia
T, > T > olf B RXR (wlBlyVE
DNA
5-D, 50,
tip I tip 11 Diger transkripsiyon
faktorleri
Ta T

RNA

Protein <#——— mRNA

Sekil 23. T3’iin niikleer reseptorlerle etkilesime girmesi; genomik etki'*

Tiroid hormonlarinin plazmada normal sinirlarda olmasina
otiroidi, normalden dusuk oranda bulunmasina hipotiroidi, normaldan fazla
bulunmasina hipertiroidi denir. Hipotiroidi ve hipertiroidi derecesine goére
cesitli dokularda degisik etkilerde bulunur. Gebeligin ilk 11 haftasinda fetus
tiroid hormonu ihtiyacini anneden karsilar. Fetusun beyin gelisimi ve
iskelet sisteminin gelisiminde, tiroid hormonlarinin biyiik etkisi vardir.#41%°
Tiroid hormonu artisi, sistemik vaskuler direnci artirir, kardiak
kontraktiliteyi fazlalastirir. Pozitif inotropik ve kronotropik etkilidir.
insanlarda, T3 hem direkt, hem de indirekt olarak ventrikiil proteinlerine
etkilidir. Kalp dokusundaki katekolamin reseptorlerini artirarak sempatik
sinir sisteminin etkisini artirir. Sonucta kan akimi ve kalp debisinde artis,
deri kan akim hizinda artig, kalp hizinda artig, kalbin atim gucunde artig,
sistolik basingta artig, diyastolik basingta azalma, nabiz basincinda artis

meydana gelir.'#4 148149
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Beyin, dalak ve testisler harig, bitiin dokularda Na”K*ATPaz
uyarisi ile oksijen kullanimini artirirlar. Dokularin oksijen tuketiminin
artmasi ile eritropoetin yapimi da artmaktadir.’** Solunumun derinliginde
ve hizinda artig, sindirim salgilarinin salgilanma hizinda artis, motilitede

artisa yol acabilir.*

Karbohidrat metabolizmasini her yénuyle uyarir. Hlcrelerin
glukoz aliminda artma, glikolizde artma, glukoneogenezde artma,
glukozun emiliminde artma, insiilin direncinde artmaya neden olur.'"

Yag metabolizmasini artirir. Lipojenez ve lipolizi uyarir,
plazma serbest yag asidi konsantrasyonunu artirir, hicrelerde serbest yag
asidi oksidasyonu artar, plazmada kolesterol, fosfolipid, trigliserid miktari

azalir.1°0:1%1

Kemik turnover’ini uyarir, kemik resorbsiyonunu artirir ve
kemik formasyonunun derecesini azaltir. Hipertiroidide hiperkalsitri ve
daha az siklikta hiperkalsemi gorulir. Bundan bagka, kronik tiroid hormon
artisi, klinik olarak énemli derecede kemik mineral kaybina neden olur.
Hipertiroidide artmis protein turnover’t vardir ve iskelet kasinda kayba
neden olur ve sonugta karakteristik proksimal myopati gelisir. Kas
cevabinda, guclunde artig/azalma gorulebilir. Hipotiroidizmde, derin tendon
reflekslerinin uzamis relaksasyonu gorilir. Kas relaksasyonu, iskelet ve
kalp kasinin sarkoplazmik retikulumunda kalsiyum ATPazin yavas ve hizli
formlariyla uyarilan sitozolik kalsiyum duzeylerinde azalmaya baghdir.
Yuksek frekansli kas tremorlari, hipertiroidi igin tipiktir. Santral sinir
sisteminin normal gelisimi ve normal fonksiyonu igin tiroid hormonlari
gereklidir. Hipertiroidi de hiperaktivite, hipotiroidi de uyusukluk tipiktir.'>% !

Tiroid hormonlari ¢esitli hormonlarin Uretim, cevap ve
metabolik klirensini degistirir. Bez aktivitelerinde artig, dokularin hormon

intiyacinda artisa neden olabilir. Erkeklerde, eksikliginde libido kaybi,
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fazlahgdinda impotans; kadinlarda, eksikliginde menoraji, polimenore,

amenore, fazlaliginda oligoamenore veya amenore goriilebilir."*

2.9. Tiroid ve Oksidatif Stres

Tiroid fonksiyonunun oksidatif stres tUzerinde guglu bir etkisi
vardir. Hipertiroidizm ve hipotiroidizmin, artmis ROS Uretimi ile iligkili
oldugu godsterilmistir.®? Bununla birlikte hipotiroididen cok, hipertiroidinin

oksidatif strese neden oldugu yéniinde calismalar da vardir.'®

Cesitli organlarda yuksek pro-oksidan aktivite tiroid hormon
kalorijenez, hicresel oksijen tiketimi, ROS ve RNS olusumu arasindaki
birlikte hareket etme sonucu gelisir. Bu solunumsal bilesen, oksijen
tuketiminde %16-25 net artisa neden olur. T3’e bagh oksijen tuketimindeki
artis mitokondrial, mikrozomal ve sitozolik subselller alanlarda superoksit
radikali ve hidrojen peroksit olusumunda, yani sira nitrik oksit sentaz
yoluyla, nitrik oksit olusumunun artigina yol agar. T3'un indukledigi serbest
radikal aktivitesi hicresel antioksidan savunmay! azaltir ve oksidatif strese

yol agar. 154155

Hipertiroidizmdeki hipermetabolik durum, dokudaki oksidatif
hasarla iligkilidir. Hipertiroid dokularda artmis ROS ve RNS dretimi
gosterilmistir. Bu artmis mitokondrial ROS olusumu, hipertiroid dokularin
metabolik kapasitelerini artirmasi  sonucu elektron tastyicilarinin
fazlalasmis dizeylerinin yan etkisidir.”*®"®” Bundan baska subklinik
hipertiroidide de oksidatif stresin arttigi gosterilmistir.*® Hipertiroidide
endotel kaynakli nitrik oksit olusumu artmisg bulunurken, bu etki
hipotiroidide azalmis olarak bulunmustur.”®® Artmis oksidatif hasarin,

hipotiroidili ratlarda varhidini gésteren caismalar bulunmaktadir.'®

Tiroid tumorlerinde yapilan immunohistokimyasal galismalar,
tiroid epitel hudcrelerinde 8-OHdG’in  yuksek oranda bulundugunu

gostermigtir. Oksidatif DNA dizenlemelerinin, yuksek mutasyon hizindan
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sorumlu oldugu dusundlmektedir. Muhtemelen tiroidde ROS tarafindan
olusturulan serbest radikaller, siklikla mutasyonlarin gelisimine neden
olmaktadir.®" Tiroidde nodiillerin gelisimine neden olabilen iyot yetersizligi
de oksidatif strese yol agcmakta ve DNA dizenlemelerine sebep
olmaktadir."®® Hipertiroidi bulunan ratlarda, 8-OHdG diizeyinin artmis
oldugu gdsterilmistir." Hipertiroidi bulunan kisilerin mononiikleer hiicre
kilturlerinde, 8-OHdG belirleyici olarak kullanilarak, oksidatif stres varhgi
gosterilmigtir; 8-OHdAG ile T4 duzeyleri arasinda belirgin korelasyon
bulunmustur. Bu calismada, hipertiroidik Graves hastalarinin yani sira,
Hasimoto tiroiditli hastalarin da oksidatif strese, saglikli bireylere gore

daha fazla maruz olduklari gosterilmistir.?°

Hakikaten otoimmunitenin oksidatif strese tiroidin fonksiyonel
durumundan bagimsiz olarak neden oldugunu ileri suren ¢alismalar vardir
ve oOtiroid Graves hastalarinda da oksidatif stresin  arttigi
gosterilmistir.’®*'®* Bununla beraber, lityum kullanimina bagli gelisen
hipotiroidi olgularinda da oksidatif streste artis tespit edilmistir.'®® Bir
baska calismada ise; hipotiroidi bulunan ratlarin kalp dokusunda 8-OHdG
diizeyinin diisiik oldugu gdsterilmistir.?! Sonug olarak tiroid ile iligkili

patolojilerde oksidatif streste artis beklenen bir durumdur.
2.10.Tiroid Hormonunun Metabolik Homeostazda insiilinle iligkisi'?

Molekuler biyoloji sayesinde elde edilen deliller sayesinde,
ana metabolik arayollarda ve glisemik kontrolde, T3 odakli dizenleyici rol
belirlenebilmis ve glukoz-lipid dongusunun metabolik arayollarina T3 ve

insulinin etki bolgeleri gosterilmigtir.

Glisemik kontrol igin primer sorumlu hormonun insulin oldugu
yonundeki genel kavrama karsin, glukoz ve lipid arayollarina yon
vermede, tiroid hormonunun insulinle sinerjist etkili oldugu yoninde ¢ok

miktarda molekuler biyolojik delil vardir. T3 ve insulinin sinerjist olarak yer
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aldiklari olaylar arasinda; glukozun ve insulinin hucrelere girisinde rol
oynayan membran proteinlerinin, glukoz transporterlari (Glut) 1, 2 ve 4’Un,
beta adrenerjik reseptdériin ve G-proteinlerinin ekspresyonunda dizenleyici
olarak yer almak; glukoz ve yag asitlerinin uptake, depolanma, glikoliz ve
oksidasyonunda gorev almak; kalorijenez, lipojenez ve kas gelisimine
katki saglamak. Sekil 24’de insulin ve tiroid hormonunun sinerjist etki

yaptigi bolgeler gorulmektedir.
2.11. DNA Hasarinin Tayini

Oksidatif DNA baz hasari, prensip olarak; ya hasar ve
onarim arasindaki dengeyi yansitan DNA'da kararli durum hasarinin
Olcimu, ya da spontan veya enzim katalizli hidrolizie DNA'dan serbest

6 Deoksiriboz

kalan nilkleozid veya bazlarin izlenmesiyle olur."™
fragmantasyonu rutin analizlerle ¢ok zor &lgimlenebilen birgok Grln
olusturdugundan, DNA'da oksidatif hasarin saptanmasi amaciyla yapilan
bircok arastirmada, modifiye bazlar analizienmektedir."®” En sik élglimlenen
oksidatif DNA baz hasar gostergesi 8-hidroksiguanin (8 OH-G) ve onun
deoksiriboz bagli sekli olan 8-hidroksideoksiguanozindir (8 OHdG).
Diger dlgulebilir baz hasar Urunleri; 8-hidroksiadenin, 2-hidroksiadenin, 2,6-
diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin, timin glikol, 5-hidroksimetilurasil,
5,6-dihidrositozin olarak belirtilebilir.'®®1%® Sekil 25'de tipik olarak DNA'da

bulunabilen bazi okside baz derivelerinin yapisi gosteriimektedir.
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Sekil 24. T3 ve insiilinin sinerjist etki yaptigi bolgeler; *T3, **T3 arti insiilin'

Oksidatif DNA hasari tayinine bir bagska yaklasim da idrarla
atilan DNA baz urunlerinin saptanmasidir. Bu olgim, vicuttaki total DNA
hasarinin gostergesi olarak kabul edilebilir. Oksidatif hasar Grunleri
arasinda en sik dlcimlenen 80HdG'dir.® Genellikle 80OHdG'i taniyan
antikorlari iceren kolonlarda idrar yogunlastirildiktan sonra HPLC-ECD ile

olculir.'®®

Oksidatif baz hasarlarinin élgimune yoénelik ideal metodun
saptanabilmesi icin bircok calisma yapilmistir. ideal metoddan kasit, 10°
normal nukleozide karsilik 1 gibi dusuk miktarlardaki modifikasyonlari bile
tespit edebilecek sensitiviteye ve interferans vermesi muhtemel bilesiklerle

minimal kontaminasyona girecek sensiviteye sahip metotlardir.
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Sekil 25. Tipik olarak DNA’da bulunabilen bazi okside baz derivelerinin yapisi'®®

DNA’daki oksidatif baz hasarinin izlenmesine yodnelik, baslica
direkt yaklasim ve indirekt yaklasim olmak Uzere iki yaklasim vardir.
Kullanilan her yontemin kendine gore avantajlari ve dezavantajlari vardir.
Direkt yaklagimda ilk olarak enzimatik veya kimyasal hidroliz yolu ile DNA
izole edilir. Bu basamak kritik bir basamaktir, ginku izolasyonun kendisi,
oksidasyon reaksiyonlarini indUkleyebilir. Sonra DNA icerigi, kugUk

parcalarina ayrilir ve farkl analitik metotlarla 6lgum yapilir.

Oksidatif baz modifikasyonlarini 6lgmekte kullanilabilen dort

ana yontem vardir: "%

1. Yuksek Basingli Sivi Kromatografi (high pressure liquid
chromatography - HPLC) - Elektrokimyasal Tarama (electrochemical
detection - ECD) (HPLC+ECD) yontemi (Direkt yaklagsima ornek)
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2. Gaz kromatografisi (gas chromatography) - Kitle
Spektrometresi (mass spectrometry) (GC+MS) yontemi (Direkt yaklagsima
ornek)

3. izole DNA derive materyali (6rn. niikleosidler veya bazlar)
uygun bildirgeg ile isaretleme (Post-labeling) yontemi) (indirekt yaklagima
ornek)

4. Onarim endonukleazlar ile oksidatif DNA baz hasarinin

dlctimii (indirekt yaklasima érnek)

DNA  oksidatif hasarinin  tespitine  yonelik  farkl
laboratuarlarda, birbirinden farkh birgok sonucun elde edilmesi nedeniyle,
1997 yihinda Avrupa Birligi'nce de desteklenen Oksidatif DNA Hasarinda
Avrupa Standartlari Komitesi (European Standarts Commitee on Oxidative
DNA Damage- ESCODD) kuruldu. 27 Gye laboratuari bulunan komisyonun
amaci 8-oxoG ve 8-oxodG O6lgiminde kesinlik ve dogruluk saglamak
olarak bildirilmistir. Komite tarafindan yayinlanan kalite kontrol raporlari,
son yillarda Olgim sonuglarinda daha iyi veriler elde edildigini

gostermektedir.'™

2.11.1. Yuiksek Basincli Sivi Kromatografi + Elektrokimyasal Tarama

(HPLC-ECD)"""™

Yuksek basingli sivi kromatografi gelisimine énculik eden
otomize analizorler, ilk kez 1950’lerde Moore, Stein, Spackman ve
Hamilton tarafindan gelistirilmigti. HPLC protein kokenli maddelerin
tetkikinde en gelismis yontemdir ve butin aminoasitler ile iligkili yapilari
tetkik etmek mumkundur (Sekil 27). Son yillardaki galismalar bir takim
purin bazlarinin okside olabilecegini ve elektrokimyasal olarak mukemmel
duyarlilikta tespit edilebilecegini gostermistir. HPLC-ECD yontemi, ilk defa
Floyd ve arkadaglar tarafindan gdsterilmistir. Floyd’'un bu teknigi
sayesinde, 8-OHdG’in idrarda, nuklear ve mitokodrial DNA'da bulundugu
gosterilmistir. HPLC-ECD kullanilarak, kantitatif 8-OHdG analizi, oksidatif
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DNA hasarinin tespitinde son derecede duyarli, segici, guvenilirligi daha
yuksek ve laboratuarlarda en sik kullanilan yontemdir. 8-OHdG, DNA'dan
genellikle enzimatik hidroliz ile serbestlegtirilir. DNA hidrolizatinda bulunan
8-OHdG, vyuksek performansh sivi  kromatografisi ile ayrnlir ve

elektrokimyasal dedeksiyon ile tarama yapilir. Uygulama alanlari:

Seker/Karbonhidrat analizleri
Protein, biomolekuler madde analizleri

Biomolekuler madde ayirmada

L B K SR

Yuksek hizda ayirma gerektiren durumlar

10 12

Zaman (dk) s

Sekil 26. HPLC yontemi ile aminoasitlerin tetkiki'"'

a) 200pmol aminoasit standart icerigi; fosfoserin (PH-S), aspartat (N), glutamat (D), fosfotreonin
(PH-T), hidroksiprolin (OH-P), galaktozamin (Gal), serin (S), glisin (G), histidin (H), arjinin (R),
treonin (T), alanin (A), prolin (P), tirozin (Y), valin (V), metionin (M), sistein (C), isolizin (l), I6sin
(L), norlésin (NLE, 1nmol internal standart), fenilalanin (F), artmis reaktif, lizin (K)

b) Insan parmakizi analizi; su ve etanol karigimi kullanarak saat camindan alinmig

2.11.2. Gaz kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC/MS)'®" 717

Serbest radikallerin neden oldugu DNA baz hasarlari 6lgumu
icin, GC/MS’Iin uygun bir teknik oldugu 10 yildan fazlaca bir suredir
gosterilmigtir. Simdiye kadar kullanilan dlgimler icerisinde GC/MS, invitro
yada invivo hasara ugramis DNA’da ve direkt olarak kromatinin

kendisinde, 4 bazda da olugan hasar urunlerinin genis bir bant seklinde
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belirlenmesine olanak saglayan tek tekniktir. GC/MS’ in dezavantaji ise,
derivizasyon islemi sirasinda Guanin’in de aralarinda bulundugu
bazlardan bir boliminde yapay oksidasyonlarin olugsmasidir. GC/MS ile
selected-ion monitoring (SIM) ile DNA hasar Urdnlerinin distk
konsantrasyonlarini 6lgmek mumkundur. Bu teknik ile 5 fmol'dan daha
duguk seviyelerdeki 8-OHdG belirlenebilmektedir. GC-MS tekniginin
kullanildig1 caligmalarda, DNA genelde formik asitli ortamda isitilarak
hidroliz edilir. DNA hidrolizatinda bulunan hasar trlnleri gaz kromatografisi
ile ayrilir ve kitle spektrometrisi ile dedekte edilir. Oksidatif DNA hasarinin
Olgulmesinde GC-MS tekniginin kullaniimasinin tek avantaji, cesitli baz
hasar UrUnlerinin de O&lgimU yapilabildiginden, total DNA hasarinin

saptanabilmesidir. Sekil 27°de bir GC 6rnegi gorulmektedir.

5 810 1112
E
4 7 18
3| 6 14 17
. /4516 ’
12 (
LJL__LJ\_L
0 1 20 Zaman
(dk)

Sekil 27. Gaz kromatografik analiz 6rnegi; ornek beyaz saraptan alinmistir ve 18
farkl alkol tuirevine ait pikler goriilmektedir e

2.11.3. Post-labeling Yéntemi'”®""”

Fosfor 32 (**P) ile isaretleme icin kullaniir. DNA, &nce
nukleaz ve fosfodiesterazlar ile nukleotid monofosfatlara hidroliz edilir.
Nukleotid monofosfatlar, polinikleotid kinaz ve radyoaktif igaretli ATP ile

inkibe edilerek 5' pozisyonunda fosforillenerek isaretlenirler.
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5' pozisyonunda P ile isaretli deoksi niikleotidler, ince tabaka
kromatografisi thin-layer chromatography (TLC) ile birbirinden ayrilir ve

otoradyografi ile taranir.

2.11.4. Onarim Endonulkleazlari ile Oksidatif DNA Baz Hasarinin

O| ;Umu178,179

Alkalen elUsyon teknigi, Fpg proteini, endonukleaz llI,
exonukleaz Ill, T4 endonukleaz V gibi gesitli tamir endonukleazlar ile
birlikte oksidatif baz modifikasyonlarinin kararli durum dizeyini belirlemek
icin kullanilir. Ozgiin enzimler, DNA'y1 modifiye bazlarin bulundugu
noktalardan kirarak yeni tek dal kiriklari olusturur. 80OHdG ve diger guanin
aranlerini taniyan bir onarim enzimi olan FAPy glikozilaz (Fpg protein)
kullanilir. Enzimatik islemden once ve sonra saptanan dal kiriklarinin
karsilastiriimasi ile okside bazlar élgulir. Dal kiriklari alkali elisyon, comet
assay (single-cell gel elektroforezi) gibi yontemlerle saptanir. Comet assay
ve alkalin elusyon teknigi (alkaline elution) DNA zincir kiriklarinin olgimu
icin sensitivitesi yuksek metotlardir. Bu iki yontemin avantajlari, daha az
miktarlarda hticre gerektirmesi ve DNA saflastiriimasinin gerekmemesidir.

Sekil 28'de yontem sematize edilmistir.
2.12. HPLC-ECD sisteminin prensibi'">"* "'

HPLC, c¢ozeltide ¢6zinmus halde bulunan bilesenleri
ayirmada kullanilan bir sivi kromatografi ¢esididir. Kromatografi, gaz veya
sivi olabilen hareketli bir fazla (mobil faz), sivi ya da kati olabilen sabit bir
faz (stasyoner faz) arasinda maddelerin dagilmasi prensibine dayanan bir
ayirma (elisyon) yontemidir. Kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina
olanak veren bu yontem, uygulama bicimine gore gaz ve sivi kromatografisi

olmak Uzere ikiye ayrilir.
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In vitro DNA Onarim Olciimii
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Sekil 28. In vitro DNA onarim &l¢iimii. Semadaki grafik verileri 8-OHG igeren
substrattan elde edilmistir'”®

Gaz kromatografisinin ¢alisma prensibi; numunenin, kolonun
ucunda yer alan enjeksiyon kismindaki septum veya kauguk lastik yardimi
ile mikrolitrelik siringa kullanarak, tasiyici gaz ortamina verilmesi ve
enjektor, kolon ve detektérden gecgerken de operator tarafindan segilmis
bir sicaklik programiyla, elektriksel olarak isitilmasi esasina dayanir.
Boylece, kolondaki sabit faz Uzerinde farkh ¢ozunurliklere sahip ugucu

organik bilegiklerin, bireysel olarak ayrilmasi saglanir.

Sivi kromatografide bir ¢bézelti igcindeki bilesenler, kendi
¢ozuculeri ile karisamayan bir ¢bzucu veya kati yuzey ile temasa geldikleri
zaman, iki faz arasinda dagiimaya ugrarlar. Bilesik, bir fazi digerine tercih
eder. Sivi kromatografi, onceleri disey kolonlarda yer cekimi etkisiyle
yapilan yavas bir teknikken, daha sonra kolonlara yuksek basing uygulanmis
ve ayirma islemi hizlandinimistir. Sonugta gunumuizde kullanilan sekline

gelmis ve "yuksek basingli sivi kromatografisi" adini almistir.
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Ayirma prensibi, karigimdaki bilesenlerin sabit faz Uzerinde
farkh zaman harcamasi esasina dayanir. Sadece burada dikkat edilmesi
gereken noktalar; c¢ozlculerin mutlak suretle kabarcik olusumunu
engellemek icin gaz gidericiden gecirilmesi gerektigi ve pompanin basing

degisikliklerini engelleyecek sekilde galistiriimasidir.

HPLC’yi olusturan c¢esitli bdlimler vardir. Tetkik edilecek
madde, sisteme bir enjektor araciligiyla verilir ve hareketli faz denilen
¢Ozucu akimi ile kolon adi verilen bir borudan basing altinda gegirilir. Kolon,
2-8 mm. i¢ ¢apinda 10-30 cm. uzunlugunda genellikle ¢elik bir boru olup,
5-125 pm. ¢apinda sabit faz adi verilen partikilleri igerir. Bilesikler, dolgu
maddesinin partikulleri ile diffizyon veya birlesme yoluyla etkilegir.
Mobil faz, kromatografik yataktan gecirilirse, numune bilesenleri sabit ya da
haraketli faza olan ilgilerine gdére ayri ayri bantlara ayrilir. Bu bantlar kolon

boyunca ilerler, bu igleme elUsyon denir ve takiben dedektorden gecerler.

Dedektor, ornege yanit olarak sinyal veren bir alettir, bagl
oldugu bir kaydedici-yazici vardir. Kolon ¢ikisina baglanir ve kolondan
cikan akiglari kaydeder. Kolondan c¢ikan her bilesen pikler seklinde ¢izim
olugturur. Piklerin ¢ikis zamani, alikonma zamani (retention time: RT) olarak
tanimlanir. Kolon c¢ikiginda yerlestiriimis dedektdorden ¢ikan sinyaller,
konsantrasyon-zaman grafigi seklinde kayit edilir. Kromatogram adi verilen
bu grafik, ideal durumda bir Gauss egrisi seklindedir. Alikonma zamani ve
pik genigligini etkileyen cesitli faktorler vardir; akis hizi, ¢ézicu bilesimi,

kolon uzunlugu en 6nemlileri arasindadir.

Kolon etkinligi, pik darligi ile tanimlanir. Piklerin keskinlesmesi
etkinligin arttigini gosterir. Adsorbanin partikul bayuklugu, ¢ozucunun akig
hizi ve kolon uzunlugu, kolon etkinliginin belirleyicileridir. Herhangi bir
kromotografik analizin basarisi, kolonun ayirma yetenegine bagldir,
dolayisiyla kolondaki sartlar agisindan bakilacak olursa, kolonun verimi

asagidaki verilenlerin saglanmasiyla arttinlabilir;
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HPLC alkis semas

Sekil 29. Sematize edilmis HPLC modeli'”®

2.12.1. HPLC ile Kantitatif Analiz

Analiz sonucu elde edilen kromatogramdaki piklerin alani ya da
yuksekligi, madde konsantrasyonu ile dogrusal iligkidedir. Bu ozellikten
yararlanilarak kantitatif analiz yapilir. Calisilan maddenin konsantrasyonu ile
dedektor cevabi arasinda dogrusal yanit bulunmalidir. Sinyalin madde
miktarina doénusturilmesi, pik yuksekligi veya alani arasinda gizilen

grafigin, lineer regresyon analizi ile yapilr.

2.12.2. Elektrokimyasal dedektor ( ECD )

Kontrol edilen potansiyel kosullarinda, 6rnegi, bir elektrod
yuzeyinde oksidasyon veya reduksiyon seklinde reaksiyona sokan alettir.
Elektrodlardaki elektron akimi, bir sinyal olusturmak Uuzere, zamanin

fonksiyonu olarak kaydedilir. Sonuclar nanogram veya pikogram dizeyinde
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elde edilir. Katekolaminler, vitaminler, trisiklik antidepresanlar gibi

elektrokimyasal olarak aktif bilesiklerin analizinde kullanilabilir.

2.12.3. Diode array dedektor (DAD)

Eluatin, flow-celllden akigi sirasinda polikromatik g1k
"photodiode array" ile komponent, dalga boylarina ayrilarak, eluat
komponentlerinin absorbsiyon spektrumlari elde edilir ve tespit etme iglemi
yapilir. Bu teknik 0Ozellik, eluat komponentlerinin belirlenmesine ve ayni
dalga boyu araliginda absorbans yapan maddelerin kantitasyonlarina olanak
saglar. Analitin  Olglldigu dalga boyunda interferansin  ortadan
kaldirilabilmesi igin, bir baska dalga boyu, referans dalga boyu olarak
secilir. Referans dalga boyu, analizi interfere eden maddenin, analitin
Olguldugu dalga boyunda verdigi absorbansa esit absorbans yaptigi dalga
boyudur. Pik slpresyonu veya sinyal ¢ikarilmasi ile bilgisayarda interferans

yok edilir ve dogru kantitasyon saglanir.

- ﬁ
1.-'

3

¥
-

Sekil 30. Yiiksek Performansli Sivi Kromatogrofisi ( HPLC)
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3. GEREG VE YONTEM

Amacimiza uygun olarak streptozotosin (STZ) ile diyabet
olusturulmus ve sonrasinda insulin tedavisi uygulanan gruplar ile
tiroidektomi ile hipotiroidik hale getirilmig, tiroidektomi sonrasi diyabet
olusturulan, insulin ve tiroid hormonu ile tedavi edilen gruplardan saglanan
rat kalp dokularinda HPLC-ECD yéntemiyle 8-OHdG/dG10° diizeyini

belirlemeyi planladik.

Bu calisma, Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Biyokimya

Anabilim Dali Arastirma Laboratuarlari’nda gercgeklestirilmigtir.
3.1. Kullanilan Geregler

3.1.1. Deney Hayvanlari

Calismada, Saglik Bakanligi Hifzi-Sihha Kurumu Hayvan
Yetistirme Bolimi’'nden saglanan 200-250 gr. agirhgindaki Sprague

Dawley erkek ratlar kullaniimigtir.

Calisma programi, Gazi Universitesi Tip Fakdiltesi Deney
Hayvanlari Arastirma Merkezi (GUDAM) ve Etik Kurulu tarafindan gézden
gegirilmis ve kabul edilmistir. Calisma, Helsinki Deklarasyonunun Hayvan

Deneyleri Kurallari’'na uygun olarak yapiimistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

o HPLC Sistemi (Agilent 1100)
0 Elektrokimyasal Dedektér (Chrom Systems-CLC 100)
Dortld Pompa
Vacum degasser
C-18 Waters Symmetry 3.5 um (4.6mmx150 mm)

o O O O

Kolon 1sitmak i¢in ek ortam isiticisi
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o] UV Dedektor (Agilent)
0 Laser Jet printer

o] Bilgisayar HP, Pentium III PC.

Vortex (Heidolph Reax 2000)

Spektrofotometre (Shimadzu, uv 1601-UV

spectrophotometer)

Kuartz Kuvet
Deep Freezer
Otomatik Mikropipetler

Calkalayici Su Banyosu

visible

Cam laboratuar malzemeleri, ependorf tupleri, kapakl hidroliz

tpleri, disposible kaplar ve diger rutin malzemeler

Sogutmali Santrifuj

Hassas Terazi (Shimadzu, Libror; AEG-220)
pH metre (Nel elektronik)

Manyetik Karistirici (Thermoline)

Sivi Azot Tanki

Su Isitma Tanki

Seluloz Asetat Filtre(0.45mM)

HPLC Grade su (Water-Merck / M15333)

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Ketamin Hidroklorid (Ketalar-Eczacibasi) kullanildi.
8 OHAG Doku Tayin Metodunda Gerekli Malzemeler:

1.)  QIAGEN (D-Neasy) Doku DNA izolasyon Kiti-1000
ml.lik (500’lUk 2 kutu)

2.)  Standartlar:

» 8 OHdG ----- (HPLC’de EC’de okunan standart)

————— sigma H 5653
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®» UV oksiguanozin (dG)----(HPLC'de, UV’de okunan
standart) ----sigma D 7145
3.)  * Deferoxamine------- sigma D 9533
* P1 Nuklease
* Calf intestine alkaline phosphatese type Ill sigma
4.)  Rnase A (kit icinden ¢cikmiyor)
5.)  Millipore ultra free
6.) HPLC icin gerekli kolon: nukleosil C 18 Reverse-
phase Becham Ultrasphere ODS Column ( 5 mikrom, 4.6 mmx250 mm)
um. 0.46 cm.15 cm.
7.)  HPLC grade methanol
8.)  Tris-HCL Tamponu
9.)  Asetat Tamponu
10.) EDTA Tamponu
11.) Fosfat Tamponu

3.2. Uygulanan Yontemler

3.2.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Ratlarda diyabet olusturmak icin streptozotosin
(STZ; 55 mg/kg), distile suda eritilerek intraperitoneal olarak uygulanmistir.
Kan glukozu 300 mg/dl ve Uzerindeki ratlar, diyabetik olarak kabul

edilmistir.

Calismamiz 8 grup olarak planlanmis ve her grupta 10 adet
olmak Uzere, 80 adet rat kullanilmistir. Gruplarin dagilimi asagidaki

sekilde olusturulmustur:
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o Grup 1: Kontrol Grubu (K): Ratlar 5 hafta standart sartlarda
izlenildi.

o Grup 2: Diyabet Grubu (D): intraperitoneal tek doz streptozotosin
(55mg/kg) enjekte edilerek ratlarda diyabet olusturuldu.

o Grup 3: Diyabet + insiilin Grubu (D+i): Ratlara intraperitoneal tek
doz streptozotosin (55mg/kg) enjekte edilerek diyabet olusturuldu ve 5
hafta boyunca insulin (7-10U/kg/gun, sc) verilerek izlendi.

o Grup 4: Hipotiroidi Grubu (Tiroidektomi’li Grup) (T)*:
Tiroidektomiyi takiben, 5 hafta boyunca standart sartlarda takip edildi.

o Grup 5: Hipotiroidi + Diyabet Grubu (T+D) : Tiroidektomiyi
takiben 21 gun sonra intraperitoneal tek doz streptozotosin (55mg/kg)
enjekte edilerek, 5 hafta boyunca standart sartlarda takip edildi.

. Grup 6: Hipotiroidi + Diyabet + insiilin Grubu (T+D+) :
Tiroidektomiyi takiben 21 gun sonra intraperitoneal tek doz streptozotosin
(55mg/kg) enjekte edilerek diyabet olusturuldu ve 5 hafta boyunca instlin
(7-10U/kg/gun, sc) verilerek izlendi.

o Grup 7: Hipotiroidi + Diyabet + insiilin + T4 (5ug/kg) Grubu
(T+D+i+T4-y) : Tiroidektomiyi takiben 21 giin sonra intraperitoneal tek doz
streptozotosin (55mg/kg) enjekte edilerek diyabet olusturuldu ve 5 hafta
boyunca insulin (7-10U/kg/gun, sc) ve yuksek doz T4 (T4-y) (5ug/kg)
verilerek izlendi.

o Grup 8: Hipotiroidi + Diyabet + insiilin + T4 (2,5ug/kg) Grubu
(T+D+i+T4-d) : Tiroidektomiyi takiben 21 giin sonra intraperitoneal tek doz
streptozotosin (55mg/kg) enjekte edilerek diyabet olusturuldu ve 5 hafta
boyunca insulin (7-10U/kg/glin,sc) ve dusuk doz T4 (T4-d) (2,5 ug/kg)

verilerek izlenildi.

Deney sonunda, uygun anestezi (50 mg/kg Ketalar
anestezisi) ile feda edilen rat kalp dokulari hemen c¢ikarilarak
(sivi nitrojende dondurularak), DNA izolasyonuna kadar, -80 C°de

saklanildi.
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* Ratlarda hipotiroidi saglamak icin gerekli operasyon,

Prof. Dr. Atilla Engin tarafindan yapilmistir.

3.2.2. Kan Orneklerinin Olciimii

Calisma sirasinda kan ornekleri kuyruk veninden ve feda
edilme sirasinda kardiyak delme ile alindi. Kan glukoz konsantrasyonu,
glukoz oksidaz enzimatik assay ydntemiyle tespit edildi (Ames
Glucometer-Miles Laboratories Inc. Elkhart, IN, USA). HbA1c duzeyi
¢alisma gununde otoanalizor ile (Olympus AU 400 analyzer, Olympus
Diagnostica GmbH, Clarecastle, Ireland) hemolize kan &rneklerinin
turbidimetrik inhibisyonu seklinde analiz edildi. Serbest Tz (ST3), serbest
T4 (FT4), Total T3 (T3) ve T4 (T4) konsantrasyonu serum orneklerinde
otoanalizorle, kompetitif enzim immunoassay yontemiyle tespit edildi
(TOSOH AIA-21, TOSOH Bioscience, NV Tessenderlo, Belgium). Kan
ornekleri 20 dk. 2000 x g olarak santrifuj edildi, serum o6rnekleri -70°C

derecede saklandi.

3.2.3. Kalp Dokusunda 8-OHdG ve dG Olcimii

3.2.3.1. Prensip

8 OHdG ve dG’nin gesitli tamponlar ve enzimler kullanilarak
elde edilmesiyle, HPLC-ECD ve HPLC-UV ile dlgllmesi esas alinmis ve

uygulanmstir.’®173

3.2.3.2. YOntem

Dokudaki 8 OH-dG ve dG olcimu ile oksidatif hasarin
belirlenmesi;

1. DNA’nin izolasyonu

2. DNA’nin Hidrolizi

3. HPLC-ECD ile 8 OHdG’nin ve HPLC-UV ile dG’nin Analizi
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4. HPLC'den elde edilen 8 OHdG ve dG degerlerini

kullanarak miktar hesabi ile mimkuindur.

3.2.3.3. Reaktifler, Tamponlar, Cozeltiler ve Soliisyonlar

1. ATL
2. Proteinaz K
3. RNase A
4. AL

5. Etanol
6. AW1
7. AW2
8. AE Tampon

9. DFAM

10. Asetat Tamponu

11. NUklease P1

12. Tris-HCL Tamponu

13. Calf intestine Alkalen Fosfataz

14. Asetat Tamponu

15. EDTA

16. Asetik Asit Sodyum Asetat Tamponu
17. Ultrasteril su

18. Metanol

3.2.3.4. Cozelti, Soliisyon ve Tamponlarin Hazirlanmasi'®?

1. Tampon AE

10 mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA, pH 9.0’a ayarlanir. Tampon
AE ile yikamak, optimal DNA eldesini ve ylkanmis DNA’nin sabitligini
garanti eder. Bununla beraber, DNA’yi yikamak i¢in su kullanilirsa suyun
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PH’sinin en az 7.0 olmasina dikkat edilmelidir (belirli kaynaklardan elde

edilen deiyonize sular asidik olabilir.

DNA'nin  uzun sureli depolanmasi igin, DNA'nin suda
saklanmasi asit hidrolizine neden olacagi icin, tampon AE’'de yikama

kuvvetle onerilir.

A260 degeri (1 cm. ayriima payiyla) her mililitre suda 50ug

DNA'ya karsi gelir. DNA konsantrasyonu oOl¢ulurken, su ile dilte edilir.

Sogurganlik ve konsantrasyon arasindaki iligki sudaki nikleik

asitler icin hesaplanan katsayilarin ortadan kaldiriimasina dayanir.

2. Fosfat tamponu
En ¢ok kullanilan tampondur.
0.05 M, Ph: 7.4 olacak sekilde (KH2PO4 ve K2HPO4 ile)

hazirlandi.

3. Tris-HCL tamponu

0.08 M, Ph: 8.5 olacak sekilde, Tris-HCL tamponu hazirlandi.

(23 C’de hazirlandi)

4. Asetik asit sodyum asetat tamponu

0.2 M, Ph:5 olacak sekilde hazirlandi.
(CH3COOH / CH3 COONal ile)
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3.2.3.2.1.Kalp Dokusu DNA izolasyonu

Calismamizda QIAGEN doku DNA izolasyon Kiti

kullaniimigtir.

3.2.3.2.1.1. Prensip

Total DNA’'nin taze veya hemen dondurulmus dokulardan

(genomik ve mitakondrial) elde edilme yontemidir.

Rat kalp dokusu igin onerilen 25 miligram Ornektir. Elde
edilen DNA, basit santrifij islemlerinden sonra tum bulasanlardan, protein
ve (divalan katyonlar) gibi enzim inhibitorlerinden arinmis haldedir. Elde
edilen Urin PCR, Southern blotting, RAPD, AFLP ve RFLP gibi

uygulamalarina uygundur.

izolasyon fenol veya kloroform veya alkol g¢oktiirmesi

gerektirmemektedir.

Elde edilen DNA dusuk tuz oranh tamponlarda veya suda

¢cozlnebilmektedir.

izole DNA’nin A260/A280’da beklenen orani (saf olma
acisindan) 1.7 ve 1.9 arasinda, 50 kb. boyutunda olmasidir. Bu yontemle

100 bp boyutundaki pargalar da elde edilmektedir.

3.2.3.2.1.2. Yontem

Ornekler, énce proteinaz K kullanilarak lizise ugratildi.
Optimal DNA baglama sartlarini saglamak igin uygun tampon hazirlandi

ve lizat, DNeasy Mini gcevirme kolonuna konuldu.

Santriflj sirasinda, DNA selektif olarak igerigin dogrudan

gectigi DNeasy zarina baglandi.
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Kalan icerik ve enzim inhibitorleri iki kere yikandi. Daha
sonra DNA tamponda saklanarak kullanima hazir hale getirildi. DNeasy
zari basit mikrospin teknolojisiyle silika temelli zarin baglama 6zellikleriyle

donatiimigtir.

DNA, DNeasy zarini solusyonda hidrolize olmus molekulu
sudan uzaklastiran yuksek konsantrasyonda kaotropik tuz varliginda
yuzeye ceker (absorbe eder). DNeasy Blood & Tissue yontemindeki
tampon sartlari, DNA'nin silika zarina spesifik absorbsiyonunu saglayacak
ve bulasanlarin ve enzim inhibitérlerinin optimal uzaklastiriimasini

saglayacak sekilde duzenlenmistir.

3.2.3.2.1.3. Yontemin Uyqulanisi

1.gln

1.) 25’er mg.rat kalp dokusu alindi. Ependorf tiplere (1.5’lik) kondu.
2.) 180 ul ATL eklendi.

3.) 20’ser ul Proteinaz K ekleyip, 5-10 sn. vortexlendi.

4.) 55 °C su banyosuna birakildi.

5.) Arada bir g¢ikarip vortexlendi.

2.gln

6.) Su banyosundan sonra (ertesi gun) ilk olarak vortexlendi.
7.) Uzerine 4 ul RNase A eklendi.

-RNase A (100 mg/ml)

-10 mg.--»100 ul distile suda c¢ozulir ve 2 dakika oda
sicakliginda beklendi. (Elle hafif calkalandr)

-10-15 sn. vortexlendi.
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8.) 200’er ul AL eklendi.
-Vortexlendi.
- 70 °de 10 dakika sallandi.

- Ornekler jelatin gibi oldugu hallerde, tekrar vortexlendi.

9.) 200’er pl etanol eklendi.

-Vortexlendi.
10.) Spin kolona gegildi.

- 6000 g’'de 1 dk. santriflj edildi.

- Alt tupte toplanan tupu ¢ikarilarak atildi ve yeni ttp takildi.
11.) 500 pl AW1 eklendi.

- 6000 g’'de 1 dk. santriflj edildi.

- Alt tupte toplanan tupu ¢ikarilarak atildi ve spin kolonu yeni
tUpe takildi.
12.) 500 pl AW2 eklendi.

-3 dakika max. Speed santriflij edildi.

-Collector tap atildi ve temiz ependorf agilarak ve hazirlandi.
13.) Kolon ependorfa kondu.
14.) 100 ul AE tampon eklendi.

-1 dakika beklendi.

-6000 g’'de 1 dakika santriflj edildi.

3.2.3.2.2. Hidroliz

3.2.3.2.2.1. Prensip

DNA’nin, nikleotidlere ve sonra da nukleosidlere hidrolizi ile

HPLC'’ye enjekte edilebilir hale getirilecek sekilde hazirlanmasi esastir.'

3.2.3.2.2.2. YOntem

Liyofilize edilen DNA, ultrasaf su ile ¢gozulmesi ve isitilarak

denaturasyonu, hidrolizle nukleotidlerinin ayrilmasi, g¢esitli tamponlar ile
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nukleosidlerine hidrolizi ve santrifujle, HPLC analizine hazir hale

getirilmektedir.

3.2.3.2.2.3. Yontemin Uygqulanmasi

* 100 pl AE Tamponu igindeki DNA’ya yapiimistir.

( uygun ortamda saklanan DNA’dan alindi)

100 pl ultrasaf su, DNA’nin ¢dzulmesi igin kullanildi.

1. Basamakta (Denatlre etme basamagidir);

¢ozllen DNA, 95 °C’da, 3 dakika isitilarak denature edildi ve
buz Uzerinde sogutuldu,

2. Basamakta (Hidrolizle nukleotidlerin ayrilmasi
basamagidir);

Denatlre DNA ¢ozeltisine,

100 pl 2 mmol/L DFAM ve;

100 pl 20 mmol/L Asetat Tamponu ( Ph 5) eklendi ve ¢ozelti
DNA igerigi icin 260 nm.de spectrofotometrik olarak analiz edildi,

3. Basamakta; 20 ile 500 pg DNA, 20 mmol/L Asetat
Tamponu (Ph 5) eklendi ve

65 °C’de10 dakikada hazirlanan 4 pl-3.3 mg/ml Nuklease P1
suspansiyonu ile inkube edilerek, nukleotidlere hidrolize edildi.

4. Basamakta; 20 pl,1 mol/L Tris-HCL Tamponu (Ph 8.5)
karisima eklendi,

5. Basamakta;

4ul, 1 U/L buzagi barsagi alkalen fosfatazi, 37°C derecede, 1
saat inkube edilerek, nukleosidlere hidrolize edildi,

6. Basamakta;

20 ul, 3 mol Asetat Tamponu (pH 5) hidrolizata eklendi,

7. Basamakta;

20 pl, 50 mmol/L EDTA (10 mmol/L DFAM iginde) sollsyonu

ile devam edildi,
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8. Basamakta;

karisim, 0,22um millipore filtre Unitesinden filtre edildi,
(ependorf tuplerin igindeki filtreler)

9. Basamakta;

4 °C’de, 20 dakikada10000 x g’de santrifuj edildi. Santrifuj

sonrasl, HPLC’ye enjekte etmeye hazir numuneler elde edildi.

3.2.3.2.3. HPLC-ECD ile 8 OHdG’in ve HPLC-UV ile dG'’in Analizi

A. HPLC Sisteminin Analize Hazirlanmasi igin Gerekli

islemler:

-On Hazirlik (Pasivasyon): 30 dakika izopropilalkol (IPA), 30
dakika HPLC Grade su, 6 M Nitrik Asit ve eulatin pH’sI 5.5 oluncaya kadar
da (4.5 saat) yine, HPLC Grade su ile sistem ylkandi. Calismaya
baglamadan once, sistem 1 ay kullaniimadi. Bu ylkama, bu surenin

sonunda ve kolonu da sisteme baglamadan evvel yapildi.

-Kolonun Sisteme Badlanmasi ve Sartlanmasi: C-18 Waters

Symmetry 3.5 pym (4.6mmx150 mm) kolon, sisteme baglandi. Daha sonra
da, 6nce, 0.2’'ml/dakikalik bir akis hiziyla baglayip, artarak 1 ml/dakikalik
akis hizina varan hizdaki % 60’lik Metanol ile 1.5 saat; daha sonra da,
yine artarak hizlanan bir hizdaki % 20’lik Metanol'le 30 dakika ve en son

olarak da % 5’lik Metanol’'le 30 dakika yikanarak kolon sartlandi.

- Mobil Fazin Hazirlanmasi ve Kolonun Yikanmasi: Mobil

Faz; 50 mmol/L Fosfat Tamponu (pH 5.5) ve %5 Metanol Tamponu ile
hazirlandi. Bunu hazirlarken, HPLC Grade su (Water-Merck / M15333)
kullanildi. Cesitli defalar saf su, steril su ile hazirlanan Mobil Faz ile
denemeler yapildi ancak hi¢ birinde, HPLC Grade su ile alinan iyi netice
yakalanamadi. Bundan dolayi, ¢alismanin sonuna kadar, HPLC Grade su

kullaniimasina karar verildi. Referans yonteminde, kolonun ne sekilde
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yikanmasi gerektigi belirtiimedigi icin denemelerle efektif yikamaya yonelik

neticeler elde edildi. Bunlar:

* 1 Gunlik c¢alisma sonunda, kolonun en az 1 saat taze
hazirlanmis Mobil Faz ile daha sonra da HPLC Grade su ile yikanmasi

gerektigi

* Uzun sureli ara verme durumlarinda ise; HPLC Grade su,
% 5 Metanol ve % 20lik Metanol ile yikadiktan sonra bu ortamda

birakiimasi

* Yikamaya baslarken akis hizini en dusukten (0.1 ml/dk)
baslayarak ve oOnce uzun araliklarla, sonra gitgide azalarak kisalan
araliklarla artirarak, 1 ml/dk.gibi bir hiza ulastirmanin en etkin yikama
oldugu ve sonugta, kolondan da, o oranda efektif sonu¢ almayi

sagladigina dikkat edilmesi

* Kramatogramdaki en iyi Baseline’in, taze ve HPLC Grade
su ile hazirlanan mobil faz ile saglandigi sonucuna uygun olarak, Mobil

Faz'in 6neminin bilinmesi geregi idi.

B. HPLC ile Analiz:

Ters-faz HPLC analizi, Floyd’un tarif ettigi sekilde yapildi.'”

Ancak, daha once de belirtildigi gibi, referans yontemdeki ¢alisma kosullari
farkhligi (teknolojik gelismelere uygun olarak kullanilan gereglerden,
ortamin degisen isisina, kullanilan suyun saflik derecesine, hatta sehir
elektrik sebekesindeki degisken durumlara kadar), calisilan dokuya (kalp)
yonelik olarak tespit edilebilen, daha evvelden yapilan bir ¢alisma ve ona
spesifik referans bir yontem olmamasi nedeniyle, s6z edilen her
parametredeki olasi farkh sonu¢ dogurabilecek durum degerlendirilerek,

her bir parametrenin tek tek degisik sartlarina uygun deneyler yapildi. Bu
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deneylerin sonunda elde edilen sonuglarin efektivitesine gore, referans

yonteme modifikasyonlar yapildi. Bu modifikasyonlar:

1. Akis Hiziz HPLC sistemindeki farkliliklar nedeniyle,
0.6 ml/dakikadan baglayarak, 1.2 ml/dakikaya kadar degisen akis
hizlarinda denemeler yapildi. 1 ml/dakika akis hizindaki kromatografik
ayrimin, referans aldigimiz yénteme uygun olarak en iyi akis hizi oldugu

tespit edildi.

2. Kolon Isisinin Sabitlenmesi: Kolon isisinin farklihginin,
elde edilen sonuglardaki Kolonda Alikonma Siresi (Retention Time-RT)’ni
belirgin sekilde olumsuz etkiledigi ve kolonun isisinin optimizasyonunun
onemi, denemelerle tespit edildi. Ancak laboratuarimizda kolon isiticisi
bulunmadigindan, ortam isisinin, kolonun efektif olacagi 26-28 °C derece
olmasina dikkat edildi. Calisma saatlerinin farklihgina gore degisen ortam
Isisi, ek ortam isiticilar ile 1s1 destedi saglanarak ve kolonun Uzerini de
kapatarak denemeler yapildi. Ortam isisinin, 26 °C’nin altinda oldugu
zamanlardaki c¢alisma sirasinda, ek destekle kolon isisinin 26-28 °C

derece olmasi ve bunun test boyunca standardizasyonu saglandi.

3. ECD ve UV Dedektorlerin Baglanmasi ve
Ayarlanmalari: Laboratuar kogullarina gore ve bazi érneklerin DNA’larinin
sudaki ¢6zunarlGginin az olmasi nedeniyle, sadece DNA miktar
belirtiminin dogru olmayacagi dusuncesiyle, tum hidrolitik basamaklar
sonucunda DNA’dan 8-OHdG ile hidroliz ortamina serbestlesen dG
miktarinin dlgilmesine ve 8-OHAG’in, dG’ye oranlanarak hesaplanmasina
karar verildi. Bu sebeplerden dolayi, 6énce UV dedektoérin, sonra ECD

dedektorun seri baglanmalari uygun goruldu.

UV Dedektor (Diode-Array Dedeksiyon)de dG’nin dlguma

icin, yaptigimiz denemeler sonucu elde ettigimiz piklerin farklihgina gore,
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290 nm.dalga boyunun iyi olduguna karar verildi ve dalga boyu, literatirde

de dnerilen farkli dalga boylarindan biri olan 290 nm.’ye ayarlandi."

ECD’nin literatirde maksimum pik yuksekligi verdigi
belirtilerek Onerilen elektrod potansiyeli, 0.6 V'dur (19). ECD’nin farklihgi
nedeniyle, diger parametreleri sabitleyerek ve ayni konsantrasyondaki

standart enjeksiyonlar yaparak, degisik voltajlarda denemeler yapildi.

Deneme sayisi arttikga, ayni voltajdaki, azalma yonundeki
farkh sonuglara ulasinca, kolonu yikadiktan hemen sonra, negatif voltaj
uygulandi. Degisik voltaj ayarlari ile denemeler sonucunda 0.6V’un en
efektif sonu¢ verdigine karar verildi ve elektrod potansiyeli 0.6V olarak

ayarlandi.

4. 8-OHdG ve dG Standart Cozeltileri’nin Hazirlanmasi ve
Sistemin Her iki Standartla Ayri Ayr Kalibrasyonu: Sistemi, 8-OHdG

cozeltiler hazirlandi.

A. 8-OHdG Standart Cozeltisi’nin Hazirlanmasi:

8 OHAG igin sigma H 5653 kullanildi.

8-OHdG stok standart ¢ozeltisi (2.5 mM): 1 mM DFAM, 20
mM Sodyum Asetat Tamponu (pH5) ile 8-OHdG ¢dzuldu. Bu ¢ozelti 0.1

ml.lik kisimlar seklinde -20 °de saklandi.

8-OHdG standart c¢ozeltisi: Stok standart ¢ozeltiden
seyreltmeler ile, 400 nM, 200 nM, 100 nM, 50 nM konsantrasyonlarda

¢cOzeltiler hazirlandi. Hazirlanan bu standart c¢ozeltiler, en ylksek

konsantrasyondan en dugsuk konsantrasyona dogru sisteme uygulanarak,

sistemde 8-OHdG kalibrasyonu yapildi ve tum konsantrasyonlardaki
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standartlarin sonuglari kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi. Egri, $ekil

32'de verilmistir.

dG Standart Cozeltisi’'nin Hazirlanmasi:

dG i.in sigma D 7145 kullanild1.

dG stok standart ¢ozeltisi (6mM): 6 mM DFAM, 30 mM
EDTA, 20 mM Sodyum Asetat Tamponu (pH:5) ile dG standardi ¢6zulda.

0.1 mllik kisimlar seklinde tuplere konularak, -20 °C’de saklandi.

dG standart ¢ozeltisi: Hazirladigimiz stok standart ¢ozeltiden,
1mM DFAM/20 mM Sodyum Asetat (pH:5) ile seyreltmeler yapilarak,
sirasi ile; 100nM, 50nM, 25nM, 12.5nM, 6.250nM, 3.125nM

konsantrasyonlarda dG’ler iceren c¢ozeltiler hazirlandi ve sisteme

uygulanarak (her enjeksiyondaki enjeksiyon hacmi 20 pl) dlgusune uyuldu,
bilgisayar program kisminda da metodun programini sectikten sonra
kalibrasyonu vyapildi ve kalibrasyon egrisi cizildi. Egri, $Sekil 33'de

verilmigtir.

5. 8-OHdG ve dG Standartlar’’nin Pikleri: Literatlre gore,
8-OHdG’nin 8.7-15. dakikada, dG’nin ise 11-12. dakikada pik vermesi
beklenir.'® Ancak bu calismadaki, daha evvel de tekrar edilen galisma
kosullari ve gereclerdeki farkliliklar nedeniyle her bir parametre igin, tek
tek denenerek ulasilan en elverisli kosullari ve efektif sonuglari
sabitleyerek  yapilan  degisik  konsantrasyonlardaki = standartlarin
enjeksiyonlari sonucunda, kromatogramdaki en iyi pikler; 8-OHdG igin
10.4°Unclu  dakikada, dG icin ise, 6.5inci dk.da elde edildi. Her
konsantrasyon icin defalarca tekrar tekrar enjeksiyon yapilarak edinilen,
RT igin, bir de eldeki farkli biyolojik érneklerden de 5 kez deneme yapildi.
Hemen hemen ayni zamana denk geldigi gorulmesine ragmen,
orneklerdeki piklerin dogal olarak fazlaligi ve de UV dedektorde 8-OHdAG

standardinin da pik vermesi nedeniyle, secilen piklerin aranilan pikler
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oldugundan emin olmak igin, farkli denemelere devam edildi. Bu amagla,
oncelikle drnek igine yuksek konsantrasyondaki standarttan ekleyerek, az
evvel elde edilen pikin, ayni zamana denk gelen ama bu kez asir
buyuyerek verdigi sonug, RT konusunda daha kesin bir sonug¢ elde
edilmesini sagladi. dG Standardina, ayni konsantrasyondaki 8-OHdG
standardi ekleyerek, dG pikinin tam zamanindan da kesin emin olunuldu.
Batin bu denemelere ragmen, olasi bir duruma karsi, bu denemelerde
sure 30 dk. (hatta birkag kez 40-50 dakikada denendi) tutularak, kosullarin
degiskenliginin bunu etkilemesi olasiligi goz onunde tutuldu. Ancak, bu
denemeler az evvel s6z edilen pik zamaninin kesinlesmesinden bagka bir

degisiklige neden olmadi.

Ayni sartlarda ve ayni konsantrasyonlardaki standartlarla
calisiimasina ragmen, orneklerin enjeksiyonlari ile yapilan denemeler
sirasinda, ayni Ornekle yapilan enjeksiyondan elde edilen piklerin,
tekrarlarla, kiigilmeye dogru gidisi fark edilince, sisteme 5-6 enjeksiyonda
bir, standart enjeksiyonunun geregine karar verildi. Bu sekilde tekrar
denemeler yapilarak, ayni érnekten defalarca da uygulansa ayni pikin elde
edildigi gorulince, 5-6 enjeksiyondan sonra standart enjeksiyonu ile daha
guvenilir sonug verdiginden emin olunuldu. Sistemdeki ayarlari buna gore
degistirdikten sonra, ¢alisma kosullarinin tam olarak saglandigindan emin
olunarak ve bagta s6z edilen sekilde kolon temizligi yapilarak, 2 gun
boyunca kolon yikandi ve 2 gunin sonunda, yeni taze mobil faz

hazirlayarak ¢alismaya gecildi.

6. Farkli Gruplanmig Rat Kalp Doku DNA’larinin
izolasyonu ve Hidrolizi ile Hazirlanan Orneklerdeki 8-OHdG ve dG’nin
HPLC’de Analizi: En iyi kosullarin saglandigindan emin olduktan sonra,
sirasiyla once farkli konsantrasyonlardaki dG ve 8-OHdG standardi

enjeksiyonlari, ardindan érneklerin enjeksiyonu yapildi.
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Kromatogramlarda olgulen dG alanlarina ait dG ve 8-OHdG
alanlarina ait 8-OHdG degerleri, nmol cinsinden belirlendi. 8-OHdG ve dG

kromatogram ornekleri Sekil 34, 35, 36 ve 37’de gosterilmigtir.

3.2.3.2.4. HPLC Analizi Sonuclari’nin Hesaplanma3|183

Hidrolize DNA’nin 8-OHdG igerigi, her 100.000 normal
deoksiguanizde bulunan 8-OHdG sayisi olarak tanimlanabilir. Bu da;
8-OH-dG konsantrasyonunu (nM), dG konsantrasyonuna bdolup
100.000dG kalaniyla ¢arparak elde edilir.

Ornek 8-OH-dG hesaplamasi (MMTssDNA igin), (Esitlik 1)’de

anlatiimaktadir.
(Esitlik 1):  8-OH-dG: 1284 nM
dG: 30369 nM
1284 nM/30369 nM x 100.000 = 4228 (8-OH-dG/100.000dG)
3.3. istatistiksel Degerlendirme

Ratlarin agirlik, kan glukoz, HbA1c, ST3 ve ST4 degerleri

Wilcoxon istatistik testi ile degerlendirildi.

Gruplar arasinda “8-OH-dG/dG” degiskeni acisindan
istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik olup olmadidi, nonparametrik
bagdimsiz grupta ortalama karsilastirma testi olan Kruskal Vallis varyans

analizi testi ile incelenmigtir.

Varyans analizi sonucunda, gruplar arasinda anlaml farklilik
belirlenmesi durumunda farkliigin, hangi grup veya gruplardan

kaynaklandiginin belirlenmesi igin nonparametrik ikili bagimsiz gruplarda
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ortalama kargilagtirma testi olan Bonferroni duzeltmeli Mann Whitney U
testi kullaniimigtir.

Sonuglarin degerlendiriimesinde SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) Windows version 11.5 (SPSS Inc. Chicago, IL,
USA) istatistik programi kullaniimistir. Sonuglar ortalama * standart
deviasyon (SD) olarak verilmigtir. P<0.05 olan degerler istatistiksel olarak

anlaml kabul edilmisgtir.
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4. BULGULAR

Bu calismada STZ ile diyabet olusturulmus ve sonrasinda
insulin tedavisi uygulanan gruplar ile tiroidektomi ile hipotiroidik hale
getirilmig, tiroidektomi sonrasi diyabet olugturulan, insulin ve tiroid
hormonu ile tedavi edilen gruplardan saglanan rat kalp dokularinda HPLC-
ECD ydntemiyle 8-OHdG/dG10° diizeyi belirlendi.

Deneyde kullanilan ratlar 8 gruba ayrildi; asagida, gruplar ve

denek sayisi (n) verilmistir.

Grup 1: Kontrol Grubu (K): n=9

Grup 2: Diyabet Grubu (D): n=10

Grup 3: Diyabet+insilin Grubu (D+i): n=7

Grup 4: Hipotiroidi Grubu (Tiroidektomi’li Grup) (T) : n=5

Grup 5: Hipotiroidi+Diyabet Grubu (T+D): n=4

Grup 6: Hipotiroidi+Diyabet+insiilin Grubu (T+D+i): n=2

Grup 7: Hipotiroidi+Diyabet+insilin+T4 (5ug/kg) Grubu
(T+D+i+T4-y): n=4

Grup 8: Hipotiroidi+Diyabet+insiilin+T4 (2,5ug/kg) Grubu
(T+D+i+T4-d): n=4

STZ uygulanmasindan sonra; ratlarda polifaji, polidipsi,
poliuri geligti ve her U¢ gunde bir kan glukozu Olgcimuyle devamli

hipergliseminin var oldugu gozlendi.

Ratlarin feda edilme anindaki agirliklari degerlendirildi.
Diyabet Grubu’'nun, tum gruplarin agirliklarina gore anlamh gekilde duguk
agirhga sahip oldugu (p<0.05), ayrica Hipotiroidi Grubunun da, Kontrol
Grubu ve Hipotiroidi+Diyabet Grubuna gore anlamli sekilde fazla agirliga

sahip oldugu goruldu (p< 0.05).
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Kan glukoz duzeyi karsilastirildiginda Diyabet Grubu ve
Hipotiroidi+Diyabet Grubunun kan sekeri dizeyinin Kontrol Grubuna goére

anlamh sekilde ytksek oldugu goéruldiu (p<0.05).

HbA1c duzeyi karsilastinldiginda; Diyabet Grubu ve
Hipotiroidi+Diyabet Grubunun HbA1c dizeyinin, Kontrol Grubuna gore
anlamh sekilde yuksek oldugu goéruldu (p<0.05). Ratlarin g¢alisma bitis
anindaki agirlik, kan glukoz ve HbA1c deg@erleri Tablo 7'de verilmistir.

Tablo 7. Ratlarin GCalisma Bitis Anindaki Ortalama Agirlik, Kan Glukoz ve HbA1c

Degerleri'®

GRUPLAR n Agirlik (g) |Glukoz (mg/dl) HbA1c (%)
1. K 9 235.0+35.3 109.5+4.6 4.82 +0.30
2.D 10 | 159.0432.2°° | 424.0+22.8° 12.1+0.60%°
3.D +Ii 7 232.1448.5° | 108.0+18.2°° | 4.24+0.07°*
4. T 5 | 285.0+34.7°*° | 115.8+20.1" 4.64+0.20*°
5. T+D 4 235.0422.7° 487.4435.7° 6.01+0.80%°
6. T+D+i 2 239.5+32.9° 109.2+9.6"° 5.38+0.80%°
7.T+D+i+T4y | 4 225.0+5.7° 92.7+4.0 4.76+0.15*°
8.T+D+i+T4-d | 4 232.3+2.6° 92.7+3.1%° 4.92+0.13
a: Kontrole gore (p<0.05)
b: Diabete gore (p<0.05)
c: Tiroidektomi + Diabete gore (p<0.05)

Serum ST;, ST4, T3z ve T4 dizeyleri 5 haftalik diyabetik
periyod sonrasinda Diyabet Grubunda anlamli olarak azalirken (p<0.05),
Diyabet+insiilin Grubunda ST3 dlzeyi, insilin tedavisinin etkisiyle
normalize olarak kontrol grubuyla benzer dizeye gelmigtir.
Hipotiroidi+Diyabet Grubu’'nda, ST4 ve T, dizeyleri, diyabet olustuktan
sonra belirgin olarak azalmig, Hipotiroidi Grubu’yla karsilastirildiginda

anlamli olarak duguk bulunmustur(p<0.05).

Tiroid hormonlariyla tedavi grubunu olusturan 7. grup
Hipotiroidi + Diyabet + insllin + T4 (5ug/kg) Grubu ve
Hipotiroidi+Diyabet+insilin+T4 (2.5ug/kg) Grubunda ise serum tiroid
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hormon duzeylerinin anlamh olarak arttigi goruldid (p<0.05). Ratlarin

¢alisma bitis anindaki tiroid hormon degerleri Tablo 8'de verilmigtir.

Tablo 8. Ratlarin Calisma Bitis Anindaki Ortalama Serum Tiroid Hormon

Degerleri'®
GRUPLAR FTa
FT; (pg/ml)| (pmol/L) | T; (ng/ml) | T4 (nmol/L)

Referans Araliklari 2.1-3.8 9.7-19.9 0.8-1.6 |51.6-141.9
1. K n=9 | 3.9+0.6™° | 19.8+2.2°° | 0.6+ 0.0 | 40.1+3.3"
2.D n=10 | 1.4+0.42 7.5+3.2° 0.3+0.1% | 19.5+7.2%¢
3.D +i n=7 | 4.3+0.8°° |28.7+4.2%°°| 0.4+0.1%° | 35.4+4.1%°
4. T n=5 | 15+0.1% | 9.1£2.12 | 0.3+0.17 | 15.5+4.2%
5. T+D n=4 | 14+0.3% | 42+23® | 0.3+0.1% | 6.5£0.0%
6. T+D +i n=2 | 2.6+£0.1%° | 7.5+2.12 0.3+0.1% | 20.1+ 0.2*°
7.T+D+i+T4-y | n=4 | 51+ 83%° | 26.5+3.0°° | 0.5+0.0°°° | 46.3+6.8"
8. T+D+i+T4-d | n=4 | 7.142.0%° | 21.149.5*° | 0.6+0.1°° [41.8+15.8"
a: Kontrole goére (p<0.05)
b: Diabete goére (p<0.05)
c: Tiroidektomi + Diabete gdre (p<0.05)

Gruplarin ortalama 8-OHdG/10°dG degerleri elde edilerek
gruplara Diyabet  Grubu
8-OHdG/10°dG degeri 33.38+18.60 olarak bulundu. Bu deger kontrol
(11.65+9.31)

olarak anlamli olarak ylksek bulundu (p<0.05). Diyabetik ratlar, insulinle

gore karsilastirma  yapildi. ortalama

grubunun ortalamasiyla kargilastirildiginda, istatistiksel

tedavi edilerek Diyabet+insilin  Grubu olusturuldugunda, ortalama
8-OHdG/10°dG degerinin belirgin olarak diistigi gorildi (6.86+5.18), bu
(p<0.01).
ortalamasi ile Diyabet+insiilin Grubu ortalamasi arasinda ise anlamh fark

bulunmadi (p>0.05).

azalma istatistiksel olarak anlamh bulundu Kontrol grubu

Grubu'nun ortalama 8-OHdG/10°dG  degeri
65.06£19.66 olup, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli belirgin
(p<0.01). Grubu Grubu
Hipotiroidi Grubu ortalama 8-OHdG/10°dG

degerinin, Diyabet Grubu ortalamasindan belirgin olarak ylksek oldugu

Hipotiroidi

yuksek bulundu Hipotiroidi ile Diyabet

karsilastinidiginda ise;

goruldu ve fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Hipotiroidi
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Grubu, (glincii grup Diyabet+insiilin  Grubu karsilagtirldigi  zaman,
8-OHdG/10°dG degerinin cok daha yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (p<0.01).

Tiroidektomi  yapilmis  diyabetik ratlarin  olusturdugu
Hipotiroidi+Diyabet ~ Grubu'nun  ortalama  8-OHdG/10°dG  degeri,
57.65+25.48 olup, Kontrol Grubu’na gdre belirgin yuksekti ve bu yukseklik,
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.01). Bu grup, Diyabet Grubu ve
Hipotiroidi Grubu’yla kargilastirildigi zaman, her iki grup ile de belirgin bir
fark bulunmadi (p>0.05). Diyabet+insilin Grubu ile kiyaslama yapildig
zaman, beklendigi gibi Hipotiroidi+Diyabet Grubu anlamli olarak yulksek

ortalamaya sahipti (p<0.01).

Hipotiroidi+Diyabet Grubu'na tedavinin etkileri arastiriimak
amaciyla olusturulan gruplar, kontrol grubuyla kiyaslandi. Altinci grubu
olusturan Hipotiroidi+Diyabet+insilin Grubu'nun ortalama 8-OHdG/10°dG
degeri 57.81+5.34 olarak bulundu ve kontrol grubundan belirgin olarak
yuksekti (p<0.05). Bu deger, Diyabet Grubu degerinden anlamli olarak
yuksek bulunurken (p<0.05), Hipotiroidi Grubu'yla karsilastiriimasinda
istatistiksel anlam farki bulunamadi (p>0.05). Diyabet+insiilin Grubu’'ndan
ise, anlamli olarak yukseklik tespit edildi (p<0.05). Hipotiroidi+Diyabet

grubuyla yapilan karsilastirmada ise, anlamh fark bulunmadi (p>0.05).

Hipotiroidi+Diyabet+insiilin  Grubu’'na vyiiksek doz tiroid
hormonu eklenerek olusturulan Hipotiroidi+Diyabet+insiilin+T4 (5ug/kg)
Grubu'nun ortalama 8-OHdG/10°dG degeri, 44.26+17.46 olarak bulundu
ve kontrol grubundan belirgin olarak yuksekti (p<0.01). Bu grubun gerek
Diyabet Grubu, gerekse Hipotiroidi Grubu’yla karsilastiriimasinda
istatistiksel anlamli fark bulunamadi, her iki grup i¢in p>0.05di. Yine
Hipotiroidi+Diyabet ve Hipotiroidi+Diyabet+insllin gruplariyla yapilan
karsilastirmalarda da anlamli fark tespit edilmedi (p>0.05). Diyabet+insiilin

Grubu’yla yapilan kargilastirilmada ise, anlaml yukseklik goruldu (p<0.01).
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Diger tedavi grubunu olusturan Hipotiroidi
+Diyabet+insiilin+T4 (2.5ug/kg) Grubu’nun ortalama 8-OHdG/10°dG
degeri, 8.83+4.20 olarak elde edildi ve kontrol grubuyla anlamli fark yoktu
(p>0.05). Bu grubun hem Diyabet Grubu, hem de Hipotiroidi Grubu'’yla
kargilagtirimasinda ise, fark istatistiksel olarak anlamliydi ve her iki grup
icin  p<0.05 olarak bulundu. Yine Hipotiroidi+Diyabet ve
Hipotiroidi+Diyabet+insilin gruplariyla yapilan karsilagstirmalarda da
anlamli fark mevcuttu ve her iki grup icin p<0.05’di. Diyabet+insiilin
Grubu’yla yapilan karsilastirmada ise anlamh fark goérilmedi (p>0.05).
Yedinci grubu olusturan  Hipotiroidi+Diyabet+insiilin+T4  (5ug/kg)
Grubu’nun ortalamasiyla yapilan karsilastirmada, farkin istatistiksel olarak
anlamh oldugu tespit edildi (p<0.05). Tablo 9'da 8-OHdG/10°dG’in
gruplara gore ortalama ve medyan degerleri verilmigtir. Tum gruplarin
ortalama 8-OHdG/10°dG degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi, Tablo
10’da, ayni kargilastirmanin grafigi de Sekil 37°de gosterilmistir.

Tablo 9. Gruplara Gére Ortalama ve Medyan 8-OHdG/10°dG Degerleri

GRUPLAR n Medyan | Ortalamat Standart Sapma

1.K 9 10.21 11.65% 9.31
2.D 10 38.16 33.38+18.60
3.D+I 7 4.41 6.86+5.18

4. T 5 56.87 65.06+19.66
5. T+D 4 64.15 57.65+25.48
6. T+D +I 2 57.81 57.81+5.34
7.T+D+1+T4y 4 45.16 44.26+17.46
8. T+D+i+T4-d 4 7.53 8.83+4.20
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Tablo 10. Tiim gruplarin ortalama 8-OHdG/10°dG degerlerinin istatistiksel

karsilastirmasi

GRUPLAR |1 2 3 4 5 6 7 8

1.K XXX | p<0.05 | p>0.05 | p<0.01 | p<0.01 | p<0.05 | p<0.01 | p>0.05
2.D p<0.05 | XXX | p<0.01 | p<0.05 | p>0.05 | p<0.05 | p>0.05 | p<0.05
3. D+ p>0.05 | p<0.01 | XXX | p<0.01 | p<0.01 | p<0.05 | p<0.01 | p>0.05
4T p<0.01 | p<0.05 | p<0.01 | XXX | p>0.05 | p>0.05 | p>0.05 | p<0.05
5. T+D p<0.01 | p>0.05 | p<0.01 | p>0.05 | XXX | p>0.05 | p>0.05 | p<0.05

6. T+D +i p<0.05 | p<0.05 | p<0.05 | p>0.05 | p>0.05 | XXX | p>0.05 | p<0.05

7.T+D+i+T4y | p<0.01 | p>0.05 | p<0.01 | p>0.05 | p>0.05 | p>0.05 | XXX | p<0.05

8.T+D+i+T4d | p>0.05 | p<0.05 | p>0.05 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.05 | XXX

70+

60

50

401

30

@ 8-OHdG/105dG

20

10+

0+
GRUPLAR 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 31.Gruplara Gore Ortalama 8-OHdG/105dG Degerlerinin Karsilagtirimasi
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Hazirlanan stok standart 8-OHdG ve dG ¢ozeltilerinden elde
edilen  degdisik  konsantrasyonlardaki  ¢ozeltilerin, en  ylksek
konsantrasyondan en dusuk konsantrasyona dogru, sisteme
uygulanmalariyla olusturulan 8-OHdG ve dG Standart Kalibrasyon Egrileri
Sekil 32 ve 33'de gosterilmistir.

Sekil 34 ve Sekil 35°de oksidatif hasar gelismis gruplardan
birine ait 8-OHdG ve dG kromatogram 6rnekleri gosterilmistir. Sekil 36 ve
Sekil 37’de de ayni Ornege ait, 8-OHdG ve dG sonug¢ ¢ikti ornekleri

verilmigtir.
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Calibration Curve
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Calibration Curve
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Sekil 33. dG Standart Kalibrasyon Egrisi
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5. TARTISMA

Reaktif oksijen turleri (ROS), normal metabolizma UrGnleridir.
Fizyolojik reaktan olarak hareket edebilirler, drnegin sinyal molekull gorevi
ustlenebilirler. Ancak fazla uretimi, hasara yol agar. ROS Uretimi redoks
dongudeki gesitli bilesiklerle, 151k ya da gunes gibi gesitli fiziksel ajanlarla,
islemlerle; bazen tek basina, bazen de reoksijenasyonla birlikte, hipoksi
gibi belli patolojik durumlarda artabilir. ROS gibi, reaktif nitrojen turleri
(RNS) de fizyolojik reaktanlardir; hucrenin sinyal iletiminde, enzim
regulasyonunda ve bakteri dldirme gibi olaylarda yer alir. Asiri Uretimi,
potansiyel olarak tehlikelidir. RNS’nin ayrismasiyla, farkli 6zellik ve

reaktivitedeki nitrik oksit redoks tirleri elde edilir.'®®

ROS ve RNS, DNA’da oksidatif hasara neden olur ve
sonugta DNA'da baz modifikasyonlarina (oksidasyon ve deaminasyon),
baz kaybina, tekli veya ciftli iplik¢igin kirllmasina ve c¢apraz baglanmada
degisime yol acarlar. DNA’da olusan oksidatif hasar, kanser, yaslanma,
inflamasyon, nodrodejeneratif hastaliklar, apopitoz gibi durumlarin

gelisimine yol agabilir ya da olusumlarina katki saglar.'®®

Hem nukleer DNA'da, hem de mitokondrial DNA'da oksidatif
hasar gelisebilir. Bu olay, hastaliklarin ve dogal yaglanmanin etiyolojisinde
rol alir. Mitokondrial DNA'da olugsan mutasyonlar miyopati,
ensefalomiyopati, kalp hastaliklari, tip 2 diabetes mellitus, Parkinson
hastaligi, Huntington hastaligi, Alzheimer hastaligi ve yaslanmayla iligkili
bulunmustur.’®® Mitokondrial oksidatif fosforilasyon sirasinda, belirgin
miktarda ROS olusur. Mitokondrial DNA, ROS ic¢in kritik bir hiicre hedefidir.
Pek cok calisma, mitokondrial DNA’da nikleer DNA’ya goére, daha fazla
oranda oksidatif hasar olustugunu gdstermistir.®* Karakteristik olarak
intron bulunmamasi, histonlara baglanamamasi, etkin DNA duzeltme ve
onarim sisteminin bulunmamasi, mitokondrial DNA’y1 oksidatif hasara

karsi, nukleer DNA'ya gore daha duyarli hale getirir. Elektron transportu
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sirasinda, mitokondride intraseliler ROS’un % 85’i olusur. ROS tarafindan
olusturulan DNA hasarinin pek c¢ok tipi arasinda, en sik olani
8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) olusumudur. Bu nedenle, mitokondrial
DNA’daki 8-OHdG’in miktari, hicresel oksidatif hasarin bir gdstergesi

olabilmektedir.'®®

DNA veya 2-deoksiguanozin, hidroksil serbest radikallerle,
8-OH-dG olusturmak Uzere reaksiyona girerler. 1986'da Floyd ve
arkadaslari, 8-OH-dG'nin yuksek basingh sivi kromatografi (high pressure
liquid chromatography - HPLC) ile etkin bir sekilde deoksiguanozinden
ayrildigini ve elektrokimyasal tarama (electrochemical detection-ECD)
kullanarak da ¢ok duyarli bir sekilde tespit edildigini gosterdiler.”® Sonraki
yillarda HPLC-ECD, pek c¢ok calismada, DNA’daki oksidatif hasari
belirlemede hizli ve duyarli bir ydontem olarak kullanildi ve dokuda 8-OHdG
tespitinde, onerilen bir yontem olarak édnemini gunimuize kadar devam

ettirdi. 186188

Bizim yaptigimiz bu c¢alismada da, diyabetik ratlarin kalp
dokusundaki DNA hasarini ve tiroid hormonlarinin bu hasardaki olasi
rolini belilemek amaciyla, tim gruplarin kalp dokusundaki 8-OHdG
duzeylerini tespit etmek icin, HPLC-ECD yontemi kullanildi. Hsieh ve
arkadagslar1 ise; rat kalp dokusu DNA’larinda, enzimatik pargalanma
artnlerini, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ydntemiyle
calismislar ve diyabetik ratlarda mitokondrial DNA’da 8-OHdG dtizeyinin

yiiksek oldugunu bulmuslardir.?

Daha onceki calismalarda diyabetik ratlarda karaciger ve
bdbrek dokusunda, HPLC-ECD ydntemiyle, kontrol grubuna gére, 8-OHdG

diizeyinin yuksek oldugu gosterilmistir, "%

Yine, diyabetik hastalarin iskelet kasi dokusunda, 8-OHdG

duzeyi kontrol grubuna gore yuksek bulunmus ve diyabetin suresi ile ilintili
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olarak komplikasyonlarin gelisimiyle, bu oranin arttigi bildirilmistir."®’
Gerek tip 1 diyabetik, gerekse tip 2 diyabetik hastalarda, HPLC
yontemiyle, idrarda 8-OHdAG duzeyleri kontrol grubuna goére yuksek
bulunmus,'®? diyabetik ratlarda insilin tedavisiyle idrar 8-OHdG

diizeylerinin diizeldigi gosterilmistir.'®

Calismamizda streptozotosin enjekte edilerek Diyabet
olusturulan ratlarin kalp dokusunda, ortalama 8-OHdG degeri, Kontrol
Grubu’nun ortalamasina gore anlamli olarak yiiksek bulundu. insiilinle
tedavi edilmis diyabetli ratlarda ise, ortalama 8-OHdG degerinin, diyabetik
gruba gore belirgin olarak dusik ve saglikli kontrollerin seviyesinde oldugu
goérlldi. Bu sonuclar, diyabetin DNA’da oksidatif hasara neden

olabilecegini gostermesi bakimindan énemlidir.

Tiroid fonksiyonunun oksidatif stres Uzerine etkisi pek ¢ok
calismada incelenmigtir. Gerek hipotiroidizm, gerekse hipertiroidizm,
oksidatif stresi artirabilmekte ve hucre hasarina yol acgabilmektedir. Bu,

194,195

hem hayvan c¢alismalariyla, hem de insan c¢alismalariyla

ispatlanmistir.?®'% Hatta tiroid disfonksiyonu tedavi edildikten sonra,
oksidatif stresin diizeldigi de 6nceki calismalarda gdsterilmistir.’0> 197198
Bununla birlikte hipotiroidizmin oksidatif strese, hatta nitrosatif strese karsi
koruyucu etkisi olduguna dair calismalar da vardir.'® Lopez-Tores ve
arkadaglarinin yaptigi bir c¢aligmada, hipotiroidi bulunan ratlarin kalp
dokusunda, 8-OHdG duzeyinin, o6tiroid kontrol grubuna goére dusuk
bulundugu bildirilmig, ayni galismada hipertiroidili grup ile 6tiroid grup 8-
OHAG oranlar arasinda fark bulunamamigtir. Yine hipotiroidili grup 8-
OHdG duzeyi, hipertiroidili grup duzeyinden anlamli olarak dusuk
bulunmustur.?’ Oysa Andican ve arkadaslari, deneysel hipertiroidi
geligtirilen ratlarda, karaciger dokusunda 8-OHdG duzeyinin artmis
oldugunu géstermislerdir.’ Venditti ve arkadaslari da hipertiroidide, rat

kalp dokusunda oksidatif hasar olustugunu bildirmislerdir.?%
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Calismamizda, Tiroidektomi yapilmis ratlarin ortalama
8-OHdG/10°dG diizeyi, Kontrol Grubu’na gére belirgin olarak yiiksekti. Bu
sonug, hipotiroidide mitokondriyal DNA’da, oksidatif hasarlanmanin
arttigini ileri suren goruslerle paraleldir. Rat testis dokusunda yapilan bir
calismada, Hipotiroidili Grup’ta, o6tiroid Kontrol Grubu’na gore okside
glutatyonda degisim olmadan, total ve redukte glutatyonda azalma,
glutatyon peroksidaz aktivitesini degistirmeden, glutatyon rediktaz ve
glutatyon S-transferazda inhibibisyon, artmis katalaz, azalmis superoksit
dismutaz aktivitesi tespit edilmistir. Bu enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan savunma bozuklugu ROS supuruculerinin (scavering) kotu
olmasi sonucu olugsan oksidatif stresin, hem sebebi, hem sonucudur ve
neticede testis hiicrelerinde hasara yol agmaktadir.?®’ Yine baska bir
calismada hipotiroidi gelistiriimis ratlarda, testis dokusunda belirgin
histolojik degisiklikler tespit edilmis; superoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon reduiktaz gibi oksidatif stresle iligkili
enzimlerin  aktivitelerinin, hipotiroidinin  suresiyle ilintili  olabilecegi
gosterilmistir.2%2 Hipotiroidi gelistirilmis rat ve fare kalp dokusunda yapilan
calismalarda da antioksidan enzim aktivitelerine ait degisik sonuglar elde
edilmesine ragmen, kalp doku hasarlanmasinda hipotiroidinin roli 6nemle
vurgulanmistir .>°22% Daha énce de s6z edilen, ratlarin kalp dokusunda 8-
OHdG duzeyinin dustik bulundugu c¢alismadaki sonuglar, 4-5 hafta
propiltiourasil verilerek olusturulan hipotiroidili ratlarda elde ediImistir.21
Yani, nispeten kisa sayilabilecek bir suregte hipotiroidizme maruziyet
vardir. 8 hafta propiltiourasil verilerek daha uzun sure hipotiroidiye maruz
birakilan ratlarla yapilan Moulakakis ve arkadaslarinin yaptigi bir baska
calismada, aort dokusunda 8-OHdG duzeyi Kontrol Grubu’'na gore yuksek
bulunmustur.’® Pek cok degisken oksidatif stresi etkileyebilecegi igin,
basl basina yontem farki bile farkli sonucun bulunmasinda etken olmus

olabilir.
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Goruldugu Uzere hem diyabette, hem de hipotiroidide
oksidatif strese bagli doku hasari olusmaktadir. Calismamizda hipotiroidi
grubu ile diyabet grubu karsilastirildiginda ise, Hipotiroidili Grup ortalama
8-OHdG/10°dG degerinin, Diyabet Grubu ortalamasindan belirgin olarak
yuksek oldugu goéraldu. Tiroid hormonlarinin metabolik enzimler Gzerine
etkisi daha onceki calismalarda gosterilmistir.?®® Hipotiroidik ratlarda,
glikolizin anahtar enzimlerinden fosfofruktokinaz aktivitesinin azaldigi
bildiriimistir.>®® Deneysel diyabet gelistirilen ratlarda, fosfofruktokinaz ve
purivat kinaz aktivitesinin azaldigini, tiroid hormon tedavisiyle duzeldigini
ve sonug¢ olarak da; tiroid hormon yetmezliginin, deneysel diyabette
gorulen enzim aktivitelerinde anahtar rol oynayabilecegini 6ne suren
calismalar literatiirde mevcuttur.?®” Tiroid hormonlari mitokondrial gen
ekspresyonunu ve iskelet kas fonksiyonlarini regile ettigi igin, tiroid
hormon aracili transkripsiyonda azalma, diyabetle iligkili oksidatif
metabolizmadaki bozukluklara katki saglayabilir.?®® Belki de bu nedenle
calismamizda hipotiroidi grubunda goérlilen oksidatif hasar, diyabet
grubundan daha fazla olusmustur. Bilindigi kadariyla, bugline kadar kalp
dokusunda 8-OHdG duzeyinin odlgulerek diyabet ve hipotiroidinin oksidatif
hasar yapici etkisinin karsilastirildigi bir ¢alisma yoktur. Calismamizin,
hipotiroidinin  kalp dokusu Uzerine yaptigi hasarin gosterilmesi

bakimindan, 6nemli olabilecegini digunuyoruz.

Diyabet ve tiroid disfonksiyonu iliskisi de daha onceki
calismalarda cesitli yonlerden incelenmistir. Altan ve arkadaslarinin
yaptiklari bir galismada, tiroidektomi yapiimig diyabetik ratlarda, atriumda
diyabete bagli gelisen bozukluklarin, tek basina insulin tedavisiyle
dizelmedigi, tiroid hormonunun varliginda ise duzeldigi gosterilmis,
insulinin bu duzeltici etkisinde tiroid hormonlarina gereksinim duyuldugu
ve bu etkiye tiroid hormonlarinin aracilik edebilecegi bildirilmistir.® Altan ve
arkadaglari, yaptiklari bir baska c¢alisma ile de bu goérisu

desteklemislerdir.'
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Calismamizda Hipotiroidi grubu, Diyabet+insiilin grubuyla
karsilastirildi§i zaman 8-OHdG/10°dG degerinin ¢ok yiiksek oldugu
belirlendi. Bu 6nceki degerlendirmelerimiz dogrultusunda beklenebilir bir
durumdu. Hipotiroidi grubu ile Hipotiridi+Diyabet grubu karsilastirildigi
zaman, her iki grup arasinda fark bulunmamasi da yine beklenebilir bir
sonugtu. Ancak Hipotiroidi+Diyabet grubuna insulin verilerek tedavi edildigi
zaman, oksidatif hasarin diuzelmedigi goéruldu. Hipotiroidi bulunmayan
Diyabetik Grupta, instlin ile belirgin bir sekilde tedavi saglanmistir. Oysa
daha onceki bir calismada diyabetik hipertansif ratlarda diyabete bagh
kardiyak bozukluklarin gelisiminin, hem insulin, hem de orta derecede
tiroid hormonu ile diizelebildigi gdsterilmisti.?*® Haddad ve arkadaslari ise
yaptiklari ¢alismada, hipotiroidi, diyabet ve hem hipotiroidi hem diyabet
bulunan hipotiroidik diyabetli ratlarda, kardiyak miyosin hafif zincir
ekspresyonuna, tiroid hormonu ve insulinin ayri ayri ve birlikte etkisini
incelemisglerdir. Hipotiroidik diyabetik rat modelinde dusik doz tiroid
hormonu, insllinsiz tek basina bozulmus ekspresyonu bir miktar
duzeltirken, tiroid hormonu yokken, insulinin tek basina etkili olmadigini;
ayrica tiroid hormonunun, insulin ile birlikte verildiginde, tek basina
verildigine gore daha etkili oldugunu bildirmiglerdir. Calismanin sonunda,
insulinin kardiyak miyozin hafif zincir regllasyonuna etkisinde, &zellikle
tiroid hormonunun 6zel rolii oldugunu ileri siirmiislerdir.?™ Bu calisma
tiroid hormonun, insulinin bazi etkilerine aracilik ettigi goérusund

destekleyen bir galismadir.

Bu sonuglar 1siginda bizim calismamizda da Hipotiroidi +
Diyabet Grubu'nda insulinle tedaviye ragmen oksidatif hasarin
onlenememesi, buyuk bir olasilikla bu durumun, tiroid hormonu eksikligine
badli olabilecegini dusundirmektedir. Bunu gdsterebilmek amaciyla
tedaviye iki farkli dozda tiroid hormonu ekledik. Daha 6nceki ¢calismalarda
hipotiroidik diyabetli ratlarda yuksek doz tiroid hormonu kullanildiginda,

tiroid hormonunun insulinle potansiyel interaktif etkilesiminin maskelendigi,
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3ug/kg T3 gibi dusuk bir doz uygulandiginda ise, daha fizyolojik bir durum
saglandigl icin, dustk doz tiroid hormonunun daha etkin oldugu
bildirilmistir."°

Calismamizda T4 dozunun 5ug/kg ve 2.5ug/kg olarak
verilmesinin kalp dokusunda 8-OHdG duzeyine farkli etkileri oldugunu
gordiik. Goreceli olarak yiiksek dozda T4 kullanilan grupta 8-OHdG/10°dG
degeri kontrol grubuna gore belirgin yuksekti. Bununla beraber, gerek
Diyabet grubu, gerekse Hipotiroidi grubuyla karsilastiriidiginda
istatistiksel anlamli  fark bulunamadi. Yine, Hipotiroidi+Diyabet ve
Hipotiroidi+Diyabet+insiilin gruplariyla yapilan karsilastirmalarda da
anlamh fark tespit edilmedi. Oysa T4 dozunun 2.5ug/kg verildigi grupta,
Kontrol Grubu sonuglariyla paralel degerler elde edildi; Kontrol Grubu'yla
karsilastirmada anlaml fark elde edilmedi. Bu grubun Diyabet, Hipotiroidi,
Hipotiroidi+Diyabet, Hipotiroidi+Diyabet+insiilin ~ Gruplar’'yla yapilan
karsilastirmalarinda, kalp dokusunda 8-OHdG dlizeyi tUm gruplara goére
dusuk bulundu. Yuksek Doz T4 kullanilan Grup’la, Dusuk Doz T4
kullanilan Grup birbirleriyle karsilastirildiginda ise, Yiksek Doz Grubu’nun
daha yuksek 8-OHdG duzeyine sahip oldugu goéruldi. Saghkh ratlarda
ginlik T4 salgilanma hizi 1.23 pg/kg olarak bildirilmistir.2"" Diyabetik
ratlarda ise tiroid hormonlarinin hem salgilanma hizi, hem de metabolik
klirensi azalir ve sonugta diyabetik ratlarda, plazma tiroid hormon
seviyeleri saglikli ratlara gére diisiik bulunur.?'? Giinlik T4 salgilanma hizi
insanda 1.5 ug/kg olarak bildirilmistir.2"® Primer hipotiroidi de ideal
replasman igin etkili glnlik T4 dozunun ortalama 1.2-1.8 ug/kg oldugu
bildirilmistir. Supresyon tedavisi gerektiginde gunluk 1.5-2.5 pg/kg

dozunda T4 verilmesi yeterli olmaktadir.?™

Calismamizda T4 tedavisini
diyabetik ratlara verdigimizi dustnursek; 2.5ug/kg dozunun daha uygun,
5ug/kg dozunun ise goreceli olarak ylksek oldugunu soyleyebiliriz.
Nitekim, Yuksek Doz T4 verilerek Hipertiroidi geligtirilen ratlarda, dokuda

8-OHdG duzeyi yuksek bulunmus ve hipertiroidinin oksidatif hasari
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artirdi§i  gosterilmistir.’® Hatta yakinlarda yapilan galismalarda, 6tiroid
noduller guatr bulunan hastalar, T4 tedavisiyle subklinik hipertiroidili hale
geldiklerinde, oksidatif stresin arttigi gdsterilmistir.2’>2'® insanlarda yapilan
calismalar, sublinik hipertiroidinin yani sira, subklinik hipotiroidinin de ¢ok
onemli oldugunu, subklinik hipotiroidi varliginda metabolik ve dokuya ait
bozukluklar olabildigini ve 6zellikle T4 hormon replasman tedavisi ile bu
bozulmalar giderildigi icin, tedavi dozu planlanirken bu durumun da g6z

online alinmasi gerekliligini gdstermistir.?'"2'®

Calismamizda T4 dozu,
TSH duzeyi ve 8-OHdG arasinda korelasyon yapilmadi. Ancak sonraki
calismalarda boyle bir korelasyon yapilirsa, oksidatif stres agisindan
optimal dozda tiroid hormonu kullanmanin 6nemi de vurgulanmig

olabilecektir.

Glisemik kontrol i¢in primer sorumlu hormon insulin oldugu
yonundeki genel kavrama karsin, glukoz ve lipid arayollarina yon vermede
tiroid hormonunun insdlinle sinerjist etkili olabilecedi yonunde ¢ok miktarda
molekuler biyolojik delil vardir.’? Bu sinerjizmin bozulmasi insulin
resistansi, hiperglisemi, hiperinsulinemi, hipertrigliseridemi ve diabetes
mellitusun patogenezine, bozulmus metabolik homeostazin derecesine
baglh olarak katki saglayabilir.?'® Altan ve arkadaslari, diabetik ratlarda
hipotiroidizm  varhiginda, tiroid hormonu olmaksizin  metabolik
arayollarindaki dengenin yeterli olarak saglanamadigini, bu tip durumlarda
da tiroid hormonunun insulinin etkilerine aracilik edebilecegini ileri
surdiler.”® Haddad ve arkadaslari da hipotiroidik diyabetli ratlarda
yaptiklari bir baska ¢alismada, insulinin, etkisini gosterebilmesi igin, tiroid
hormonuna gerekinim duydugunu, ancak insulin eksikliginin, tiroid
hormonunun tiroid hormon reseptorleri araciigiyla yaptigr etkileri

etkilemedigini bildirmislerdir.?™

Calismamiz, hipotiroidik diyabetli ratlarin
kalp dokusunda, insulin tedavisine ragmen oksidatif hasarin gelismesi ve
sadece insulinle tedavi edilen grupta 8-OHdG duzeyinin kontrol grubuna

gore yuksek bulunmasi nedeniyle, hipotiroidi varliginda tek basina insulin
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tedavisinin  etkili olmadigini  dusundurmektedir. Oysa, hipotiroidi
bulunmayan grupta, tek basina insulin tedavisiyle oksidatif hasar
gelismemis ve 8-OHdG duzeyi sadlikli kontrol grubundan farkli olmamistir.
Bunun yani sira, hipotiroidi bulunan diyabetik ratlarda tedaviye, insulinin
yani sira, 2.5ug/kg dozunda T4 eklendigi zaman, 8-OHdG duzeyinin
saglikli kontrol grubu ratlarla ayni diuzeye indigi belirlenmigtir. Tum bu
bulgular; diyabette hipotiroidi varliginda, tiroid hormonu olmaksizin,
insulinin DNA hasari Uzerindeki duzeltici etkisini gosteremeyebilecegini ve
insulinin bazi etkilerine buyuk bir olasilikla tiroid hormonlarinin aracilik

edebilecegini duslindurmektedir.
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6. SONUC

Sonug¢ olarak c¢alismamizda Diyabet Grubu’nun ortalama
8-OHdG duzeyi, Kontrol Grubu’nun ortalamasina goére anlamli olarak
yiksek bulundu. insiilinle tedavi edilmis diyabetik ratlarda ise, Diyabet
Grubu'na gore belirgin olarak dusuk ve saglikli kontrollerin dizeyinde
oldugu goruldi. Bu sonuglar, diyabetin DNA'da oksidatif hasara neden

olabilecegini gostermesi bakimindan énemlidir.

Hipotiroidili ratlarin ortalama 8-OHdG duzeyinin, Kontrol
Grubu'na godre Dbelirgin olarak yuksek bulunmasi, hipotiroidide
mitokondriyal DNA’da, oksidatif hasarlanmanin arttigini ileri sdren
géruglerle  paraleldir. Hipotiroidi Grubu ile Diyabet Grubu
kargilagtirimasinda, Hipotiroidili Grup degerlerinin, Diyabet Grubu
ortalamasina goére belirgin olarak ylksek olmasi, tiroid hormon aracili
transkripsiyonda azalmayla ilintili olabilir ve bu durum, diyabetle iligkili
oksidatif metabolizmadaki bozukluklarin mekanizmasina katki saglayabilir.
Hipotiroidi+Diyabet Grubu’na insllin verilerek tedavi edildigi zaman,
oksidatif hasarda duzelme olmazken, hipotiroidi bulunmayan Diyabet
Grubu’'nda, insulin ile belirgin bir sekilde tedavi saglanmasi, hipotiroidi
varliginda insulinin etkisini gosterebilmesi igin tiroid hormonuna gereksinim
duyabilecegi gorusunu desteklemektedir. Ancak uygulanan tiroid hormonu
dozunun da iyi belirlenmesi gerektigini ve de fizyolojik dozda

uygulanmasinin énemli olabilecegini dugunuyoruz.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar isiginda; diyabette
hipotiroidi varliginda, tiroid hormonu eksikliginin oksidatif hasar gelisiminde
de etkili olabilecegini ve tiroid hormonu olmaksizin, insulinin DNA hasari
uzerindeki duzeltici etkisini gosteremeyebilecegini; insulinin bazi etkilerine
buylk bir olasilikla tiroid hormonlarinin aracilik edebilecegini ve bu
konunun aydinlanmasina yonelik ileri ¢alismalarin yapilmasinin gerekli

oldugunu dugsunmekteyiz.
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7. OZET

Diabetes Mellitus’da gézlenen oksidatif stres, diyabete bagh
gelisen  vaskuler komplikasyonlarin  patogenezinde onemli  rol
oynayabilmektedir. ROS Uretimi diyabetik hastalarda, Ozellikle kotu
glisemik kontrolU olanlarda artar ve DNA’nin yapisinda hasara yol acgabilir.
8-OHdG, DNA’da purin artiklarinin ROS ile induklenen dedisiklikleridir,
oksidatif DNA hasarinin ve oksidatif stresin gosterilmesinde énemli ve

hassas bir belirleyicidir.

Tiroid hormonlari ile insulin arasinda sinerjizm oldugu
dusunulmektedir. Diyabette, tiroid hormonlarinin karbohidrat
metabolizmasindaki bazi anahtar enzim aktivitelerinde degisikliklere
neden oldugu godsterilmistir. Diyabetik rat dokularinda yapilan
calismalarda, tiroid hormonlarinin, insudlinin bazi etkilerine aracilik
edebilecegi bildirilmistir. Tiroid disfonksiyonunun oksidatif stresi artirici

etkisi olabilmektedir.

Bu calismada, diyabetik ratlarin kalp doku DNA hasarinda,
tiroid hormonlarinin olasi rolunu tespit etmeyi amacgladik. Bu nedenle,
farkli gruplarin kalp dokularinda, DNA hasarinin bir gostergesi olan
8-OHdG duzeyini belirlemek icin, HPLC-ECD yontemini kullanmayi
planladik.

Gruplar; Kontrol Grubu, Diyabet Grubu, Diyabet+insiilin
Grubu, Hipotiroidi Grubu, Hipotiroidi+Diyabet Grubu, Hipotiroidi+Diyabet+
insiilin Grubu, Hipotiroidi+Diyabet+iinsilin+ t4 (5ug/kg) Grubu, Hipotiroidi+
Diyabet+insilin+ t4 (2,5ug/kg) Grubu seklinde belirlendi.

Calismamizda rat kalp dokusunda, Diyabet Grubu ortalama
8-OHdG degeri, Kontrol Grubu’na gére anlamli olarak yuiksek, Diyabet+

insilin Grubu degeri, Diyabet Grubu'na gére disik ve Kontrol Grubu
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seviyesinde bulundu. Hipotiroidi Grubu'nda, Kontrol ve Diyabet Grubu’'na

gore belirgin sekilde yuksek olarak tespit edildi.

Hipotiroidi+Diyabet Grubu, insllin verilerek tedavi edildigi
zaman oksidatif hasarin duzelmedigi goruldu. Yiksek Doz'da T4 kullanilan
grupta 8-OHdG degeri, Kontrol Grubu’'na goére belirgin ylksekti, Dusuk
Dozda T4 verilen grupta, kontrol grubuyla karsilastirmada anlamh fark
elde edilmedi. Yiksek Doz T4 kullanilan Grup’la, Distik Doz T4 kullanilan
Grup birbirleriyle karsilastirildiginda ise, Yuksek Doz Grubu’nun, daha
yuksek 8-OHAG dlzeyine sahip oldugu goérulda.

Sonug olarak; diyabette ve hipotiroidide oksidatif strese bagl
DNA’da hasar geligebilir, diyabet varliginda tek basina insulin etkili olabilir,
ancak diyabet ve hipotiroidi birlikteyken, tek basina insulin tedavisi etkili
olamayabilir ve fizyolojik dozda tiroid hormonuna gereksinim duyulabilir.
Tum bu bulgular; diyabette hipotiroidi varliginda, tiroid hormonu
olmaksizin, insulinin  DNA hasari Uzerindeki duzeltici etkisini
gOsteremeyebilecegini ve insulinin bazi etkilerine buyuk bir olasilikla tiroid

hormonlarinin aracilik edebilecegini dusundurmektedir.
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8.SUMMARY

Oxidative stress in diabetes mellitus may play an important
role in development of diabetes related vascular complications. Production
of ROS increases in diabetic patients, especially in the bad glycemic
controlled ones and may lead damage to the structure of DNA. 8-OHdG
are the changes of purine remnants which are induced with ROS. It is the
important and sensitive marker of oxidative DNA damage and oxidative

stress.

It's thought that there has been a sinergism between thyroid
hormones and insulin. It was shown in diabetes that thyroid hormones
caused changes in some key enzyme activities at the carbohydrate
metabolism. In the studies done in rat tissues, it was reported that thyroid
hormones may mediate some effects of insuline. Thyroid dysfunction may

increase oxidative stress.

In this study, we aimed to establish the potential role of
thyroid hormones, in heart tissue DNA damage of diabetic rats. For that,
we planned to use HPLC-ECD for detecting 8-OHdG which is the indicator

of DNA damage, in the heart tissues of different groups.

Groups are determined as follows; control group, diabetes
group, diabetes + insulin group, hypothyroidism group, hypothyroidism +
diabetes group, hypothyroidism + diabetes + insulin group, hypothyroidism
+ diabetes + insulin + t4 (5ug/kg) group, hypothyroidism + diabetes +
insulin + t4 (2,5ug/kg) group.

In our study, mean 8-OHdG value was found significantly
higher in diabetes group than control group, value of the diabetes + insulin
group was found significantly lower than the value of diabetes group while

similar with control group in rat heart tissue. In hypothyroidism group, it
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was established significantly higher than the values of control and

diabetes groups.

When hypothyroidism + diabetes group was treated by
administration of insulin, it was seen that the oxidative damage wasn’t
improved. In the high dose T4 treated group, 8-OHdG was significantly
higher and there was no significantly difference between the low dose T4
treated group and control group. When compared the high dose T4 treated
group with the low dose T4 treated group, it was seen that high dose
group had higher 8-OHdG level.

In conclusion; oxidative stress related DNA damage may
develop in diabetes and hypothyroidism, single insulin may be effective in
presence only diabetes, but if there are diabetes and hypothyroidism
together, single insulin may not be effective and may need thyroid
hormone in physiological dose. All these findings make think that insulin
may not show the improvement effect on DNA damage in the presence of
hypothyroidism in diabetes mellitus and with a great possibility, thyroid

hormones may mediate some effects of insulin.
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