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OZET

Diyabetes mellitus(DM) insiilin yapiminda, saliniminda veya dokularda insiiline yanitta bozulmayla
karakterize bir hastaliktir. Kontrolsiiz diyabette akut ve kronik komplikasyonlarla
karsilasilabilmektedir. Diyabetik kardiyomiyopati patogenezinde yer alan hiperglisemi aracili
oksidatif stresin tedavisinde, antioksidan savunmanin roli yeni tedavi yaklasimlari agisindan
oldukg¢a dnemlidir. Adropin endotelyal hiicrelerde enerji homeostazisinin ve insilin duyarhliginin
sirdiirilmesinde gorev alan dizenleyici bir proteindir, kardiyovaskiler hastaliklarla iliskilidir.
Calismamizda streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan sicanlarda, sistemik adropin
uygulamasinin; kalp ve aort dokulari tGzerindeki biyokimyasal ve morfolojik etkilerini incelemeyi
amacladik. Calismada 180-250 gram agirliginda 50 adet erkek Wistar-Albino sican kullanildi.
Gruplar; Kontrol (K:n=12), Kontrol+Adropin (KA: n=12), Diyabet (D:n=13), Diyabet+Adropin
(DA:n=13) seklinde olusturuldu. Diyabet 65mg/kg/ (i.p.) STZ enjeksiyonu ile yapildi. Adropin, STZ
yapilmasindan 10 hafta sonra, giinde 2 defa 450 nmol/kg/gtin (i.p.) olacak sekilde 10 giin uygulandi.
Calismanin sonunda hayvanlar Ketamin-Ksilazin anestezisi altinda intrakardiyak kan alinmasiyla
feda edildi. Calisma sonunda kalp ve aort dokularinda total oksidan (TOS), total antioksidan (TAS),
paraoksonaz (PON), arilesteraz (ARE), vaskiler endotelyal bliyime faktori (VEGF) ve timor
nekrozis faktor-a (TNF-a) seviyeleri tespit edildi. Kalp ve aort dokularinin kollajen lif yogunlugu ve
aort tunika media (TM) kalinhgi degerlendirildi. Sonuglar SPSS-21 programiyla, two-way ANOVA ve
Posthoc Tukey ile degerlendirildi, p<0,05 degerleri anlamh kabul edildi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, Diyabet grubunda kalp ve aort TOS, TNF-a ve kollajen yogunlugu diizeyleri, TM
kalnligr anlamli olarak artti, kalp ve aort TAS, PON, ARE, VEGF dizeyleri anlaml sekilde azaldi.
Adropin uygulamasi diyabete bagli artan TNF-a ve kalp TOS diizeylerinde anlamli sekilde azalmaya
neden olurken, diyabetin neden oldugu azalmis kalp ve aort TAS, ARE, PON ve VEGF seviyeleri
adropin uygulamasiyla anlamli sekilde artti. KA grubunda K grubuyla karsilastirildiginda kalp ve aort
TOS seviyeleri anlamli sekilde artarken, PON ve ARE seviyeleri anlamli olarak azald..
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is asyndrome characterized by impaired insulin production, release or
response to insulin in tissues. Many acute and chronic complications occur in uncontrolled diabetes.
Based on the key role of hyperglycemia mediated oxidative stress in the pathogenesis of diabetic
cardiomyopathy, increased antioxidant defense will present a new therapeutic approach for the
management of diabetic cardiomyopathy. Adropin is a protein identified as a regulator of
endothelial cells, which is involved in maintaining energy homeostasis and insulin sensitivity. It is
associated with various cardiovascular diseases. In our study we aimed to investigate the
biochemical and morphological effects of adropin on the heart and aortic tissues in diabetic rat. In
our study, 50 male Wistar-Albino rats weighing between 180-250 grams were used Groups; Control
(C:n=2),Control+Adropin (CA:n=12), Diabet (D:n=13), Diabet+Adropin (DA:n=13). Diabetes was
formed by single dose 65mg/kg Streptozotocin STZ i.p. injection, 10 weeks after STZ
administeration, twice a day for 10 days, i.p. 450 nmol/kg/day adropin was applied. The day after
the last adropin dose, animals were sacrificed by intracardiac blood collection under Ketamine-
Xylazine anesthesia. At the end of the study, total oxidant (TOS), total antioxidant (TAS),
paraoxonase (PON), arylesterase (ARE), vascular endothelial growth factor (VEG)F and tumor
necrosis factor-a (TNF-a) and collagen fiber density in the heart and the aortic tissues and aortic
tunica media thickness (TM) were measured. SPSS 21 was used for statisticel analysis results were
evalueted by two-way ANOVA and posthoc TUKEY tests, p<0,05 values were considered significant.
In group D compared with group C,there is significant increase in heart and aortic TOS, TNF-q,
collagen density and aortic (TM), however heart and aortic TAS, PON, ARE, VEGF decreased
significantly. Adropin caused a significant decrease in TNF-a and cardiac TOS. Cardiac and aortic
TAS, PON, ARE and VEGF were found to be significantly increased with adropin. Compared with the
group C there is significant increase in levels of TOS and decrease in PON, ARE in group CA.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis bazi sigmeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agiklamalar
°C Santigrat derece
Da Dalton

dk Dakika

dl Desilitre

g Gram

Kg Kilogram

L Litre

M Molar

mmol Milimol

mg Miligram

ml Mililitre

nmol Nanomol
Rpm Devir/Dakika
u/L Unite/Litre
pul Mikrolitre

pmol Mikromol



Kisaltmalar

ADA
AKT

AKS
AGE
ARE
ATP
CAT
CRP
CVD

Cu

DA
DCM
DM
ERK1/2
EPC

Fe

FFA
Flk-1
GDM
GLUT-4
GPX-1
GSH
HDL
HIF-1
H202

ICAM-1

Agiklamalar

Amerikan Diyabet Dernegi

Serin / treonin kinaz

Acglik Kan Sekeri

ileri Glikasyon Son Uriinleri
Arilesteraz

Adenozin trifosfat

Katalaz

C-reaktif protein
Kardiyovaskuler hastaliga
Bakir

Diyabet

Diyabet Adropin

Diyabetik kardiyomiyopati
Diabetes mellitus
Mitojenle-etkinlesen protein kinaz
Endotelyal progenitor hiicreler
Demir

Serbest yag asidi

Fetus karaciger kinaz-1
Gestasyonel Diabetes Mellitus
Glikoz taslyici tip 4

Glutatyon peroksidaz-1
Glutatyon

Yiiksek yogunluklu lipoprotein
Hipoksi ile indiklenebilir faktor 1
hidrojen peroksit

Hiicre ici adhezyon molekilii-1

XVi



Kisaltmalar
IDF

IL-1

IL-6

IR

IRS-1

IRS-2

KA
LDL
PI3K
MAPK
MI
MVO2
a-MHC
B-MHC
NADPH
NFkB
NO
OGTT
02

OH
osl
PKB
PKC
PON
RAAS
RAGE

RNS

Xvii
Agiklamalar
Uluslararasi Diyabet Federasyonu
interldkin-1
interl6kin-6
insiilin reseptorii
insiilin reseptérii substrati 1
insiilin reseptérii substrati 2
Kontrol
Kontrol+ Adropin
Distk yogunluklu lipoprotein
Fosfatidilinositol-3-kinaz
Mitojenle aktive olan protein kinazin
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1. GIRIS

Diyabetes mellitus (DM) insilin sekresyonundaki, insilin etkisindeki veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize bir metabolik hastaliktir. DM son
yillarda en yaygin sorunlardan biri haline gelmistir ve su anda dlinyada yedinci 6nde gelen

6lim nedenidir. Diyabete bagl 5,2 milyon 6liimle, 100 000'de 82,4 6lim orani mevcuttur

[1].

Hem T1DM hem de T2DM, kardiyovaskiiler hastaliga, nefropatiye, retinopatiye ve
noropatiye yol acan birka¢ organi etkileyen makrovaskiler ve mikrovaskiler
komplikasyonlara sahiptir. Bu komplikasyonlar kalp yetmeazligi, felg, bébrek yetmeazligi,

korlik ve ayak Ulserlerine yol acan ciddi hasarlara neden olabilmektedirler [2].

DM‘un Vaskiler komplikasyonlari kronik hiperglisemik durumda ortaya gikmaktadir. Bu
vaskller anormallikler, proteinlerin enzimatik olmayan glikasyonu, hiicresel redoks
potansiyelindeki degisiklik, oksidatif stres ve enflamatuar durumun artmasi, endotel
disfonksiyonu ve hiperkoagulopatiden kaynaklanir[3]. Ayrica nitrik oksit (NO) Uretimi
azalirken, vazokonstriktorlerin (Endotelin ET-1, anjiyotensin Il ve prostanoidler) aktivitesi

ve Uretimide artmaktadir [4].

Epidemiyolojik kanitlar DM ile kalp yetmezligi arasinda gigli bir iliski oldugunu
gostermektedir. Framingham’in calismasi, diyabetik hastalarda 2,4-5 kat artmis kalp
yetmezligi insidansini belgelemistir. Kalp yetmezliginin 1 yillik mortalitesi, DM'li kisilerde %

30 dur ki bu oran DM'si olmayanlardan yaklasik 1,5 kat daha fazladir [5].

Calismalar, diyabet hastalarinin koroner arter hastaligi, hipertansiyon veya kapak hastaligi

olmaksizin da diyabetik kardiyomiyopati (DCM) gelistirebilecegini distindliirmektedir [6].

DCM‘de hiperglisemi, diyabetik kalpte mevcut olan metabolik, fonksiyonel ve yapisal
degisikliklerden sorumlu tutulmakta, DCM’nin gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan
mekanizmalari tetiklemektedir. Bu mekanizmalar hiperinsiilinemi ve insilin direnci, serbest

yag asidi (FFA) oksidasyonundaki degisiklikler, reaktif oksijen tirlerinin artmis tretimi, ileri



glikasyon son drinlerinin (AGE)' birikimi, Ca?* tutulumundaki degisiklik ve renin-

anjiyotensin-aldosteron sisteminin aktivasyonunu (RAAS) icermektedir [7].

Hiperglisemi, diyabetli hastalarda yuksek seviyelerde AGE'lerin varligindan sorumludur,
AGE'lerin gelismis glikasyon son driinleri reseptorleri (RAGE) ile etkilesimini takiben,
oksidatif stres, artmis inflamasyon, diyastolik ve sistolik disfonksiyona neden olarak
gelismis hiicre disi matris birikimini igeren vaskuler ve miyokard hasarina yol agmaktadir

[8].

Hiperglisemi, endotelyal hiicrelerini hasarlayan timor nekrozis factor-a (TNF-a) gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinimi igin glicli bir uyarandir. TNF-a, ¢esitli biyolojik etkileri
olan pro-enflamatuar bir sitokindir. Ayrica NF-kB sinyalini aktive ederek, hayatta kalma ve
proliferasyon, enflamatuar yanit ve hiicre yapismasi ve apoptotik faktorlerde yer alan
bircok sitokin transkripsiyonuna aracilik eder, TIDM ve T2DM, TNF- a ekspresyonu,
oksidatif stres ve miyokardiyal fibroz dahil olmak (izere intramiyokardiyal inflamasyon ile

deneysel olarak karakterize edilmistir [9].

VEGF, bilinen en glicll vaskiler gecirgenligi saglayan ajanlardan biridir ve endotel kaynakh
vazodilatasyonu baslatma yetenegine sahiptir. Literatlirde makrovaskiiler hastalik goriilen
dokularda, iskemi kaynaklh artmis blyime faktori salinimindan kaynaklanan vaskiiler
kollateralizasyonun, klinik semptomlari ve doku hasarini azaltmada énemli olabilecegi 6ne
siriilmektedir. Ayrica koroner arter ve periferik arter hastaliginda yararh olabilecek bu
anjiogenik yanitin, diyabetli hastalarda azaldigi gortlmektedir [10]. Diyabette vaskiiler
blyimedeki degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar; vaskiler endotel biiyiime faktori-
A (VEGFA) sinyalinde azalma, iltihap ile iliskili yollarda degisiklikler, ve reaktif oksijen

turlerinin, AGE’lerinin birikmesidir [11].

Oksidatif stres, diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde kilit bir katihmci olarak kabul edilir.
diyabette artan ROS ile birlikte, antioksidan savunma sisteminin etkinligi de azalr.
Diyabetik kalpte, artmis yag asidi metabolizmasi lipidlerin birikmesi, ve hiicre 6limiini
hizlandiran ve miyokardiyal kontraktil disfonksiyonu artiran serbest oksijen radikallerinin

Uretimine neden olur. Serbest oksijen radikalleri (SOR) enzimatik sliperoksid dismutaz



(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve enzimatik olmayan E vitamini,
karoten, C vitamini gibi antioksidanlarin olusturdugu cesitli hiicresel savunma
mekanizmalari tarafindan noétralize edilir [7]. DM’da SOR’lerinin Uretimi ve antioksidan

savunma sistemi arasinda dengesiz bir durum meydana gelir.

Sitoplazmada artan glikoz oksidasyonu, artan mitokondriyal ROS lretimine katkida bulunan
NADH gibi indirgen esdegerlerin seviyelerini arttirir. Diyabetin yol actig1 oksidatif stresin
diger mekanizmasi, glikozun, fruktoz olusturmak Uzere ayrica oksitlenen sorbitol
olusturmak lzere aldoz rediiktaz enzimi tarafindan indirgendigi poliol yolu boyunca yuksek
hiicre i¢i konsantrasyonlarda glikoz metabolizmasidir. Aldoz rediiktaz, NADPH'yi ortak bir
faktor olarak gerektirir ve bu nedenle poliyol yolu boyunca artan glikoz metabolizmasi,

NADPH'nin hiicre i¢i depolarinda es zamanli bir azalmaya yol acar [4].

Paraoksonaz-1 (PON-1), karacigerde sentezlenen yiiksek yogunluklu lipoproeinler (HDL) ile
iliskili antioksidan enzimdir. PON-1, hem arilesteraz (ARE) hem de Paraoksonaz (PON)
aktivitelerine sahip bir ester hidrolazdir. Birgok ¢alismalar artmis oksidatif stresin azalmis
PON-1 aktivitesine neden olabilecegini ortaya koymustur. Ayrica, koroner arter hastaligi,
hiperkolesterolemi, T2DM gibi hastaliklarla iliskili olarak oksidatif strese maruz kalan

kisilerde de PON-1 aktivitesi azalmistir [12, 13].

Adropin, ilk olarak 2008 yilinda Kumar ve ark. tarafindan kesfedilmis olan peptid yapili bir
hormondur [14] . Yalnizca plazma ve serumda degil ayni zamanda baska viicut sivilarinda
da tespit edilebilir. Adropin enerji dengesinin strdiriilmesinde, enerji dengesi ile iliskili gen
(ENHO) tarafindan kodlanir ve alinan besin miktari ile regiile edilir. Dolasimda yiiksek
adropin miktari, metabolik strese tepki olarak meydana gelen glukoz intoleransini ve insilin

direncini azaltmaktadir [15].

Literatlirde dolasimdaki adropin diizeyleri ile kalp yetmezligi arasinda iliski olabilecegini
[16] ve adropinin entotelyal hiicredeki koruyucu potansiyelini gosteren calismalar

mevcuttur [17].



Calismamizin Amaci; T1IDM sicanlarda, sistemik adropin uygulamasinin; kardiyovaskiler
sistem Uzerine etkilerini belirlemek amaglandi. Bu amagla; kronik diyabetik siganlara,
sistemik adropin uygulamasi sonrasi kalp dokusu ve aortada dokularin mikroskobik
degerlendirilmesinin yanisira, oksidan-antioksidan, paraoksonaz, arilesteraz diizeyleri,
vaskiler endotelyal blytme faktori (VEGF) ve timor nekrozis faktor alfa (TNF-a) degerleri

tespit edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabetes Mellitus'un Tanimi

DM, dusuk seviyelerde insulin ve/veya hedef dokularin insilin direncinden kaynaklanan
kronik hiperglisemi ile karakterize bir metabolik hastaliktir. iskelet kaslari, yag ve karaciger
dokusundaki instilin reseptorleri, sinyal iletim sistemi, efektor enzimler ve genler bu
metabolik anormalilerden sorumludur [18]. Diyabette var olan kronik hiperglisemi 6zellikle
gozlerde, bobreklerde, sinirler, kalp ve damarlarda olmak lzere farkh organlarda uzun

donem hasar, disfonksiyon ve yetmezlige sebep olur [2].

2.2. Diyabetes Mellitusun Belirtileri

DM, polidipsi, poliliri, polifaji, gorme bulanikhgi ve kilo kaybi gibi karakteristik semptomlarla
ortaya cikabilir. Genellikle semptomlar siddetli degildir ya da gorilmeyebilirler. DM,
kardiyovaskiler hastaliga (CVD), nefropatiye, retinopatiye ve ndropatiye yol acan ve birkag
organi etkileyen hem makrovaskiiler hem de mikrovaskiiler komplikasyonlari iceren bir
takim komplikasyonlarla neden olabilir. Bu komplikasyonlar hayati tehlike olusturur ve kalp
yetmeazligi, felg, bobrek yetmeazligi, korlik ve ayak llserlerine yol agan ciddi hasara neden

olmaktadir [19].

2.3. Diyabetes Mellitus’un Patofizyolojisi

DM patofizyolojisinin anlasiimasi, karbonhidrat metabolizmasi ve insiilin etkisinin temelleri
bilgisine dayanmaktadir. Yiyecek tiliketimini takiben, karbonhidratlar bagirsakta glikoz
molekillerine parcalanir, glikoz kan dolasimina gecerek, yiiksek kan sekeri diizeylerine yol
acmaktadir. Glisemideki bu artis, pankreasin B hiicrelerinden instlin salgilanmasini uyarir.
insilin etkisi, instlinin hiicre yiizeyi reseptori ile etkilesimi ile baslatilir, insiilinin insilin
reseptorine (IR) baglanmasi tirozin rezidilerinin otofosforilasyonunu baslatir, tirozin kinaz
inslilin reseptori substrati (IRS) -1, IRS-2 ve kendi B alt (initesi (otofosforilasyon) gibi cesitli
hiicre ici proteinlerdeki tirozin amino asit kalintilarini fosforile ederek [20], iki ana sinyal
yolu olan fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) ve mitojenle aktive olan protein kinazin (MAPK)

aktivasyonuna yol agmaktadir (Sekil 2.1) PI3K sinyal yolunun aktivasyonu, protein kinaz B'yi



(PKB) aktive ederek glikojen sentaz kinazlari fosforile eder, glikozdan glikojen sentezi
hizlanir. PKB ayrica glikoz tasiyicisi GLUT4’U internal zar vezikillerinden plazma zarina
tastyarak glikoz alinimini arttirir. MAPK kaskadi aktivasyonu, instlinin hiicre proliferasyonu,

farkhlasma ve hayatta kalma gibi mitojenik olaylari diizenlemesinde kritik bir rol oynar [21].

T instlin
Q\

Insdlin [\

MAP kinaz sinyal

yolu / \
hucre buyumesi, cogalma, lipitlerin, proteinlerin € hicre Sagkalimi
gen ekspresyonu ve glikojenin sentezi ve (ogalmas

Sekil 2.1. insiilin reseptorii ve insilin etkisinin molekiiler mekanizmasi.

Yetersiz insilin etkisi, yetersiz instlin sekresyonu ve/veya insiiline verilen doku yanitlarinin
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda bozukluklara yol ag¢masindan
kaynaklanmaktadir. Pankreasta insulin iretimi azalirsa ya da lretilen insilin hedef dokuda
olusan direng nedeniyle kullanilamazsa hiicrelere glikoz girisi engellenir ve hiperglisemiye,
lipit katabolizmasinin hizlanmasina, yag asitlerinin ve trigliseritlerin sentezinin azalmasina
neden olur, hiicre ici glikoz eksikliginden dolayr depolardaki glikozun yag asitlerine
donlsimiinde azalma baslar, protein sentezi de azalir,sonug olarak kanda glikoz, yag asiti

ve amino asit seviyelerinin artmasina sebep olur [22].

DM gelisiminde cesitli patojenik sliregler s6z konusudur. Bunlar pankreas B hiicrelerinin
otoimmiin yikiminda ortaya ¢ikan insilin yetersizligi ile insllin direnciyle sonuglanan ¢esitli

anormalliklere kadar uzanir.

2.4. Diyabetes Mellitus'un Siniflandirilmasi

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) tarafindan 1997 yilinda tip 1, tip 2, diger tipler ve

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) olarak 6nerilen diyabetin klasik siniflandirmasi, halen



en ¢ok kabul goéren siniflandirma bigimidir [23]. Pankreas B hiicre hasariyla iliskili olarak

siniflandirmada T1DM ve T2DM terimleri kullaniimistir.

2.4.1. Tip 1 diyabetes mellitus (TLDM)

Diyabet tanisi almis kisilerin % 5 -% 10'u tip 1 DM’tur. Pankreas B hiicrelerinin yikilmasiyla
insllinin mutlak yokluguyla sonuglanan heterojen bir hastaliktir. Bazi hastalarda idiyopatik

yikim goérulirken ¢ogu vakada otoimmdin yikim gérilmektedir [24].

B hicrelerinin yikilma hizlari kisiler arasinda degiskendir. Tip 1 diyabette B hiicre
tahribatinin hizli oldugu durumlarda (cocuklarda ve ergenlerde) ilk belirti ketoasidoz
olabilir, digerlerinde baslangicta hiperglisemi gelisebilir; bu daha sonra teshis edilmezse ve
tedavi edilmezse ciddi hiperglisemi ve / veya ketoasidoza kadar ilerler. Hipergliseminin

belirtileri politri, polidipsi, letarji ve kilo kaybi ile bazen polifaji ve bulanik gérmedir [25].

Tip 1 diyabetin yonetimi multidisipliner bir saglik ekibi tarafindan yapilmaldir ve bircok
yonden surekli olarak dikkat gerektirir. Bunlar insilin uygulamasi, kan sekeri izlemi, diyet
planlamasi ve diyabetle ilgili komplikasyonlarin taranmasidir. Bu komplikasyonlar, TIDM
ile iliskili ana morbidite ve mortaliteyi olusturan mikrovaskiiler ve makrovaskiler

hastaliklardan olusur [26].

idiyopatik TAIDM otoimmiin tip 1 diyabete gére daha ilimh seyreder. Bu tip hastalarin cogu

degisik derecelerde insilin eksikliginden ve epizodik ketoasidozdan sikayetcidir [27].

Fulminan T1DM: tip 1 diyabetin farkli bir tiridir. Otoimmiin olmamasindan dolayi
idiyopatik tip 1 diyabetle bazi ortak o©zelliklere sahiptir. Bitiin B hicrelerinin hizh
yikilmasiyla insilin sekresyonunun durmasina sebep olur. Hiperglisemi baslangicindan
hemen sonra ketoasidoz gorilir [28]. Hem genetik hem de g¢evresel faktorler 6zellikle viral

enfeksiyonlar hastaligin olusmasinda 6nemli role sahiptirler [29].



2.4.2. Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM)

Uluslararasi Diyabet Federasyonu IDF tarafindan 2013 yilinda yayinlanan bir rapora gore
yetiskinlerde (20-79 yas arasi) diyabetin diinyadaki prevalansi % 8,3'tlir (382 milyon kisi).
Cogunlugunu 40 ile 59 yaslari arasindaki hastalar olusturmaktadir. 2035 yilina kadar diinya
genelindeki diyabet prevalansinin % 10,1’e (592 milyon kisi) yikselmesi beklenmektedir

[18].

T2DM, periferik ve hepatik insiilin direnci ile B hicresi yetmezliginin bir arada oldugu
heterojen bir hastaliktir. insiilin direncine ek olarak, B hiicre islevindeki kusurlardan dolayi
artan insilin ihtiyact pankreas B-hicreleri tarafindan karsilanamamaktadir. Hem T1DM,
hem de T2DM genetik yatkinliga sahiptir. Bununla birlikte, tip 2'deki genetik aktarim daha
glclu iken tip 1'deki genler daha iyi tanimlanmistir [30]. T2DM diyabet tanisi genellikle ge¢
konulur. Bu gecikme tedavi edilmeyen hiperglisemi nedeniyle kronik komplikasyonlarin

gorilme oranini artirir.

T2DM’in olusumu hem genetik hem de cevresel bilesenlere bagli olarak multifaktoriyeldir
[31, 32]. insiiline bagimli substrat proteinleri olan IRS-1 ve IRS-2 aracili sinyal yolundaki
kusurlar basta diyabet olmak (izere metabolik bozukluklarin gelisiminde rol oynar. insiilin
reseptor substrati (IRS) proteinlerindeki cok sayida Ser / Thr kalintisi, serin / treonin kinaz
AKT ve protein kinaz C (PKC) gibi instlinin uyardigi protein kinazlar tarafindan fosforile

edilirler [33].

AKT ve PKC kinazlardaki bozulma, esas olarak diyabet gelisiminde merkezi bir 6neme
sahiptir [34], hiperinsiilinemi, dislipidemi ve insilin direnci dahil olmak (izere hastaligin tim

bulgulanyla iliskilidir.

Obezite, insilin direnci ve diyabete yol acan en 6nemli risk faktoridir. Obezitenin
indiikledigi inslilin direnci, hiicrelerin insiiline olan cevabini etkileyen besin akisinin artmasi

ve enerji birikimi ile dogrudan baglantilidir [35].

Diger spesifik diyabet tipleri biitlin diyabet vakalarinin sadece % 1-2'sini olusturur ve

asagidakileri iceren genis bir hastalik grubundan olusur Genglerin Olgunlukta Baslayan



Diyabeti (MODY) gibi B hiicre fonksiyonunundaki genetik bozukluklar, insiilin yolaklarindaki

genetik bozukluklar, ekzokrin pankreas hastaliklari, endokrinopatiler ve enfeksiyon [36].

2.4.3. Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM)

Gestasyonel diabetes mellitus, ilk olarak gebelik sirasinda tespit edilen glikoz intoleransi
olarak tanimlanir. Bu dénemde maternal, fetal ve neonatal problemlerin olusma riski artar.
Dogumdan kisa bir slire sonra glikoz homoeostazi hamilelik dncesi seviyelere geri doner,
fakat etkilenen kadinlarda gelecekte T2DM gelisme riski artar. Gestasyonel diyabet icin risk
faktorleri arasinda obezite, onceki gebeliklerde gecirilmis gestasyonel diyabet oykusd,
ailede diyabet oykisi, anne yasi, polikistik over sendromu, hareketsiz yasam ve toksik
faktorlere maruz kalma sayilabilir [37, 38]. Gelismis Ulkelerdeki ¢ogu klinisyen, gebeligin 24
ila 28 haftalari arasinda ya da risk faktorleri varsa daha erken haftalarda oral glikoz tolerans
testi (OGTT) yapilmasini 6nerir. Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) tani koymak icin 75 g’lik
glikoz ile 2 saatlik OGTT 6nermektedir. 2 saatlik OGTT degeri 8.5 mmol/lI'den yiiksekse tani
koyulur [39].

2.5. Diyabetes Mellitus Risk Faktorleri

Diyabete sebep olan obezite ve inaktif yasam tarzi gibi kontrol edilebilir risk faktorleri
oldugu gibi etnik kbken ve genetik gibi kontrol edilemeyen diger risk faktorleri de vardir

[39].

T1DM igin birincil risk faktora ailede diyabet 6ykiisi olmasidir. Amerikan Diyabet Dernegi
birinci dereceden akrabalarinda tipl diyabet oykiisii olan kisilerin diyabet taramasi

yaptirmasini 6nermektedir [40].

Pankreasin hasar gérmesi, enfeksiyonu ya da baska pankreas hastaliklari insilin Gretimini

engelleyerek TIDM gelismesine sebep olmaktadirlar [41].

T2DM ile iliskili risk faktorleri arasinda obezite, diyet ve fiziksel hareketsizlik, artan yas,

insulin direnci, ailede diyabet oykisi, genetik faktorler ve etnik kdken yer almaktadir.
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Afrika kokenli Amerikalilarda T2DM gelisme riski diger etnik gruplara goére daha yliksektir
[42].

Madde kullanimi 6ykisti T2DM’un erken yasta baslamasi ile iligkili 6nemli bir faktor olarak
bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki arastirmalara goére, yasadisi uyusturucu

kullanimi da bununla iligkilendirilmistir [43].

2.6. Diyabetes Mellitus igin Diyagnostik Kriterler

DM tanisi konunun daha once tarif edilen hastalik kavramina uygun oldugunu onaylama
surecidir. DM tanisi igin kronik hipergliseminin varligi esastir, Amerikan Diyabet Dernegi

(ADA) tarafindan hazirlanan gilincel tani kriterleri Cizelge 2.1’de goriilmektedir.

DM tanisi plazma glikozu (AKS veya OGTT) veya HbAlc degerleri kullanilarak konulur.

Testlerin diyabeti mutlaka tespit etmedigi unutulmamalidir [44].

AKS 2126 mg / dL (7.0 mmol / L), 2 saatlik OGTT sonrasinda plazma glukozu > 200 mg / dL
(11.1 mmol / L), HbAlc 2% 6.5 (48 mmol / mol) veya hiperglisemi semptomlariyla birlikte
rastgele bir zamanda 6lgllen plazma glikozu 2200 mg / dL (11.1 mmol / L) olmasi DMs tanisi

koymada yeterlidir.

HbA1lc hemoglobinin nonenzimatik glikozilasyonu ile olusur, HbAlc'nin degerleri ile 6nceki
3 ila 4 ay boyunca ortalama plazma kan sekeri seviyeleri tahmin edilebilir . HbA1c 'nin AKS
ve OGTT ile karsilastirildiginda daha fazla rahatlik dahil olmak lizere bircok avantaji vardir.
Bununla A1C'nin diisiik hassasiyet, daha ylksek maliyet, gelismekte olan (lkelerde testin
sinirh bulunabilirligi ile dengelenebilir [44]. HbAlc ile 6zellikle retinopati gibi mikrovaskiiler
komplikasyonlar arasinda gugli bir korelasyon vardir [45]. AKS veya OGTT ile
karsilastirildiginda HbA1c kullanilarak daha fazla kisiye diyabet tanisi konuldugu yapilan
calismalarda ortaya konulmusken [46-48], bunun tam tersini sOyleyen calismalar da vardir

[44, 49].
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Cizelge 2.1. DM Tani Kriterleri

Diyabetes Mellitus Tani Kriterleri

AKS 2126 mg/dL (7.0 mmol/L)

Veya

OGTT 2. Saat PG=200mg/dL (11.1mmol/L)
Veya

A1C26.5% (48 mmol/mol)

Veya

Hastada Hipergliseminin Semptomlari Olmasi Durumunda Rastgele PG=200mg/dL
(11.1mmol/L)

AKS: Aclik Kan Sekeri

OGTT: Oral Glikoz Tolerans Testi

2.7. Diyabetes Mellitusun Komplikasyonu

Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlari, bu hastalikla iliskili morbidite ve mortaliteyi
olusturur. Diyabetik ketoasidoz, hiperozmolar hiperglisemik nonketotik koma ve
hipoglisemi diyabetin akut komplikasyonlaridir. Kardiyomyopati, nefropati, retinopati ve
noropati ise kronik komplikasyonlari arasindadir. Bu komplikasyonlar hayati tehlike
olustururlar ve kalp yetmeazligi, felg, bobrek yetmezligi, korliik ve ayak Ulserlerine yol acan

ciddi hasara neden olabilmektedirler [2].

Son 20 yilda elde edilen epidemiyolojik ve klinik veriler, miyokard enfarktiisiine ve diger
ateroskleroza bagli kardiyovaskiiler olaylara ek olarak, kalp yetmezliginin, diyabetli
hastalarda 6nemli bir kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite nedeni oldugunu ortaya
koymustur [50]. Son klinik c¢alismalarin sonuclari, diyabetik hastalarda, sadece
hipergliseminin degil aterosklerotik vaskiler olaylari dnlemek icin diger risk faktorlerinin de
kontrol edilmesi (3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A rediktaz inhibitorleri statinler ve

antihipertansif tedavi gibi ) gerektigini gostermektedir [51].

2.7.1. Diyabetes mellitus'ta vaskiiler komplikasyonlar

Diyabette sistemik hipergliseminin varlgi ciddi komplikasyonlara yol acarak, cesitli
organlarda uzun sireli hasara neden olmaktadir. Hem T1DM, hem de T2DM da
makrovaskiiler ve mikrovaskiler komplikasyon riski yiksektir. Diyabetteki inflamasyon ve

metabolik anormallikler arasindaki iliski endotel hasarina ve vaskiiler komplikasyonlarin



12

gelismesine yol acmaktadir [3]. Mikrovaskiiler komplikasyonlar arasinda retinopati,
nefropati ve noéropati yer alir. Baslica makrovaskiler komplikasyonlar ise miyokard
enfarktiisii ile sonuglanan kardiyovaskiler hastaliklar ve felg¢ olarak ortaya ¢ikan

serebrovaskiler hastaliklari igerir [52] .

Diyabetes mellitusta vaskuler komplikasyonlarin gelisiminde rol oynayan mekanizmalar

DM'un vaskiler komplikasyonlari kronik hiperglisemik durumda ortaya gikarmaktadir. Bu
vaskiler anormallikler, proteinlerin enzimatik olmayan glikasyonu, hicresel redoks
potansiyelindeki degisiklik, oksidatif stres ve enflamatuar durumun artmasi, endotel
disfonksiyonu ve hiperkoagulopatiden kaynaklanir (Sekil 2.2)[3]. Normal olarak insiilin, PI-
3K yolu ile NO sentazi aktive ederek endotel hiicrelerinde NO Uretimini uyarir. T2DM da
gortlen insidlin direncinde bu yol bozulmakta ve NO (retimi azalmakta [53] ,

vazokonstriktorlerin aktivitesi ve Uretimi artmaktadir [54].

Hicre iginde glikozun birikmesi sekonder metabolik yolun aktivasyonuna yol agmaktadir.
Aldoz rediiktaz glikozu sorbitol'e donustirir. Daha sonra sorbitol, kofaktér olarak NAD'|
kullanan sorbitol dehidrojenaz (SDH) ile fruktoza oksitlenir. Bu reaksiyonlar, NADPH'nin
NADP+ 'yva oksidasyonu ve NAD+ 'nin NADH'ye indirgenmesi ile birlikte gider. NADPH
rediikte glutatyonun (GSH) yenilenmesi icin gereken bir kofaktordiir. GSH ise redoxta
degisiklige yol agan ROS’un 6nemli bir temizleyicisidir ve endotel disfonksiyonuna yol agan
NO mevcudiyetinde azalmaya sebep olur [55]. Hasarli endotel hiicreleri, Von Willebrand
faktora (VWF) gibi pihtilasma molekdllerini salgilar, ylizeylerinde doku faktoéri (TF) ve P-
selektin gibi adhezyon molekiillerini eksprese ederler. Bu durum hem proinflamatuar hem

de prokoagiilan siirecleri baslatir.

Diyabetin yol actigl hipergliseminin en zararli etkilerinden biri, arter duvarindaki glikoz ve
proteinler arasindaki enzimatik olmayan reaksiyondur ve AGE’lerinin olusumuna yol acar.
AGE'lere bagli molekiiller oksidan olarak nilkleer faktor NFkB'yi aktive ederler ve gen
ekspresyonunda coklu patolojik degisikliklere neden olurlar [56]. Bu aktivasyondan sonra
NF-kB; endotelin-1, VCAM-1, ICAM-1, E-selektin, trombomodulin, TF, vaskiler endotel

blylme faktort (VEGF), IL-1, IL-6, TNF-a ve RAGE gibi cesitli genlerin transkripsiyonunu
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tetikler. inflamatuar ve prokoagiilan durumlarin tetiklenmesi endotel aktivasyonuna neden
olmaktadir, makrofajlar ve kopik hicreleri tarafindan salgilanan pro-enflamatuar ve
blylime faktorlerinin etkisi nedeniyle, diiz kas hicreleri ¢ogalir ve tunika ortamindan
intimaya goc¢ eder, aktive edilmis diz kas hicreleri hiicre disi matris (kollajen, elastin,
proteoglikanlar) sentezleyip salgilayarak bir fibroatheroma olusumuna yol agmaktadir [3].
Glikasyona ugramis proteinler gibi, AGEs de serbest oksijen radikalleri olusturabilecegi gibi
ROS da AGEs"nin olusumunu hizlandirmaktadir. Bu demek oluyor ki diyabetik hastalarda
vaskiler komplikasyonlarin gelisiminde o6nemli rol oynayan enflamasyon, endotel

disfonksiyonu ve pihtilasmaya yatkinhk birbirleriyle iliskilidir.

Protein kinaz C, proliferasyon, kontraktilite, hipertrofi, sinyal iletimi, blyime faktori
transkripsiyonu ve apoptoz da dahil olmak Uzere gesitli hlicresel tepkiler yelpazesinde yer
alir. Diyabette PKC'nin neden oldugu aktivasyonunun, hiicre disi matris Gretimini, sitokin
ekspresyonunun aktivasyonunu, l6kosit adezyonunu, enflamatuar vyaniti, vaskiler
reaktivite kaybini ve anjiyogenez kaybini uyararak kardiyovaskiiler disfonksiyonu

indikledigi varsayilmaktadir [54].

Redoks potansiyelinde

Oksidatif stres
degisiklik

\ /

lleri glikasyon son _ ‘ Hiperglisemi -’

urunleri

hiperkoagulabilite \

iltihap ‘

Endotel disfonksiyon

Sekil 2.2. Diyabetes mellitusta vaskiler komplikasyonlarin gelisiminde rol oynayan mekanizmalar.
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Diyabetin mikrovaskiler komplikasyonlari

Nefropati

Diyabetik nefropati (DN), son donem bdbrek yetmezligine sebep olan 6nemli bir
komplikasyondur. Hastalarda klinik olarak, glomeriler filtrasyon hizinda dists ve
proteiniri gorilmektedir. Kronik bobrek hastaliginin patogenezinde, hipergliseminin neden
oldugu oksidatif streste artis ve antioksidan sistemlerin bunun karsisinda yetersiz kalmasi

rol oynamaktadir [57].

Retinopati

Diyabetik retinopati, diyabetin en sk gorilen ve en spesifik mikrovaskiler
komplikasyonudur. Diyabetik retinopatide retinada cesitli lezyonlar meydana gelmekte ve
bu durum yetiskinlerde korligin 6nemli nedenlerinden birini olusturmaktadir [58].
Hiperglisemi, vaskiler gecirgenlik, kapiller dejenerasyon ve yeni kan damarlarinin
olusumunda bir takim degisikliklere yol acabilmektedir (neovaskiilarizasyon). Bu durum
iskemi sirasinda hipoksi nedeniyle salinan anjiyogenik faktorlerin yaptig etkiyle benzerdir

[52].

Néropati

Noropati, diyabetin en sik goérilen uzun vadeli komplikasyonudur. Hastalarda ilerleyen
evrelerde ayak Ulseri ve Charcot noroartropati gorilebilir [59]. Altta yatan sebep vaskiiler
anormalliklerin gelisimine miteakip gorulen hipoksidir. Diyabetik néropati, somatik sinir
sisteminde karincalanmaya ve duyu kaybina yol agcmakta, otonom sinir sisteminde ise
ortostatik hipotansiyona ve gastropareze neden olmaktadir. Ayni zamanda ilerleyici motor

disfonksiyon da yaygin olarak gorilmektedir [52].

Koroner mikrovaskiler anormallikler

T2DM, hastalarinda koroner vaskiilatir seviyesindeki yapisal ve fonksiyonel degisiklikler,
diyabetik kardiyomiyopatide daha da kétilestirebilen yaygin bir ko-morbiditedir. Bu kusur,

nitrik oksitin biyolojik olarak yaralanabilen seviyelerinin azalmasindan kaynaklanir.
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Hiperglisemi, oksidatif stresi, heksozamin ve poliol yollari, protein kinaz C ve ileri glikasyon
son Urlin (AGE) seviyelerinde artisa neden olur . Protein Kinaz C'yi (PKC) aktive ederek
endotel disfonksiyonunu indiikler, eNOs inhibisyonu ile NO seviyelerinin azalmasina neden
olur, PKC aktivasyonu ICAM, VCAM ve E-selektin gibi adezyon molekillerinin asir
ekspresyonuna aracilik eder ve vaskiler diiz kas hiicresi kasiimasina aracilik etmede 6nemli
bir rol oynar [60]. Diyabetik hastalarda koroner damarlarda goriilen yapisal ve fonksiyonel
degisiklikler, diyabetik kardiyomiyopatiyi daha da koétilestirebilen yaygin bir ko-
morbiditedir. Boyle bir durumda bozulmus mikrovaskiler kan akisi ve doku iskemisi artar.
Kapiller uzunluklarinda azalma ve medial arteriyolar tabakalarda hiyalinle iliskili
degisiklikler gozlenmektedir. Perivaskiler fibrozis, interstisyel degisiklikler, kiicuk
damarlarda mikroanevrizmalarin olusumu ve kapiller bazal membranda kalinlasma; DM’ta

kardiyak mikrovaskiiler iskemiye neden olan diger vaskiiler bozukluklardandir [61].

Diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlari

Aterosklerozis

Geleneksel kardiyovaskiler risk faktorlerinin timu (dislipidemi, arteriyel hipertansiyon,
hiperglisemi ve diyabet) endotel disfonksiyonu ile iliskilidir ve okside diisiik yogunluklu
lipoproteinler, renin-anjiyotensin sistemi ve insillin direnci, bozulmus endotel

fonksiyonunun patogenezinde dnemli rol oynamaktadir [62].

Aterosklerozisin, kronik inflamasyon ve periferik veya koroner arter duvarinin hasar
gormesinden kaynaklandigi distunidlmektedir. Bu hasar sonucunda endotel duvarinda
okside duslik yogunluklu lipoprotein (LDL) birikmektedir. Arter duvarina infiltre olan
monositler makrofajlara  donlserek  oksitlenmis lipitleri  kdplk  hicrelerine

donidstirmektedirler [63].

Kopuk hiicreleri makrofaj proliferasyonunu ve T-lenfositleri tetiklemekte; bu durum damar
duvarindaki diz kas proliferasyonunu ve kollajen birikmesini artirmaktadir. Bu lezyonun
yirtilmasi da akut vaskiler enfarktiise yol agmaktadir [64]. Aterom plagl olusumuna ek
olarak, artmis trombosit adhezyonu ve hiperkoagilobilite de vaskiler okliizyon ve

kardiyovaskiiler hastalik riskini; inme ve serebrovaskuler hastalik riskini artirmaktadir .
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Aterosklerozis patogonezindeki bir diger hipotez de kronik inflamasyon ve immin
yetersizlik hipotezdir. Bu hipoteze gore bagisiklik sisteminin ateroskleroz olusumunda bir
rol oyunlar: T hicreleri ve makrofajlar plak olusumuna, uzamasina ve riptirine katkida
bulunur, okside distik yogunluklu lipoproteinler (LDL) ve diger polipeptitler otoantijenler
olarak kabul edilir. Bu nedenle bu hastaligi inflamatuar otoimmiin hastalik olarak da

tanimlamak mimkiindir [62].

Endotel hiicreleri TNF-a ve CRP gibi pro-inflamatuar molekiller araciligiyla uyarilarak

aterojenik fenotipe katki saglamaktadirlar [65] .

Diyabetik hastalarda, hastaligin sonucu ve ilerlemesi hakkinda prognostik bilgi sagladigi
kanitlanmis ana inflamatuar belirtecler CRP, TNF-a, IL-6, ICAM-1 ve VCAM-1'dir [66] . TNF-
a seviyeleri akut ve kronik inflamatuar durumlarinda artarak proaterojenik lipit profiline ve

bozulmus glukoz toleransina sebep olmaktadir.

Diyabette neovaskiilarizasyon ve vaskiiler endotel biiyiime faktérii VEGF

DM zamanla bircok komplikasyona yol ag¢maktadir. Bu komplikasyonlar damarlarda
hiicresel ve hiicrealti degisikliklerle sonuglanmaktadir. Anjiyogenez, yeni kan damarlarinin
olusmasi ve mevcut damarlarin islevlerini ve yapilarini yenilemesi olarak tanimlanmaktadir

[67].

Anjiyogenez, pro ve anti-anjiyogenik mediatorler, biylme faktorleri, sitokinler, hiicreler ve
ekstraselller matriks arasindaki etkilesimi iceren karmasik bir islemdir, normal anjiyogenez,
uyarici ve inhibitor faktorlerin hassas dengesine baglidir; bu faktorlerden herhangi birindeki
kusur anormal damar olusumuna yol acar [68]. Asiri anjiyogenez, diyabetik retinopati ve
nefropatiye yol acarken inhibe edilmis anjiyogenez yara iyilesmesi ve koroner kollateral

damar gelisiminde bozulmaya sebep olmaktadir [69].

Vaskiler endotel hiicre bliyime faktorii (VEGF) ailesi, VEGF (A-D) ve plasental biylime
faktorand icerir. VEGF farkli tirozin kinaz reseptorleri (Flt-1, Flk-1, Flt-4) ile etkilesime girer.
Vaskiler endotel hiicreleri icin mitojen goérevi gorirler ve ayrica kemik iliginden endotel

progenitor hiicrelerinin ( EPC) mobilizasyonunu uyarirlar [68].
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Diyabetik hastalarda, dolasimdaki endotel progenitér hiicrelerinin endotel adezyonunu,
proliferasyonunu ve tibdlizasyonu azalttigi gosterilmistir, EPC fonksiyonundaki bu tlr

anormallikler diyabetik hastalarda g6zlenen neovaskiilarizasyonu agiklayabilir [70].

Diyabette vaskiler biyimedeki degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar, vaskiler
endotel buyime faktori-A (VEGFA) sinyalinde azalma, iltihap ile iligkili yollarda degisiklikler,
ve reaktif oksijen tirlerinin, ileri glikasyon son {rlnlerinin birikmesidir. Hipoksi,
anjiyogenezin baslica indlikleyicilerinden biridir, Doku hipoksisi, hipoksi ile indiklenebilir
faktor 1 (HIF-1) Gretimine yol agar. HIF-1, VEGF genine baglanir ve transkripsiyon islemini

baslatir [11].

DM da VEGEF sinyalinde azalmanin mekanizmasi: Flk-1, VEGF sinyalizasyonunda rol oynar
baslica reseptordiir. Diyabette anormal olarak aktive olan Flk-1, VEGF sinyalinin eksikligini
telafi etmek igin artan VEGF seviyelerinede artica yol agar. Dolasimdaki yliksek VEGF
seviyeleri, vicuttaki vaskiler yapilarin gegirgenliginin artmasina neden olur (retinopati),
arteriyel duvardaki benzer bir islem kilcal filizlenmeyi ve plak stabilitesini arttirir (aterom).
Ayni zamanda, endotelyal hiicrelerde Flk-1 aktivasyonu eksikligi ve monositlerin anormal

VEGF'ye baglh aktivasyonu arteriyojenik yanitta bozulmaya neden olur [68].
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Sekil 2. 3. Diyabetes mellitusta VEGF sinyalinde azalmanin mekanizmasi

2.7.2. Diyabetik kardiyomiyopati (DCM)

Diyabetik kardiyomiyopati (DCM), koroner arter hastaligi ya da hipertansiyona bagl
olmadan, kalp yetmezligi olan dort diyabet hastasinin otopsi verilerine dayanilarak
tanimlanali 40 yildan fazla olmustur [6]. DCM, miyokardiyumun yapisinda ve fonksiyonunda
diyabetle iliskili degisiklikleri tarif etmektedir. Diyabetin hiicresel dizeyde yaptig

degisiklikler nedeniyle yapisal bozukluklar olusmaktadir.

Diyabetik kardiyomiyopatinin tanimi.

Diyabetik kardiyomiyopatinin tipik tanimi koroner arter hastaligi veya hipertansiyonu
olmayan diyabetli hastalarda miyokardin yapisal ve fonksiyonel anormallikleri olarak ifade
edilmektedir. Ancak bu tip kardiyomiyopati, koroner arter hastaligi ve/veya hipertansiyonu

olan diyabetli hastalarda da gorilebilmektedir [71].

insilin direnci ya da diyabet varliginda kalp, enerji metabolizmasini hizla degistirmektedir.
Yag asidi kullanimi artirirken glikoz kullanimi azaltmaktadir. Bu durum kardiyomiyopati

gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir [72].
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Diyabetik kardiyomiyopatide kalpte meydana gelen yapisal degisiklikler

Kalp hipertrofisi diyabetik miyokardin belirgin bir 6zelligidir. Miyokardiyal fibrozis ve
miyosit hipertrofisi diyabetik kardiyomiyopatideki kardiyak yapisal degisiklikleri
aciklamakta sikca kullanilan mekanizmalardir. T2DM’lu hastalarda siklikla go6zlenen
konsantrik sol ventrikil yeniden sekillenmesi, kardiyovaskiler olaylarla iliskilidir ve
miyokard enfarktlisi (Ml), felc ve kalp yetmezliginden kaynaklanan 6limun glgcla bir
belirleyicisi oldugu icin klinik Gneme sahiptir. Kalp kasinda hipertrofi gelisimine sebep olan

bircok yol vardir [73].

DM'’ta kalp dokusunda maydana gelen bir diger yapisal degisiklik, interstisyel ve / veya
perivaskiler fibrozisin gelismesidir. Bu degisiklikler diyabetik hastalarda goriilen azalmis

diyastolik kompliyans ve sol ventrikil gevsemesinde bozulmaya neden olur.

Kalp dokusunda intersitisyal fibrozis, diyabetik miyokardaki Transforming Growth Factor 1

(TGFB1) reseptor Il yogunlugunun artmasindan kaynaklanmaktadir [74].

Hiperglisemi, diyabetli hastalarda yliksek seviyelerde enzimatik olmayan Gretilmis AGE'lerin
varhigindan sorumludur. AGE'lerin birikmesi, diyabette mikrovaskiiler hasar icin itici bir glic
olusturmakta bu da kardiyomiyosit sertligi ve miyokardiyal kollajen birikimi ile
sonuclanmaktadir. Bu glic inflamatuar sinyallerin ve apoptozun baslamasina, fibrotik

yeniden sekillenme ve immiin hiicre infiltrasyonuna sebep olmaktadir [75].

insiilin direncine bagli hiperinsiilineminin de T2DM’unda miyokard hipertrofisini dogrudan
tetikledigi distinlilmektedir [76]. Kardiyomiyositler lizerinde hipertrofik etkileri olan leptin
gibi sitokinler, artan bir adiposit salinimi ile iliskili olabilir, bu durum T2DM'nin tipik bir
ozelligidir [77]. Ancak miyokard fibrozunun T1DM'nin tipik bir ozelligi olan erken

hiperglisemi ile iliskili olmasi muhtemeldir [78].

Avyrica diyabetli hastalarda miyokardiyal doku perflizyonu, oksijen temini, enerji substrati
mevcudiyeti ve miyokard fonksiyonunun bozulmasi sonucunda DCM’ye gotiiren mikro

dolasimsal hasarlarda goriilmektedir [79].
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Diyabetik kardiyomiyopatide kalbin fonksiyonel degisiklikleri

Diyabetik miyokartta, diyastolik fonksiyon bozuklugu, sistolik fonksiyon bozukluguna gore
daha erken gorilebilmektedir. Akis (flow) ve doku Doppler tekniklerinin kullanilmasi,
koroner arter hastaligi olmayan T1IDM ve T2DM’lu bireylerde diyastolik disfonksiyon
prevalansinin % 40-75 kadar ylikseldigini gostermektedir [80, 81] . TIDM ve T2DM’lu iliskili
diyastolik disfonksiyonun kardiyak lipid birikimi ve degismis kalsiyum homeostazi gibi gesitli

mekanizmalardan kaynaklandigi 6ne sirilmektedir [82].

Sistolik disfonksiyon g¢ogunlukla hastaligin ileri asamasinda ortaya g¢ikmaktadir.
Konvansiyonel ekokardiyografi bunu géstermede yetersiz kalmaktadir. Strain analizator ve
tepe sistolik hizi kullanilarak koroner arter hastaligi ve sol ventrikiil hipertrofisi olmayan

diyabetli hastalarin % 24’(inde sistolik disfonksiyon zor da olsa ortaya konulmustur [83].

Sistolik disfonksiyon ve miyosit hasari miyokardin kasilabilme 6zelligini etkiler. Bu durum
azalmis kontraktilite, azalmis pompa fonksiyonu ve azalmis sol ventrikil ejeksiyon
fraksiyonu ile kendini gostermektedir. Sistolik disfonksiyon, diyastolik fonksiyonu normal
olan diyabetli hastalarda da saptanabilir ki bu durum diyastolik disfonksiyonun, diyabetik

kardiyomiyopatide ilk fonksiyonel degisiklik olmasi gerekmedigini disindirmektedir [84].

Diyabetik kardivomiyopatinin molekiiler mekanizmalari

Diyabetik kardiyomiyopatinin gelisimine zemin olusturan molekiler mekanizmalar Sekil

2.4’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.4. Diyabetik kardiyomiyopatinin potansiyel mekanizmalari.

Hiperglisemi

Glikoz ve serbest yag asitleri, kalbin baslica metabolik enerji kaynaklaridir. Saghkli kalp
gerektiginde bu kaynaklar arasinda hizla gecis yapabilmektedir. Kalp, aclikta serbest yag
asitlerini kullanirken, toklukta veya stres ve iskemi altinda, glikozu enerji Gretimi igin
kullanir. Diyabetik kalpte, insilin direnci ve hiperlipidemi varligi nedeniyle metabolizma igin

serbest yag asitleri daha fazla kullanilirken glikoz kullanilamamaktadir [7].

Hiperglisemi, diyabetik kalpte mevcut olan metabolik, fonksiyonel ve yapisal
degisikliklerden sorumlu tutulmakta; DCM’inin gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan
mekanizmalar tetiklemektedir. Bu mekanizmalar hiperinsilinemi ve insilin direnci ,
serbest yag asidi (FFA) oksidasyonundaki degisiklikler, reaktif oksijen tirlerinin artmis
uretimi, ileri glikasyon son Grtinlerinin birikimi, Ca*? tutulumundaki degisiklik ve renin-

anjiyotensin-aldosteron sisteminin aktivasyonunu (RAAS) icermektedir.

insiilin direnci

Hiperinsilinemi, koroner arter hastaligi gelisme riski ile pozitif iliskilidir. Diyabetik kalpte

GLUT-4 aktivitesinde ve glikoz kullaniminda azalmaya ve insilin sinyallerinde bozulmaya
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neden olur. Artmis trigliserit ve azalmis yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) diizeyleri ile
iliskili koroner arter hastaligi insidansi, diyabet olmasa bile insiilin direnci eslik ettigi zaman

anlamli derecede artmaktadir [85].

Hiperinsilinemi, ¢esitli mekanizmalarla kardiyomiyosit hipertrofisine yol agmaktadir.
Hiperinsilinemi genetik ve epigenetik degisikliklerinin, diyabette fokal kardiyak fibrozisinin

hiicre i¢gi ve hiicre digi protein ekspresyonunu artmasinda rol oynar

Artan yag asidi kullanimi

Diyabetik kalp, enerji Gretimi icin glikozu verimli olarak kullanamamaktadir. Tip 1 ve tip 2
diyabette FFA alimi ve oksidasyonu artmaktadir. Artmis serum FFA ve triagilgliserol
seviyeleri, artmis miyokard oksijen tiketimi (MVo2) ile iliskilidir. ATP sentezi ve kardiyak
verimlilik azalmaktadir (kardiyak is / MVo2). Bu durum reaktif oksijen radikalleri tarafindan
aktive edilen mitokondriyal uncoupling proteinleri araciligiyla gerceklesmektedir, GLUT-4
ekspresyonu ve aktivitesinin azalmasi neticesinde de kardiyak glikoz kullanimi azalmaktadir

[87].

Lipotoksisite

Diyabette miyokardiyal lipid birikimi gorilmektedir. Bu durum seramidler, diagilgliserol
veya okside edilmis fosfolipidler gibi lipid ara maddelerinin mevcudiyetinin artmasindan
kaynaklanmaktadir. Artmis seramid biyosentezi, ROS Uretimi ve apoptotik hiicre 6limi
lipotoksik hasar icin 6nemli bir mekanizmadir. Artmis seramid seviyeleri ayrica inflamatuar
sinyal yolaklarini aktive etmesine ve reaktif azot tirlerinin artmasina yol agmaktadir [87,

88].

Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS)

Diyabetik kardiyomiyopatinin gelisiminde RAAS'In aktivasyonunun roli iyi bilinmektedir.
DM’ta RAAS aktivitesi, kalpte oksidatif hasarin, kardiyomiyosit ve endotel hiicre apoptozu

ve nekrozunun ve interstisyel fibrozisin artmasiyla iliskilidir [89].
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Miyokartta aldosteron etkisinin antagonize edilmesi kardiyomiyosit hipertrofisi ve
miyokardiyal fibrozis agisindan yararli etkiler saglamaktadir [90]. STZ ile diyabet yapiimis
hayvanlarin kalplerinde kardiyak anjiyotensin Il reseptor yogunlugu ve sentezi artmaktadir

[91].

Bozulmus Ca*? tasinmasi

Uyarilma-kasiima esglesmesi, kalp kasilmasi igin ¢ok 6nemlidir. Kardiyomiyositin uyarilmasi,
L tipi Ca*? kanallar araciligiyla Ca*?un hiicre icine girmesine neden olur. Sarkoplazmik
retikulumdan (SR) Ca*? salinmasi tetiklenir ve aktin-miyozin képricikleri kurularak kasilma
gerceklesir. Gevseme icin ise Ca*?” un SERCA-2a ile SR’a aktif olarak geri alinmasi

gerekmektedir.

Hem tipl hem de tip2 diyabetik sicanlarda, riyanodin reseptérlerinin aktivitesinde azalma
ve sitozolde Ca*? birikimi gortlmektedir, SERCA-2a aktivitesi azalmakta ve SR’a Ca*? geri
alimi bozulmaktadir. Gevseme siirecindeki bozukluk ve artmis aksiyon potansiyeli suresi,

diyastolik fonksiyon bozuklugunun klinik bulgulariyla iliskili gérinmektedir [7].

insiilin tedavisi alanlarda SERCA-2a aktivitesi normallesmektedir [92]. Bu yiizden, bu

bozukluklarin hiperglisemi nedeniyle olustugu dislintlmektedir.

Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu

Mitokondri, yag asidi ve glikozun enerji Gretmek igin kullanildigi merkezdir ve bu nedenle
diyabetle bozulan yag asidi-glikoz dengesinden etkilenme olasilig yliksektir. Mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu kardiyomiyopati gelisimine katkida bulunmaktadir. Yiksek FA
oksidasyonunu takiben arttirlmis ROS {retimi, oksidatif stres ve hiicre hasarinin
tetiklenmesi buna sebep olan durumlardan birisidir [72]. Yag asidi kaynakli mitokondriyal
ATP sentezinin oksijensiz solunum ile olmasi, enerji tiretiminde azalmaya yol agmaktadir

[93].
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Bir sfingolipid olan seramid yag asitlerinin asiri artmasi sonucu ortamda birikmektedir ve
mitokondriyal solunum zincirini inhibe eder, mitokondriden sitokrom-C salinimini arttirir ve

apoptoza neden olur [94].

ileri glikasyon son iiriinleri (AGE)

Hiperglisemi kardiyomiyositlerde ileri glikasyon son trinlerinin (AGE'ler) olusumuna neden
olmaktadir. AGE’ler kronik hipergliseminin bir sonucu olarak hiicre iginde ve hiicre disinda
Uretilir. AGE'ler AGE reseptorleri (RAGE) ile etkilesimi takiben, vaskiiler ve miyokard
hasarina yol acan bir dizi olay ortaya ¢ikar artmis oksidatif stres, inflamasyon, diyastolik ve

sistolik disfonksiyon ile sonuglanan gelismis hlicre disi matris birikimini igerir [8].

Fibrozis

interstisyel ve / veya perivaskiiler fibroz gelisimi, diyabetik miyokardin diger bir yapisal
ozelligidir. Miyokard sertligini artiran miyokard fibrozisi, artmis hiicre disi matriksin 6zellikle
de kollajen birikiminin bir sonucudur. Bu durum &ncelikle sol ventrikiil gevsemesinde
bozulmaya ve ardindan sol ventrikil kasilmasinin azalmasina yol acar [4]. Bu da sol ventrikil
diyastolik dolumundaki bozukluklarla yakindan iliskilidir. Diyabetin neden oldugu kardiyak
fibrozise, AGE’ler, TGF-B1 upregiilasyonu da eslik etmektedir [95]. Hiperglisemi kardiyak

fibroblast ve vaskdler diiz kasda hiicre proliferasyonunun artmasina neden olur [96].

inflamasyon

Diyabet proinflamatuar bir durumdur. inflamasyonun kardiyovaskiiler bozuklugun gelisimi
ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi disitiniilmektedir. DCM ile ilgili yapilan calismalar
intramyokardiyal inflamasyonun varligini ispatlamaktadir. Makrofaj ve I6kosit
infiltrasyounda , inflamatuar sitokinler (IL-1 B, IL-6, IL-18, TNF- a ve TGF- B1) ve hiicre
adhezyon molekilleri (ICAM-1, VCAM-1) iretilmesinde artmis gozlenmistir [3]. ROS
upregulasyonunun ardindan, hipertansiyon, ateroskleroz, miyokardiyal iskemi ve kronik

kalp yetmezligi'ye 6nemli bir katkida bulunmustur [4].
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Diyabetes mellitusta kardiyovaskiiler hastalik ve TNF- a

T1DM ve T2DM, TNF- a ekspresyonu, oksidatif stres ve miyokardiyal fibroz dahil olmak
Uzere intramiyokardiyal inflamasyon ile deneysel olarak karakterize edilmistir. TNF-a, cesitli
biyolojik etkileri olan pro-enflamatuar bir sitokindir. Ayrica NF-kB sinyalini aktive ederek,
hayatta kalma ve proliferasyon, enflamatuar yanit ve hiicre yapismasi ve apoptotik
sireclerde yer alan bir¢cok sitokin transkripsiyonuna aracilik eder. TIDM hastalarinda
inflamatuar biyobelirtegle olan IL-6 ve TNF-a'nin vaskiler komplikasyonlarla iliskisi
incelemis ve bu biyobelirteclerin plazma seviyelerinin albliminiri, retinopati ve
kardiyovaskuler hastalik ile iligkili oldugu bulunmustur Asirit TNF-a seviyeleri sol ventrikiil
disfonksiyonu ve kardiyomiyopatiyi indlkleyebilir ve kalp kasilmasini olumsuz yénde etkiler
[97, 98] . Klinik ve deneysel calismalar ateroskleroz patogenezinde TNF-a'nin dnemini
gostermektedir. Anti-TNF- a antikor tedavisinin diyabetik kardiyomiyopatiyle iliskili
intramiyokardiyal inflamasyonu ve miyokardiyal fibrozu 6nemli olglde iyilestirdigini

gosteren veriler vardir [9].

Apoptotik ve nekrotik hiicre élimii

Diyabetik miyokartta apoptozla ya da nekrozla 6lim normal myosite gére daha fazla
goritlmektedir. Artmis hiicre 6limi, tip 1 ve tip 2 diyabetli insanlarin kalplerinde siklikla
gozlenir ve hem apoptotik hem de nekrotik hiicre 6limin icerir. Artmis miyosit apoptozisi
kan sekeri duzeyleri ile iligkilidir ve diyabetik kalpte kompanse edilmis dekompanse
hipertrofik duruma gecis stirecinde yer alir [4]. Apoptozisin molekiler mekanizmasi; ROS
uretimi, dolasimdaki enflamatuar sitokinler, TGF-B sinyal yolunun aktivasyonunu ve renin-
anjiyotensin-aldosteron sisteminin lokal aktivasyonunun artmasina baghdir [87].
Hipergliseminin bazi proapoptotik etkileri, p53'lin glikosilasyonu ve fosforilasyonuyla

tetiklenir [99].

Diyabetin neden oldugu kardiyomiyosit apoptozu siklikla artmis interstisyel fibrozis gibi

diger yapisal bozukluklarla birlikte ortaya ¢ikmaktadir.

Otofaji, normal fizyolojik sartlarda istenmeyen hiicreleri, hasar gormuis proteinleri veya

kusurlu organelleri ortadan kaldirmak icin devreye giren alternatif bir programlanmis hiicre



26

olim formudur [100]. Diyabet, ROS'un c¢esitli doku tiplerinde otofajiyi indlikledigi
gosterilmistir. Bununla birlikte kontrolsiiz otofaji; kanser, norodejeneratif bozukluklar ve

diyabet gibi cesitli hastaliklarda asiri hiicre 6limiine neden olabilmektedir [101].

2.8. Oksidatif Stres

Hiicrede normal metabolizma sirasinda enzimatik reaksiyonlarin ara tiriinler devamli olarak
serbest radikalleri olustururlar. Hicrede olusan ROS, "antioksidan savunma sistemleri"
mekanizmasiyla ortadan kaldirilir. Ancak ROS Uretimi hicresel savunma mekanizmasi
aracthigiyla ortadan kaldirilandan daha fazla ise viicutta oksidatif stres olarak tanimlanan

durum meydana gelir.

2.8.1. Serbest radikaller

Dis yoriingesinde bir veya daha fazla ciftlesmemis elektrona sahip bilesik veya elementlere
‘serbest radikaller’ adi verilir. Serbest radikaller, ciftlesmemis elektrondan gecerek
hiicrelere zarar verirler ve hiicre bilesenlerinin ve molekillerinin oksidasyonuna neden
olurlar (Sekil 2.5). ROS olan siiperoksit (0%), hidroksil radikali (OH) ve hidrojen peroksit
(H20,) gibi serbest radikal ve serbest radikal olmayan oksijen iceren molekdlleri ile reaktif

azot (RNS), demir, bakir ve kiikirt tirleri serbest radikaller arasinda sayilabilir [102].

Uretilen bu radikallerin membran lipitlerine, hiicre ici proteinlere ve niikleik asitlere etki
ederek bu makromolekiillerin yapi ve fonksiyonlari izerinde degisikliklere yol agtig1 ve

hiicresel hasar meydana getirdigi iyi bilinmektedir.

islenmis besinler, radyasyon, elektronik cihazlar, ilaglar, sigara, alkol, giines ve stres serbest

radikallerin olusmasinda rol oynar [103].

ROS normal metabolik siirecler icin gereklidir, 6zellikle sinyal yollarinda diisik seviyelerde
fizyolojik Oneme sahiptir, noéronlar ve makrofajlar tarafindan (retilen RNS,

norotransmiterler olarak ve immdnite aracilari olarak gorev yapar [104].
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Sekil 2.5. Serbest radikaller

2.8.2. Reaktif oksijen tiirleri Giretimi

Mitokondriyal solunum slirecinde, ATP Uretimi sirasinda glikoz ve diger substratlarin tam
metabolizmasi icin molekiler oksijen esastir. Bununla birlikte, normal oksidatif
fosforilasyon sirasinda, tiiketilen tiim oksijenin %0,4 ila 4'( serbest oksijen radikaline (0%
)dénusturalir. 0% daha sonra diger ROS ve RNS dénistirilebilir, Bu 02" normalde
antioksidan savunma tarafindan elimine edilir. Mitokondri icindeki 0%~ mitokondriyal enzim
siperoksit dismutaz SOD ile hizh bir sekilde H,O.'ye donustlriliir, H,02, daha sonra
glutatyon peroksidaz (mitokondri icinde) ile H,0 ve 0,'ye detoksifiye edilir veya sitozole
dagilir ve peroksizomlarda katalaz ile detoksifiye edilir. Cu veya Fe gibi indirgenmis gecis

metallerinin varliginda, H,O yiiksek oranda reaktif OH radikaline donustlrtlebilir [105].

2.8.3. Diyabette oksidatif stresin rolii

Oksidatif stres, yasam tarziyla iliskili hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynar.
Obezite, metabolik sendrom, diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik dahil olmak Uzere ¢ok
cesitli enflamatuar ve metabolik hastalik durumlari ile koreledir. Oksidatif stres, diyabetik
komplikasyonlarin gelisiminde kilit bir katihmci olarak kabul edilir. Diyabette sadece

ylkselen ROS olusmunda artis degil, antioksidan savunma sistemininde etkinligi azalir.

Diyabette ROS seviyesinin yikselmesi, 0% etkisizlestirilmesinden sorumlu olan enzimin
azalmasi, E vitamini, a-lipoik asit ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyelerinin azalmasi ve

H202'nin uzaklastirilmasindan sorumlu bir enzim olan eritrosit katalazindaki eksiklik,
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dokulari diyabetik komplikasyonlarin gelismesine yol acan oksidatif strese duyarl hale

getirir [106].

Hiperglisemi durumunda doért farkh yoldan serbest radikal Gretimi goralur: 1) Artan glikoliz,
artan NADH / NAD * ' oranini (redoks dengesizligi) takiben, gliserol-3-fosfat G3P'nin 3-
DPG'ye oksidasyon oranin artmasiyla sonuglanir. 2) Aktive sorbitol (veya polyol) yolu,
hiperglisemiyle hem sorbitol hem de fruktoz birikimine neden olur, glutatyon rediktaz
aktivitesinin azalmasi, ve NADH / NAD + oraninin arttirilmasina neden olur. 3) Glikozun
otooksidasyonu, H.0,, OH ve ketoaldehit gibi farkli serbest radikallerin olusmasina sebep
olur, bu molekiller DNA, protein ve lipid molekillerin yapisinda hasar olusturur ve ayrica
glikozun otooksidasyonu AGE’nin olusumu ile de yakindan iliskilidir. 4) Enzimatik olmayan
protein glikasyonlari, AGE'lerin olusumuyla sonuglanir, AGE, RAGE'lerle etkilesime girdikten

sonra oksidatif stres’nin olusumunu hizlandirmaktadir [107].

2.8.4. Oksidatif stres ve diyabetik kardiyomiyopati

Diyabetik kalp kasi mitokondrilerinde var olan hiperglisemi ve asiri yag asidi oksidasyonu,
kardiyomiyositlerde ROS birikmesine neden olmaktadir. ROS, proteinler, nikleik asitler ve
lipitleri okside ederek hiicrede yapisal bozukluklara ve hasara neden olmaktadir. Asiri ROS
Uretimi kalp yetmezligi gelisimi sirasinda kardiyak hipertrofiden fibrozise, kontraktil islev

bozuklugundan yetmezlige kadar tiim asamalarda yer almaktadir [7].

Mitokondriyal ROS iretimi NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, eslesmemis NO sentaz,

mikrozomal P-450 enzimleri ve arasidonik asit metabolizma yollariile etkilesmektedir [108].

Sitoplazmada artan glikoz oksidasyonu, artan mitokondriyal ROS Uretimine katkida bulunan
NADH gibi indirgen esdegerlerin seviyelerini arttirir. Diyabetin yol actigi oksidatif stresin
diger mekanizmasi, glikozun, fruktoz olusturmak {zere ayrica oksitlenen sorbitol
olusturmak lizere aldoz rediiktaz enzimi tarafindan indirgendigi poliol yolu boyunca yiiksek
hiicre ici konsantrasyonlarda glikozun metabolizmasidir. Aldoz rediiktaz, NADPH'yi ortak bir
faktor olarak gerektirir ve bu nedenle poliol yolu boyunca artan glikoz metabolizmasi,

NADPH'nin hiicre ici depolarinda es zamanli bir azalmaya yol acar [4].
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2.9. Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksijen, peroksitlerin tesvik ettigi oksidasyonu veya reaksiyonlari inhibe
ederek niikleik asitlerin, proteinlerin ve lipitlerin oksidasyonunu onleyebilir ve ROS'u etkisiz

hale getirebilir.

Antioksidan savunma, endojen veya eksojen olarak meydana gelebilir. U¢ genel endojen
antioksidan savunma tipi gorilir; ilk tip, timi ¢ogunlukla plazmada bulunan albiimin,

haptoglobin, ferritin ve seruloplazmin dahil antioksidan proteinlerdir [109].

ikinci tip, endojen antioksidanlar B-karoten E ve C vitaminide ve de dahil olmak {izere kiigiik
molekulli antioksidanlardir. Flavonoidler dahil diger antioksidan bitki fenolleri, ve dnemli

antioksidan enzimleri olusturan temel mineraller.

Uclincii tip, SOD, GPX-1 ve katalaz (CAT) dahil olmak {izere enzimatik antioksidanlardir. Bu
enzimler ¢ogu memeli hicresinde Uretilir ve hiicresel oksidatif stres seviyelerinin iyi
gostergeleridir. Asirt miktarda Uretilen ROS, oOzellikle sliperoksit, bircok kardiyovaskiler
hastaligin patogenezinde rol oynar. Siperoksitin vaskiler seviyeleri SOD tarafindan

diizenlendiginden, SOD'un Kardiyovaskiiler hastaliklarda rolii son derece 6nemlidir [110].

2.9.1. Paraoksonaz-1 (PON-1)

Paraoksonaz-1(PON-1), kalsiyum bagimli glikoprotein yapida olan bir ester hidrolazdir.
PON-1, hem arilesteraz (ARE) hem de paroksonaz (PON ) aktivitelerine sahiptir. Serumdaki
PON-1 aktivitesi, klasik olarak enzimatik fonksiyonu izlemek i¢in kullanilan substrattan, yani
paraoksonaz aktivitesinden (substrat olarak paraokson kullanilarak) ve arilesteraz

aktivitesinden (substrat olarak fenil asetat kullanilarak) adlandirilir [111].

Paraoksonaz-1 (PON-1) cesitli dokularda eksprese edilir, ancak esas olarak yiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iliskili olarak karacigerde sentezlenir ve kana buradan
salgilanir. Paraoksonaz-2 (PON-2) tiim insan dokularinda eksprese edilir, ancak dolasimda
bulunmaz. Paraoksonaz- 3 (PON-3) PON1 gibi, karacigerde sentezlenir ve HDL ile iliskili

oldugu serumda, ancak PON-1 ile karsilastirildiginda daha diisik konsantrasyonlarda
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bulunur. PON-2 ve PON-3'lin her ikisi de antioksidan 6zelliklere sahiptir ancak paraoksonaz

veya arilesteraz aktivitelerinden yoksundur [112].

Esterazlar vicutta ilaglarin temizlenmesinde énemli bir rol oynayabilir, diger tim serin
hidrolazlar gibi, organofosfatlari, kolinesterazi inhibe eden bilesikleri ve karboksilesterazlari

parcalama yetenegine sahiptir [113].

PON-1 aktivitesi hem genetik polimorfizmlerden hem de yas, cinsiyet, yasam tarzi ve

farmasotik midahaleler dahil cevresel faktorlerden etkilenir [114].

Plazmada yuksek yogunluklu lipoproteine bagli, antioksidan bir enzim olan paraoksonazin,
disik yogunluklu lipoprotein ve HDL'yi serbest radikallerle olusan oksidasyona karsi

korudugu ve oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir [115].

PON1'in LDL oksidasyonunun, kolesterol akisinin, monosit baglanma ve goglinin, plak
inflamasyonunun ve ayrica okside fosfolipitlerin yikilmasinin yani sira ateroskleroz ve plak

olusumunun azaltilmasinda rol oynadigi gosterilmistir [116, 117].

ilgili literatiir koroner kalp hastalig olaylarinin bagimsiz bir belirleyicisi olarak diisiik serum

PON1 aktivitesini desteklemektedir [118].

kardiyovaskiiler hastalik, miyokard enfarktiisii , hiperkolesterolemi, metabolik sendrom ve
tip 2 diyabet hastalari gibi riski yliksek olan hastalarda serum PON-1 aktivitesinin azaldigi

gosterilmistir [119, 120].

Tip 1 ve Tip 2 diyabette PON1 aktivitesinin azaldigi pek ¢ok calismada gosterilmistir. Bu
azalmanin diyabetik hastalarda okdidatif stresin artmasi sonucu antioksidan kapasitenin
azalmasina bagh olabilecegi dislinilmektedir [121]. Diyabetiklerde PON1’'in azalma
mekanizmasi tam bilinememektedir. Fakat asirt artmisAGE ile iliskili olabilecegi
distndlebilir. Glikasyon hem PON’1 inaktive eder hem de HDL {zerindeki lipid

peroksidasyonun arttirir [122]
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2. 10. Adropin

Adropin etimolojik kdkeni Latince “aduro” [ates etmek] ve “pinquis” [yaglar]
kelimelerinden gelen ve 76 aminoasit iceren bir proteindir. Merkezi sinir sisteminde
adropini kodlayan Enerji Homeostaz iliskili (Enho) geninin yiiksek diizeyde ekspresyonu
gozlenmistir. Ayrica bu genin eksepresyonu karaciger bobrekler, kalp ve pankreas gibi

cesitli dokularda ve viicut sivilarinda da gosterilmistir [14].

Adropinin metabolik regiilasyon, insilin duyarliigi ve endotel fonksiyonlarinda énemli bir
endokrin faktor oldugu ileri strilmektedir [14, 123, 124]. Yine bir ¢ok laboratuvar
tarafindan adropin immdiinoreaktivitesinin fare, insan olmayan primat ve insanin plazma ve

serumlarinda da bulundugu rapor edilmistir [125].

Adropin, ticari ELISA kitleri kullanilarak plazma, serum ve diger vicut sivilarinda;
immiinhistokimyasal olarak da dokularda tespit edilebilmektedir [126]. Ayrica peynir ve
sutte de varlig gosterilmistir. Adropin kandan site ya diflizyon yada aktif tasima ile

gecmekte veya meme bezi tarafindan sentezlenmektedir [127].

2.10.1. Karaciger enho ekspresyonunun diizenlenmesi

Karaciger Enho ekspresyonu agliktan ve diyetin makro besin igeriginden etkilenmektedir.
Yag icerigi ylksek diyetin kisa sireli aliminda ekspresyon artarken, kronik alimda
azalmaktadir. Bu sonugclar, adropinin beslenme ve acglik sirasinda metabolik homeostazin

dizenlenmesinde rol aldigini gbstermektedir [14].

Orphan G proteine bagl reseptor ( GPR19), potansiyel bir adropin reseptoriirdir. GPR19
daha c¢ok serebellum , kaudat niikleus, putamen, talamus, hipotalamus, hipokampus,
frontal korteks ve olfaktory ampuliinde ekspre edilir. GPR19 (zerinden sinyal iletimi

serebral néronlarda ERK ve Akt fosforilasyonunu arttirir [128].

2.10.2. Adropin ve karbonhidrat-lipit metabolizmasi

Enho geninin karacigerde ekspresyonu diyete bagli olarak degismektedir. Adropinin asiri

ekspresyonuna bagh azalmis adipozite, viicut agirhgindan, gida alimindan ve enerji
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harcamasindan bagimsiz olarak glikoz homeostazindaki iyilesme ile iliskili bulunmustur

[14].

Adropin ozellikle glikoz ve yag asitleri basta olmak (izere metabolik homeostazin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Plazma adropin diizeyleri beslenme ile

arterken, aclkta azalmaktadir.

Peptit hormonu olan adropinin beslenme ve acglk doéngilsu sirasinda kasta substrati
oksidasyonunun diizenlenmesinde yeni bir roliinii belirlenmistir. Adropin ile farmakolojik
tedavi, glikoz kullanimini artirma potansiyeline sahiptir. Bu nedenle adropin, instlin direnci

ve tip 2 diyabetle miicadele icin tedaviler gelistirmek icin umut verici bir aday olabilir [129].

Adropinin sistemik uygulamasinin obez ve prediyabet farelerde piruvat dehidrojenaz
aktivitesini gelistirerek kardiyak yag asidi oksidasyonunu azaltip glikoz oksidasyonunu
artirdigl gosterilmistir. Bu nedenle adropin diyabetik kardiyomiyopatinin tedavisi igin

gelecekteki potansiyel bir terapotik yolu temsil eder [130].

Adropinin iskelet kaslarinda instlinin hiicre i¢ sinyal yolak aktivasyonunu, insilin reseptor

eksepresyonunu , glikoz toleransi artirdigi ve insilin direncini azalttigl gésterilmistir [125].

Obeziteyle ya da basit karbonhidrat tiketimi ile iliskili adropin eksikligi, insilin direnci ve

metabolik sendrom gelisme riskini artirabilmektedir [123].

ELISA kullanilarak yapilan 6l¢iimlerde, STZ ile diyabet yapilan sicanlarda beyin, serebellum,
bobrekler, kalp, karaciger ve pankreasta adropin seviyelerinin kontrol farelerine kiyasla

daha yiksek oldugu gosterilmistir [131].

Celik ve ark. GDM'deki maternal ve fetal adropin dizeylerinin kontrol grubundaki normal
bireylere gore daha diislik oldugunu bulmuslardir [132]. GDM'li kadinlarda anne siitlinde

bulunan adropin miktarlari, normal gruplaria kiyasla 6nemli élclide azalmistir [127].

Tip 2 diyabet modeli olusturulmus sicanlarda adropinin glikoz ve lipid metabolizmasi

Uzerine etkisinin incelendigi bir calismada serum glikoz ve HbA1lc degerlerini distrdigind,
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insilin seviyeleri arttigini gosterilmistir. Yine adropinin, artan TNF-a ve indiklenebilir iNOS

MRNA ekspresyonu azalttigi belirlenmistir [133].

2.10.3. Adropin ve kardiyovaskiiler hastaliklar

Kalp hastaliklari diinyada bulunan en yaygin kronik hastaliklardan biri olup morbidite ve
mortalitenin 6nde gelen nedeni olmaya devam etmektedir. Adropinin kardiyovaskiler
sistem ile olan iligkisini ortaya koyan kanitlar oldukga fazladir. Daha dnce belirtildigi gibi

adropin immunoreaktivitesi, kalp dahil birgcok dokuda tespit edilmistir [131].

Kalp hastaligi olanlar ile saghkli katilimcilar arasinda plazma adropin dizeyleri
karsilastirildiginda anlamli derecede fark ortaya ¢cikmaktadir. Kalp yetmezligi siddeti arttikca

plazma adropin seviyeleri de artmaktadir [134].

Adropinin miyokard infarktlisi (MI) ile iliskili streclere katilimini inceleyen ¢alismalarda
farkli sonuglar ortaya konulmustur. Adropin, Ml'nin neden oldugu miyokardiyal kas
yaralanmasi sirasinda kan dolasimina salinmakta, enfarktlistan 1 saat’e sonrasina kadar
yuksek diizeyde kalmaktadir [135]. Akut MI gecirmis hastalarda ise serum adropin
dizeylerinde azalma goriilmektedir. Koroner arter hastaligi olanlarda adropin diizeyi ile
akut MI varligi arasinda negatif bir iliski oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, adropinin
hastalarinda Koroner arter hastaligi AMIl'yi 6ngérmede yeni bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegini ortaya koymaktadir [136].

Kardiyak Sendrom X hastaligi; koroner arter tikanikhgindakine benzer gogus agrisi tarifleyen
hastalarda, elektrokardiyografik egzersiz testi pozitif olmasina ragmen anjiyografide
koroner arterlerde herhangi bir problem tespit edilemeyen durumlarda kullanilan bir
tanimlamadir[137]. Kardiyak Sendrom X'li hastalarda serum adropin diizeyleri disuk
bulundugu icin adropinin Kardiyak Sendrom X patofizyolojisinde rol alabilecegi

dustnidlmektedir [138].

Endotelyum vaskiiler homeostazin korunmasinda 6énemli bir rol oynamakta, endotel
disfonksiyonu ise kardiyovaskiler hastaliklarin gelisimine ve ilerlemesine sebep olmaktadir

[138].
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Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimi araciligiyla L-Arjinin amino asidinden
sentezlenen NO, vaskiiler tonlsiin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Dislik seviyelerde
NO endotel disfonksiyonu ile iliskilidir, adropin, endotel fonksiyonun korunmasinda ve
diizenlenmesinde rol almakta [135] ve endotelde eNOS ekspresyonunu artirmaktadir. Bu

yuzden adropin eksikligi, endoteldeki diisiik NO biyoyararlanimiyla iliskilidir [136].

Adropin eNOS ekspresyonunu, VEGFR2-fosfatidilinositol 3-kinaz-Akt ve VEGFR2-hlicre disl
sinyali dizenlenmis kinaz 1/2 yolaklarini kullanarak artirmaktadir. Femoral ligasyondan 28
glin sonra adropin ile tedavi edilen farelerden izole edilen gastroknemius kaslarinda, 6nemli

Olclde yliksek VEGFR2 protein seviyeleri ve daha ylksek eNOS diizeyleri gosterilmistir [17].

Hipoksi ve disik glikoz, beyin endotel hiicrelerinde, Enho ekspresyonunu ve adropin
diizeylerini dnemli 6l¢ctide azaltir. Adropin ile tedavi, hipoksi / diistik glikoz'un neden oldugu
beyin endotel bariyer hasarini azaltir. RHo ile iliskili kinaz (ROCK) aktivitesinin ve miyozin
hafif zincir 2 fosforilasyonunun inhibisyonu ile endotelyal hiicre gecirgenligini azalttigi
bulunmustur. Bu bulgular adropinin,beyin iskemik kosullar sirasinda endotelyal bariyer

disfonksiyonuna karsi korudugunu disiindiirmektedir[139].

Literatiirdeki Bu Bilgilerin Isiginda

Calismada; T1DM sicanlarda, sistemik adropin uygulamasinin; kardiyovaskiler sistem
Uzerine etkilerini belirlemek amaclandi. Bu amacgla; kronik diyabetik sicanlara, sistemik
adropin uygulamasi sonrasi kalp dokusu ve aortada dokularin mikroskobik
degerlendirilmesinin yanisira, oksidan-antioksidan, paraoksonaz, arilesteraz dizeyleri,
vaskiler endotelyal bliyiime faktori (VEGF) ve timor nekrozis faktor alfa (TNF-a) degerleri

tespit edildi.
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3. GEREG VE YONTEM

Gazi Universitesi Etik -18.064 kod numarali etik iznine istinaden, bu calisma Gazi
Universitesi Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM)'da ve Gazi

Universitesi Tip Fakdiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirildi.
3.1. Kullanilan Geregler ve Maddeler

3.1.1. Deney hayvanlan

Calismamizda yetiskin, agirliklari 180-250 gram arasinda degisen 50 adet erkek Wistar
Albino sican kullanildi. Sicanlarda yapilan deneyler GUDAM’da gerceklestirildi. Sicanlar
beserli gruplar olacak sekilde ayri kafeslerde tutuldu. 12 Saat aydinlik-karanhk siklusunda,

24 + 2 °C'lik ortamda, standart sican yemi ve musluk suyu ile ad libitum olarak beslendi.

3.1.2. Laboratuvar cihazlari

J Elektronik hassas tarti (Sartorius Basic, Almanya)
. Sonikator (Sonics model:vibra cell)

) Sogutmali masalisti santriftij (MPW-350R)

. Bioelisa Reader ( Biokit model )

J pH metre (EUTECH INSTRUMENT model cyberscan)
J LifeChek compact TD-4283 Glukometre

J Keto-Diastix glukoz dlglim stripleri

. Metabolik Kafes

) Buzdolabi +4°C (Electrolux ), -20°C (ARISTON)

. -40 °C derin dondurucu (SANYO) ULTRA LOW

. -80 °C derin dondurucu WISECRYO , WUF-400

J Azot tanki

. Cerrahi aletler (makas,pens,bistiiri sapi)

) Steril Enjektor (5ml) (Beybi)

. Steril Enjektér(10ml) P_MED

) instlin Enjektor (Beybi)
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. 0,2-0,5-1,5-2 ul Lik ependorf tipler

J Otomatik pipetler, ISOLAB (100-1000 MI), NICHIRYO(10-100), SOCOREX (2-20)
. Isiticil manyetik karistirci ASSISTENT

J Nokta vuruslu yazici (EPSON)

. Vorteks (NUVE)

J Mor kapakl EDTA’l kan tipl 4 ml ( BD VACTAINER)

J Distile su cihazi (MES)

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

. Streptozotosin (STZ) ( Sigma, ABD)
. Tri-natriumcitrat-2-hydrat
o Adropin(34-76) (PHOENIX PHARMACEUTICALS)

J Fosfat tamponlu salin

3.1.4. Kullanilan kitler

TAS 6lciimi Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay, Turkey).
TOS 6l¢iimi Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay, Turkey).
Paraoksonaz 6l¢cimi Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay,Turkey).

Arilesteraz 6lcimi Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay, Turkey).

Deneye baslamadan 6nce bitiin hayvanlar 8 saatlik achgl takiben tartildi ve kuyruk

veninden kan alinarak aclik kan sekeri (AKS) 6lculd.

3.2. Deneysel Diyabet Olusturma

Streptozotosin STZ : TIDM modelinin olusturulmasi i¢in 0,1 Molar (pH: 4.5) soguk sitrat
tamponunun (Tri-natriumcitrat-2-hydrat 2,941g) 1 ml’sinde c¢6zinen 65mg/kg
Streptozotosin (STZ) tek doz, i.p. olarak sicanlara uygulandi [140]. STZ uygulamasindan 72
saat sonra, 8 saat onceden a¢ birakilan hayvanlarin AKS'leri tespit edildi ve AKS'leri
250mg/dl Gzeri olanlar diyabet kabul edilip diyabet grubuna alindi. TIDM olusumundan

sonra, diyabetin stabilizasyonu icin uygun bir slre (yaklasik 2 hafta) beklendi. Bu arada
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haftalik olarak AKS bakilarak kontrol yapildi. (Kullanilan STZ, ¢alisma zamanina kadar -
20°C’de buzdolabinda saklanmistir.)

Sitrat tamponunun hazirlanmasi :
Tri-natriumcitrat-2-hydrat (294,1 gr/mol), 2,94 gr elektronik tarti (hassas terazi) iletartildi,

distile su ile 100 ml’e tamamlandi, pH 4.5’e HCl ile ayarlandi .

3.3. Adropin Tedavisi Adropin (34-76) (Human, Rat, Mouse) 100 microgram

Adropinin molekiler formli 76 aminoasit icermektedir, molekdl agirligi ise 4499.9 Dalton
(Da)’dur. STZ uygulamasindan 8 hafta sonra [141] adropin uygulamasina baslandi.
Uygulama %0.9 SF ile ¢6ziinen 450 nmol/ kg (0.5 pg/kg ) adropin 10 giin sureyle, glinde 2
defa (saat 09:00 ve 16:00) i.p. enjeksiyon ile yapildi [14, 132]. (Calismada kullanilan adropin
hormonu PHOENIX PHARMACEUTICALS, INC firmasindan temin edilmistir. Calisma

zamanina kadar -20°C de buzdolabinda saklanmistir).

3.4. Deney Gruplan

Calismadaki sicanlar rastgele olarak 4 gruba ayrildi. Kontrol Grubu (n =12), Kontrol +

Adropin Grubu (n=12), Diyabet Grubu (n=13), Diyabet +Adropin Grubu (n= 13).

Cizelge 3.1.Calismanin Deney Gruplari

Hayvan .. STZ .. STZ ’.‘.d'.r.°'3"’.. Adropin
sayisi (n) ¢Ozliclisu cliziicisu
Kontrol
Grubu 12 ¥ *
Kontrol
Adropin 12 + + +
Grubu
Diyabet
Grubu 13 + + +
Diyabet
+Adropin 13 + + + +
Grubu

Kontrol grubu (K) (n=12) : Hayvanlar 8 saatlik achgi takiben tartildi ve kuyruk veninden kan

alinarak AKS bakildi. Hayvanlara intraperitoneal (ip) 1 ml STZ ¢6zliciisi [0,1 Molar (pH: 4.5)
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soguk sitrat tamponu] tek doz olarak enjekte edildi. 72 saat sonra AKS bakildi. Hayvanlara
8 haftadan sonra 10 giin siireyle, giinde 2 defa % 0,9 SF ile (adropin ¢ozlcusi) ip
enjeksiyonu yapildi. Son uygulamadan 1 giin sonra hayvanlar AKS’ leri ve beden agirliklari

tespit edilip derin anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak feda edildi.

Kontrol + Adropin grubu (KA) (n=12) : Hayvanlar 8 saatlik aghg: takiben tartilidi ve kuyruk
veninden kan alinarak AKS bakildi. Hayvanlara intraperitoneal (ip) 1 ml STZ ¢6zlicilsu [0,1
Molar (pH: 4.5) soguk sitrat tamponu] tek doz olarak enjekte edildi. 72 saat sonra AKS
bakildi. Hayvanlara 8 haftadan sonra 10 giin boyunca giinde 2 defa, ip % 0.9 salinde
¢ozlinen 450 nmol/ kg Adropin uygulamasi yapildi. Son uygulamadan 1 giin sonra hayvanlar
AKS'leri ve beden agirliklari tespit edilip derin anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak

feda edildi.

Diyabet grubu (D)(n=13): Hayvanlar 8 saatlik agligi takiben tartildi ve kuyruk veninden kan
alinarak AKS bakildi. Daha sonra tek doz 0.1 Molar (pH: 4.5) soguk sitrat tamponunda
¢oziinen 65 mg/kg STZ ip olarak uygulandi. STZ uygulamasindan 72 saat sonra hayvanlarin
AKS leri bakildi 250 mg/dl ve lzeri olanlar diyabetik olarak ayrildi. Diyabet yapilan hayvanlar
diyabetin stabilizasyonu icin 2 hafta beklendikten sonra kan glikoz diizeyi 250 mg / dL ve
daha yiksek olan hayvanlar gruba alindi. STZ uygulamasindan 8 hafta sonra (sicanlara 10
gin boyunca, glinde 2 defa), adropinin ¢dzliclsi (%0,9 salin) ip enjeksiyon ile uygulandi.
Son uygulamadan 1 giin sonra hayvanlar AKS’ leri ve beden agirliklari tespit edilip derin

anestezi altinda intrakardiyak kan alinmasi ile feda edildi.

Diyabet + Adropin grubu (DA)(n= 13) : STZ ile diyabet yapilan hayvanlarda diyabetin
stabilizasyonu i¢in 2 hafta beklendi. Kan glukoz diizeyi 250 mg / dL ve daha yiksek olanlar
gruba alindi. STZ uygulamasindan 8 hafta sonra sicanlara 10 gilin boyunca glinde 2 defa, ip

olarak % 0,9 salinde ¢6zlinen 450nmol/kg/giin Adropin uygulamasi yapildi.

3.5. Anestezi ve Feda Edilme islemleri

Son Adropinin uygulamasindan 1 giin sonra hayvanlar AKS’leri ve beden agirliklar tespit
edilip Ketamin-Ksilazin (45-5mg/kg) anestezisi altinda intrakardiyak kan alinmasi ile feda

edildi.
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Feda edilen sicanlarin kalpleri ve aortlari alindi. Her grupta 6 hayvana ait kalp ve aort
histolojik incelemeler i¢in ayrildi ve formalinle fikse edildi. Diger 7 hayvana ait dokular kalp

(sol ventrikiil ve sol atrium) ve aort sonraki biyokimyasal calismalar icin -80°C de saklandi.

Calisma surresince 6lglilen parametreler:

Beden Agirliklari: Beden agirhginin tespiti, calisma siresince 3 kere yapildi. 1.6l¢lim:

¢alismanin basinda, 2. 6l¢im: adropin verilmeden 6nce, 3. 6l¢iim : feda edilmeden 6nce

Kan glukoz dizeyleri: Kan glukoz dizeyleri (AKS) ¢alisma siresince glukometre (LifeChek
compact TD-4283 Glukometre) ile haftalik olarak hayvanlarin 8 saatlik agligini takiben

kuyruk veninden kan alinarak bakildi.

Alinan Sivi - Cikarilan idrar miktarlar: Bitiin gruptaki hayvanlar metabolik kafese
yerlestirildi. Metabolik kafeste kaldiklari 16 saat boyunca aldiklari su ve ¢ikardiklari idrar
miktari gozlendi, ol¢limleri alinip kaydedildi. Bu olgiimler calisma sliresince 3 defa

tekrarlandi.

1.6lciim: STZ uygulamasindan 3 hafta sonra, 2.6l¢ciim: adropin uygulamasindan once, 3.

Ol¢clim: hayvanlar feda edilmeden 6nce.

idrarda Glikoz, keton diizeyleri Keto-Diastix glukoz 8lgiim stripleriyle 6lcildii.

3.6. Dokuda Total Antioksidan (TAS) , Total Oksidan (TOS,) Paraoksonaz (PON)
,Arilesteraz (ARE) tayini

Kalp (sol ventrikil ve sol atrium) ve aort dokulari gram doku basina 9 ml soguk fosfat
tamponlu salin(PBS) ile buzlu ortamda homojenize edildi, homojenat 5 dk siire ile 3000
rpom’de, +4 C de santrifiij edilip elde edilen slipernatanlar, calisma yapilana kadar -80°C’ de

saklandi.
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Fosfat tamponlu salin hazirlanisi (PBS): 8g NaCl, 0,2g KCl, 1,44g Na2HPo4, 0,24g KH2PO4,
800 ml distile su icinde ¢ozulir, 0.1 M HCl ile pH 7.4'e ayarlantiktan sonra distile su ile 1

litreye tamamlanir.

3.6.1. TAS galisma yoéntemi:

TAS 6l¢cimi Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay, Turkey).

Test calisma prensibi: Numunedeki antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS radikal
sollisyonunu, renksiz ABTS formuna gevirir. 660nm absorbansdaki degisim total antioksidan
miktariyla alakahdir. Kitin kalibrasyonu E vitamini benzeri Trolox Equivalent adi verilen

stabil antioksidan standardi ile yapilir (mmol Trolox equiv. /L).

3.6.2. TOS c¢alisma yontemi:

TOS 6lcimi Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay, Turkey).

Calisma prensibi: Numunedeki oksidanlar ferrik iyonla birlesik ferréz iyon-kiskacini oksitler.
Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan molekuller ile cogaltilir.
Ferrik iyon asidik ortamda kromojen ile renkli bir bilesik olusturur. Spektrofotometrede
Olclilen rengin koyulugu numunedeki oksidan molekillerin toplam miktarini verir. Kitin
kalibrasyonu hidrojen peroksit ile yapilir. Sonuclar litre basina diisen mikromol hidrojen

peroksit olarak verilir. (umol H20; Equiv./L).

3.6.3. Paraoksonaz(PON) ¢alisma yontemi:

Paraoksonaz 6lcimu Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay, Turkey).

Calisma prensibi: Ornekteki paraoksonaz enzimi reaksiyon ortamindaki paraokson
substratini hidroliz eder ve aciga ¢ikan Uriinlin absorbans artisi, absorbans spektrumuna
uygun dalga boyunda kinetik olarak izlenir. Nonenzimatik hidroliz degeri, 6rnek degerinden
cikarilarak enzimatik aktiviteye ait net degerler hesaplanir. Sonuclar dakikada bir

mikromolar substratin hidrolizine esit olan Unite/Litre cinsinden ifade edilir.
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3.6.4. Arilesteraz(ARE) ¢alisma yontemi:

Arilesteraz 6lcimi Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay, Turkey).

Galisma prensibi: Arilesteraz enzim aktivitesi ile fenilasetati hidrolize ederek fenol ve
asetata ayirir. ve aciga ¢ikan triniin absorbans artisi, absorbans spektrumuna uygun dalga
boyunda kinetik olarak izlenir, Absorbans, 270 nm'de 3 dakika izlendi, enzimatik aktiviteye
ait net degerler hesaplanir. Sonuglar dakikada bir mikromolar substratin hidrolizine esit

olan K Unite/Litre cinsinden ifade edilir.

3.7. Histolojik Calisma

3.7.1. Hematoksilen-eosin boyama yontemi

Deney gruplarina ait kalp ve aort dokulari %10’luk nétral formaldehitte tespit edilerek
ardindan rutin histolojik takip yontemlerinden gegcirildi. Elde edilen parafin bloklardan
mikrotom ile 4 um kalinliginda kesitler alindi ve deparafinizasyon islemi gergeklestirildi.
Siraslyla azalan alkol serilerinden (%100, %96, %90,%80, %70, %50) gecirilen lamlar havada
kurutulduktan sonra 10 dakika akar suda yikandi. Harris Hematoksilen boya soliisyonunda
10 dakika boyanan kesitler boyanma sonrasi 10 dakika akar suda yikandi. Yikama sonrasi
asit-alkol karisimina batirilip ¢ikarilan kesitler 10 dakika daha akar suda yikandi ve ardindan,
10 dakika Eosin boya sollisyonunda bekletildi. Kesitler 10 dakika daha akar suda yikanarak
artan dereceli alkol serilerinden (%50, %70, %80, %96, %100) gecirildi. Ksilole alinan
kesitler daha sonra kapama mediumu olan entellan ile kapatildi. Leica DM 4000B
(Germany) goruntili analiz sisteminde incelenerek elde edilen goriintiler Leica LAS 4.9 v

programinda degerlendirildi.

Aort dokularina ait T. intima kalinligi Image) programi (Java-based software program,

National Institutes of Health) kullanilarak 6l¢ild.

3.7.2. Masson’un trikrom boyamasi

Tim deney gruplarina ait 4 um kalinhgindaki kalp ve aort kesitleri deparafinizasyon

isleminin ardindan, 2 kez 3 dakika %100’llik etil alkolden ve ardindan sirasiyla %90, %80,
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%70 ve %50 azalan etil alkol serilerinden gecirildi. Boyamaya hazir hale getirilen kesitlere
Masson Trichrome Stain Kit (Light Green) Masson 1929 (Kod: RRSK20-100,Atom Scientific
Ltd, Cheshire, UK) kiti uygulandi. Haematoxylin Weigert’s A ve Haematoxylin Weigert ‘s B
sollisyonlari esit oranda karistirildi ve sonug¢ olarak Weigert Hematoksilen karisimi
hazirlandi. Kesitler suda yikamanin ardindan, Weigert'in Demirli Hematoksilen sollisyonu
ile 20 dakika boyandi. Tekrar hizlica yikanan kesitler %1’lik asit alkol sollisyonunda
farklandirilarak 5 dakika Ponceau Fuchsin soliisyonunda boyandi. Boyama sonrasi distile su
ile yikanan kesitler %1’ lik fosfotungustik asit soliisyonunda 15 dakika mordantlastirildi.
Light green sollisyonu ile 5 dk boyanan kesitler yikamaya alindi ve artan alkol serilerinden

gecirilerek ksilol sonrasinda entellan ile kapatildi.

Deney gruplarina ait kalp ve aort dokularindaki kollajen lif yogunlugunu belirlemek icin
yapilan bu boyama sonucunda nukleuslar mavi-siyah; sitoplazma kirmizi ve kollagen lifler
yesil olarak izlendi. Dokulardaki kollajen lif yogunlugunu belirlemek amaciyla Imagel
programi (Java-based software program, National Institutes of Health) kullanilarak tiim

alandaki kollajen lif alan ytzdesi 6l¢tld.

3.7.3. immiinohistokimyasal yontem

Deneklere ait kalp ve aort dokulari, timor nekrozis faktor alfa (TNF-a) (bs-2081R, Bioss) ve
VEGF (bs-1957R,Bioss) antikorlariyla yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda,

immureaktivite agisindan degerlendirildi.

Kesitler polilizinli lamlara alinarak deparafinizasyon ve rehidratasyon islemleri
gerceklestirildi. Tim dokulara, sitrat buffer (Ph 6.0) (Lot: 9003LT13610, Lab vision, Fremont,
USA) ile retrival islemi uygulanarak, 20 dakika oda sicakhginda sogumaya birakildi. Daha
sonra, PBS (Phosphate Buffer Saline) (ph:7.4) ile kesitler 4 kez 3 dakika boyunca yikandi.
Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek icin 15 dakika boyunca 3%’liik hidrojen
peroksit ile inkiibe edilen kesitler islem sonrasinda tekrar PBS ile yikandi. Serum blok
solisyonuna 5 dakika maruz birakilan dokular, yikanmadan TNF- a ve VEGF primer
antikorlari (dillisyon ; 1/100) ile, +4 derecede bir gece inklbe edildi. Tekrar 4 kez 3’er dakika
PBS’de yikanan kesitlere 10 dakika boyunca biotinli sekonder antikor uygulandi ve primer

antikora baglanmasi saglandi. PBS ile tekrar yikanan kesitler, sonrasinda 10 dakika
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streptavidin peroksidaz enzim kompleksi ile konjuge edildi. PBS ile tekrar yikamanin
ardindan imminreaktiviteyi ortaya ¢ikarmak icin kesitler diaminobenzidine (DAB) substrati
iceren kromojen ile inklbe edildi. Mayer’ in Hematoksileni zemin boyasi olarak kullanilarak
zit boyama vyapildi. Azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler daha sonra ksilolde
bekletilerek entallan ile kapatildi. Leica DM 4000B (Germany) goriintili analiz sistemi ve

Leica LAS 4.9v programi kullanilarak incelenenen kesitler degerlendirildi.

Tim deney gruplarina ait dokularin, TNF-a ve VEGF antikorlarina ait immunohistokimyasal
degerlendirmeleri Imagel programi (Java-based software program, National Institutes of

Health) ile TNF-a ve VEGF pozitif alan ylizdesi olgllerek yapildi.
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4.BULGULAR

Elde edilen veriler ortalama * standart sapma olarak belirlendi. istatistiksel analiz igin SPSS
21 programi kullanildi. Deney hayvanlarinin ¢alismanin basinda, adropin uygulanmasindan
once ve sonra, beden agirliklari, AKS, alinan sivi ve cikarilanan idrar miktarlari 6lctimlerinin
degerlendiriimesinde Paired Samples t- Test (Bagimh Orneklem t-Testi) kullanildi. Gruplar
arasi degerlendirme ise two-way ANOVA ve Posthoc Tukey testi ile yapildi. Degiskenler
arasindaki iliskilerin belirlenmesinde ise Pearson r’si kullanildi. P< 0,05 degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

4.1. Calisma Siiresince Olgiilen Parametreler

4.1.1. Beden agirliklari diizeyleri

Beden Agirliklari Diizeyleri

400
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250 # #
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B 1. 6lcim ™2, 06lgim M 3. 6lgim

o O o
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Sekil 4.1. Hayvanlarin beden agirlklari diizeyleri

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K: Kontrol, KA: Kontrol +Adropin, D: Diyabet, DA: Diyabet +Adropin

# K ve KA gruplariile,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

1.6lcim: calismanin basinda, 2. Olciim: adropin verilmeden o6nce, 3. 6lcim: o6tenazi
yapilmadan 6nce
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e Gruplar arasi karsilastirma: p<0,01: 2. 6l¢ K/D, K/DA, KA/D, KA/DA
p<0,01: 3.6l¢ K/D, K/DA, KA/D, KA/DA
e Grup ici karsilastirma: p<0,01: K grubu: 1.6l¢/2.6l¢, 1.6l¢/3.6l¢,
p<0,01: KA grubu: 1.6l¢/2.6lg, 1.6l¢/3 olg.

K ve KA gruplarindaki sicanlarin beden agirliklari 2. 6l¢iim ve 3.6lcim degerleri D ve DA
gruplarinin 2. dlcim ve 3. 6lcimiine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis

gozlendi (p<0,01).

Grup igi karsilastirmada K ve KA gruplarindaki hayvanlarin 2. ve 3. élgiimlerinin deneyin
basinda yapilan 1. 6lciime gore anlamli sekilde yiksek oldugu tespit edildi (p<0,01). Diyabet

geruplarinda ise dlcimler arasinda herhangi anlamli bir fark tespit edilemedi.
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4.1.2. Achlik kan seker diizeyleri (AKS).

AKS duizeyleri
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Sekil 4.2. AKS dizeyleri

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K: Kontrol, KA: Kontrol+ Adropin, D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin

# K ve KA gruplariile,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

1.6lgim: ¢alismanin basinda, 2. 6l¢iim: adropin verilmeden 6nce, 3. 6lgim: 6tenazi
yapilmadan 6nce

e Gruplar arasi karsilastirma: p<0,01: 2.6l¢ K/D, K/DA, KA/D, KA/DA.
p<0,01: 3.5I¢ K/D, K/DA, KA/D, KA/DA, DA/D
e Grup ici karsilastirma: p<0,01: D grubu: 1.6l¢/2.6l¢, 1.6l¢/3.06l¢, 2.6l¢/3 .0l¢
p<0,01: DA grubu: 1.6l¢/2.6l¢, 1.6l¢/3 dl¢.

Diyebet gruplarinda 2. ve 3. dlciimler (2. 6lciim STZ verilmesinden sonraki 7. haftaya denk
gelmektedir) beklenildigi sekilde, hem gruplarin baslangi¢ degerlerine gére, hem de K ve KA

gruplarindaki AKS degerlerine gére anlamli olarak yiiksek tespit edildi.

Diyabet gruplari arasinda degerlendirme yapildiginda, DA grubunda D gruba gore, AKS

diizeylerinin 3.6lcimin(n istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig izlendi(p<0,05) .
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Grup icinde ise; D grubunda 2. ve 3. Ol¢lim, 1.6lciime gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yliksekti( p<0,01); yine 3. 6lciim 2. 6l¢lime gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

yuksek bulundu.

Elde edilen sonuglar, AKS dizeylerinin diyabetle birlikte yikseldigini, Adropin

uygulamasinin ise bu yikselen degerleri anlamli dlclide distrdigini gostermektedir.
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4.1.3. Alinan sivi miktarlari

Alinan Sivi Miktarlari
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Sekil 4.3. Alinan sivi miktarlari

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir

K: Kontrol KA: Kontrol + Adropin D: Diyabet DA: Diyabet Adropin

# K ve KA gruplariile,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

1.6lciim STZ uygulamasindan 3 hafta sonra, ,2.6lcim adropin uygulamasindan 6nce, 3.
Ol¢clim 6tenazi yapilmadan once.

e Gruplar arasi karsilastirma: p<0,05: 1.6l¢ K/D, K/DA, KA/D, KA/DA.
p<0,01: 2.8I¢ K/D, K/DA, KA/D, KA/DA
p<0,01: 3.8l¢ K/D, K/DA, KA/D, KA/DA.

e Grup ici karsilastirma: p<0,01: D grubu: 1.6l¢/2.6l¢, 1.6l¢/3.6l¢, 26l¢/3.0l¢.
p<0,01: DA grubu: 1.6l¢/2.6l¢, 1.6l¢/3 Ol¢.

D ve DA gruplarinin alinan sivi miktarlari her 3 6lciimde de Diyabet olmayan gruplara goére

(K+KA) anlamli olarak yiiksek bulundu(p<0,01).

Diyabet grubundaki sicanlarin alinan sivi miktarlari 2.6lciim ve 3. 6lciimde 1.6l¢lime gore;
3. Olcim de 2.0l¢lime gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak izlendi

(p<0,01).
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DA grubundaki siganlarin alinan sivi miktarlari 2.6lgim ve 3. Olgimleri 1.6l¢ime gore
istatistiksel olarak anlamh bir sekilde artmis olarak izlendi (p<0,01). Ancak 3. dl¢imde

2.6lglime gore anlamli bir degisiklik gozlenmedi.
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4.1.4. Gikarilan idrar miktarlari.

Cikarilan idrar Miktarlari
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Sekil 4.4. Cikarilan idrar miktarlar

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K :Kontrol KA:Kontrol+ Adropin D: Diyabet DA: Diyabet Adropin

# K ve KA gruplariile,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

1.6lciim STZ uygulamasindan 3 hafta sonra, ,2.6lcim adropin uygulamasindan 6nce, 3.
Ol¢clim 6tenazi yapilmadan once.

e Gruplar arasi karsilastirma: p<0,05: 1.6l¢ K/D, K/DA, KA/D, KA/DA.
p<0,01: 2.6l¢ K/D, K/DA, KA/D, KA/DA
p<0,01: 3.6l¢ K/D, K/DA, KA/D, KA/DA.
e Grup ici karsilastirma: p<0,01: D grubu: 1.6l¢/2.6l¢, 1.6l¢/3.6l¢. 2. 6l¢/3.6l¢ .
p<0,01: DA grubu: 1.6l¢/2.6lg, 1.6l¢/3 olg.

D ve DA gruplarinin her 3 élglimde de ¢ikarilan idrar miktari K ve KA gruplarina gére anlaml

olarak yliksek bulundu (p<0,01) .

Diyabet grubu kendi icinde degerlendirildiginde, cikarilan idrar miktarlarinin gittikce arttig
ve bu artisinda anlamh oldugu goérildi (p<0,01). DA grubundaki sicanlarin c¢ikarilan idrar
miktarlarina bakildiginda 1. ve 2. élcimlerle 3. 6l¢iim arasinda anlamli fark varken (p<0,01),
Adropin verildikten sonraki 6lcim (3. 6lciim) ile Adropin verilmeden 6nce yapilan 6l¢iim

(2. Olgiim) arasinda degerlendirme yapildiginda, cikarilan idrar miktari artmakla birlikte
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anlamli bir fark bulunmadi. Bu sonug bize diyabete bagl olarak artan idrar miktarinda,
Adropin uygulamasinin anlamli olmamakla birlikte bir miktar kontrol sagladigini

gostermektedir.
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4.2. Doku Oksidan Stres Parametre Bulgulari

4.2.1. Kalp dokusu TOS dizeyleri

Kalp Dokusu TOS Duzeyleri
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Sekil 4.5. Kalp dokusu TOS diizeyleri

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

K :Kontrol KA:Kontrol+ Adropin D: Diyabet DA: Diyabet Adropin
# K grubu ile,* D, KA grubu ile karsilastirmadaki anlamhlik
p<0,05: K/D, K/KA , KA/DA, DA/ D.

K KA D DA

Ortalama *

13,83 20,80+ 4 18,71+ 2 14,8 £ 0,5
standart sapma

D grubunda kalp dokusu TOS diizeyleri K ve DA gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yliksek bulundu (p<0,05). KA grubunda kalp dokusu TOS dizeylerinin K ve DA

gruplara gore istatistiksel olarak anlaml artis gosterdigi tespit edildi (p<0,05).
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4.2.2. Kalp dokusu TAS diizeyleri

Kalp Dokusu TAS Duizeyleri
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Sekil 4.6. Kalp dokusu TAS duzeyleri.

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir

K : Kontrol KA:Kontrol+ Adropin D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin
# K grubu ile,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/D, DA/D

K KA D DA

Ortalama

1,92 £ 0,06 1,81 +0,10 1,77+ 0,07 1,91 +0,06
standart sapma

D grubunda kalp dokusu TAS dizeyleri K ve DA gruplarina gore istatistiksel olarak olarak
disik bulundu (p<0,05). Diger gruplar arasi karsilastirmalarda anlamh bir farklilik tespit
edilemedi. Kalp dokusu TOS ve TAS sonuglari arasinda negatif korelasyon oldugu tespit

edildi p=0,011.
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4.2.3. Kalp dokusu OSI

Kalp Dokusu OSI
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Sekil 4.7. Kalp dokusu OSI
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Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K: Kontrol KA: Kontrol+ Adropin D: Diyabet DA: Diyabet +Adropin
# K grubu ile,* D, KA grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik
p<0,05: K/D, K/KA, KA/DA, DA/ D.

K KA D DA

Ortalama

0,68 £ 0,06 1,15 +0,27 1,08+ 0,14 0,78 £0,01
standart sapma

Kalp dokusu TOS diizeyinin, TAS diizeyine oranlanmasi ile elde edilen OSI, D grubunda K ve
DA gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yliksek bulundu (p<0,05). KA
grubunda K ve DA gruplara gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi tespit edildi

(p<0,05).
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4.2 4. Kalp dokusunda PON diizeyleri

Kalp Dokusu PON Duzeyleri
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Sekil 4.8. Kalp dokusunda PON duizeyleri

u/L

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K : Kontrol KA:Kontrol+ Adropin D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin
# K grubu ile,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/D, K/KA, D/DA

K KA D DA

ortalama
standart sapma

45,8 +7,8 34,6 +4,7 29,4 +4 41 15,7

Kalp dokusu PON diizeylerinin, K grubu ile karsilastirildiginda KA ve D gruplarinda anlamli
sekilde azaldig tespit edildi (p<0,05). DA grubunda PON diizeylerinin D grubuna gore
anlamh sekilde yiikseltti (p<0,05). Kalp dokusu PON ve TAS sonuglari arasinda pozitif
korelasyon gorilirken p= 0,020, kalp dokusu PON ve TOS sonuglari arasinda negatif

korelasyon bulundu p=0,020.
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4.2.5. Kalp dokusu ARE diizeyleri.

Kalp Dokusu ARE Diizeyleri

*

Sekil 4.9. Kalp dokusu ARE dizeyleri

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K : Kontrol KA:Kontrol +Adropin D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin
# K grubu ile,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/D, K/KA, K/DA, D/DA

K KA D DA
ortalama 369,6 18 288,6 15 278,6+20 312,4 +21
standart sapma

D grubunda kalp dokusu ARE dizeyleri K ve DA gruplarina goére anlamli olarak disik
bulundu (p<0,05 ). K grubunda kalp dokusu ARE dizeyleri diger gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli olarak yiiksek degerler tespit edildi (p<0,05 ). Kalp dokusu ARE ve TAS
sonuclari arasinda pozitif korelasyon goézlenirken p= 0,011, kalp dokusu ARE ve TOS

sonuglari arasinda negatif korelasyon oldugu tespit edildi p= 0,015.
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4.2.6. Aort dokusu TOS diizeyleri

Aort Dokusu TOS Dizeyleri
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Sekil 4.10. Aort dokusu TOS dizeyleri

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K: Kontrol KA: Kontrol+ Adropin D: Diyabet DA: Diyabet +Adropin
# K grubu ile,* KA grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/KA, K/D, KA/DA

K KA D DA
ortalama 11,30 0,8 16,6 3,8 14,51 £3,2 12,05+2,6
standart sapma

K grubuyla kiyaslandiginda D grubunda aort dokusu TOS diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artmis bulundu (p<0,05). KA grubu ile kiyaslandiginda ise K ve DA
gruplarinda aort TOS diizeyleri istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azalmis tespit edildi
(p<0,05). D grubunda aort TOS duzeyleri DA grubuyla kiyaslandiginda yiksek oldugu

gorildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
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4.2.7. Aort dokusu TAS diizeyleri

Aort Dokusu TAS Duzeyleri
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Sekil 4.11. Aort dokusu TAS dizeyleri

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K: Kontrol KA: Kontrol +Adropin D: Diyabet DA: Diyabet +Adropin
# K grubu ile,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/D, DA/D

K KA D DA

ortalama t

1,57 +0,18 1,39 +0,08 1,30 0,06 1,51 0,05
standart sapma

DA grubundaki aort TAS diizeylerinin D grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu gorildi
(p<0,05). D grubunda ise K grubuna gore aort TAS diizeyleri anlamli olarak diisiik degerler
tespit edildi (p<0,05). Diger gruplar arasi karsilastirmalarda anlamli bir farkhlik tespit
edilemedi. Aort dokusu TAS ve TOS sonuglari arasinda negatif korelasyon oldugu tespit

edildi p=0,052.
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4.2.8. Aort dokusu OSI

Aort Dokusu OSI
1,6

1,4

# H .
1,2
0,8
0,6
0,4
0,2
0
K KA D DA

Sekil 4.12. Aort dokusu OSI
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Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K: Kontrol KA: Kontrol +Adropin D: Diyabet DA: Diyabet +Adropin
# K grubu ile,* KA grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/KA, K/D, KA/DA

K KA D DA

ortalama t

0,71+0,08 1,18 +0,18 1,02 +0,28 0,92 +0,24
standart sapma

Kalp dokusu TOS diizeyinin, TAS dizeyine oranlanmasi ile elde edilen OSI, K grubuyla
kiyaslandiginda D grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu (p<0,05).
KA grubu ile kiyaslandiginda ise K ve DA gruplarinda aort OSl istatistiksel olarak anlaml bir
sekilde azalmis tespit edildi (p<0,05). D grubunda aort OSI DA grubuyla kiyaslandiginda

yuksek oldugu goriildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
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4.2.9. Aort dokusu PON diizeyleri

Aort Dokusu PON Duzeyleri
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Sekil 4.13. Aort dokusu PON diizeyleri.

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K :Kontrol KA:Kontrol +Adropin D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin
# K grubu ile,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05 : K/D, K/KA, D/DA

K KA D DA

ortalama

48,216 38,4 1,5 33+4 42,2 £5
standart sapma

K grubuna ait aort dokusu PON diizeyleri D ve KA gruplara gore anlamli olarak bir yliksek
degerler bulundu (p<0,05). DA grubunda aort PON dizeylerinin D grubuna gore anlamli
artis gosterdigi tespit edildi (p<0,05 ). Aort dokusu TAS ve PON sonuglari arasinda pozitif
korelasyon oldugu tespit edildi p= 0,011. Aort dokusu TOS ve PON sonuglari arasinda
negatif korelasyon bulundu p=0,053.
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4.2.10. Aort dokusunda ARE diizeyleri.

Aort Dokusu ARE Duizeyleri
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Sekil 4.14. Aort dokusunda ARE duzeyleri
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Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K : Kontrol KA:Kontrol +Adropin D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin
# K grubu ile,* D, KA grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik
p<0,05: K/D, K/KA, KA/DA, D/DA.

K KA D DA

ortalama

364,6 +10,6 335,617,3 333,8 3,7 351 18,9
standart sapma

K grubuyla karsilastirildiginda, D ve KA gruplarinda doku ARE diizeylerinin anlamli diizeyde
dismis oldugu gorildi (p<0,05). DA grupta ARE dizeylerinde, D grubuna gore belirgin
sekilde artma kaydedildi (p<0,05). Diger gruplar arasi karsilastirmalarda anlamh bir farkhlik
tespit edilemedi. Aort dokusu TAS ve ARE sonuglari arasinda pozitif korelasyon bulunurken
p= 0,001, TOS ve ARE sonuglari arasinda negatif korelasyon gorildi p=0,019. Aort dokusu
PON ve ARE sonugclari arasinda pozitif korelasyon oldugu tespit edildi p= 0,004.
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4.3. Isik Mikroskobik Bulgular

4.3.1. Kalp dokusu hematoksilen eosin (HE)

Kontrol grubuna ait kalp dokusunun Hematoksilen- Eosin (HE) ile boyanmis enine
kesitlerinde, kalp kasi hiicreleri tek, oval ve merkezi yerlesimli nukleuslari ve soluk boyanan
sitoplazmalari ile normal histolojik gériiniime sahipti. Diskus interkalarisler normal yapida
ve daha koyu boyanmis izlendi . Perivaskiler ve interstisyel alanda herhangi bir patolojik

degisim dikkati cekmedi (Resim 4.1.A ve B).

Resim 4.1.A Kontrol grubu kalp dokusu hiicreleri histolojik goriinlim

Normal histolojik gériinime sahip tek, oval ve merkezi yerlesimli nukleus iceren kalp kasi

hicreleri (—) ve diskus interkalarisler (») izlenmekte (HE , x400) .
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I

Resim 4.1.B Kontrol grubu kalp dokusu hiicreleri histolojik gérinim{i

Normal histolojik gorinime sahip kalp kasi hicreleri (—) ve vaskiler olusumlar

(»)gorilmekte (HE, x400).
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Kontrol+ Adropin grubuna ait kalp kasi hiicreleri kontrol grubuna benzer sekilde normal

histolojik yapiya sahipti. Perivaskiler ve intestisyel alanda herhangi bir dejeneratif degisiklik

izlenmedi (Resim 4.2. Ave B).

Resim 4.2.A. Kontrol+ Adropin grubu kalp dokusu hcreleri histolojik gorinimu

Normal histolojik gériinime sahip kalp tek, oval ve merkezi yerlesimli nukleus iceren kalp

kasi hiicreleri (—) ve diskus interkalarisler (») dikkati cekmekte (HE, x400).
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Resim 4.2.B. Kontrol+ Adropin grubu kalp dokusu hiicreleri histolojik goriiniimu

KA grubuna ait normal histolojik gériiniime sahip kalp kasi hicreleri (—) izlenmekte (HE,

x400).
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Diyabet grubuna ait kalp dokusunun HE ile boyanmis enine kesitlerinde, kalp kasi
hiicrelerine ait nukleuslarin sekil ve boyutlarinda degisimler izlenirken, bazi hiicrelerde
boyanma 0Ozelligini de yansiyan hidropik degisiklikler dikkati cekti. Bazi alanlarda miyofibril
yapisinda diizensizlikler izlendi. interstisyel alanda konjesyon ve interkalat disk yapisinda

bozulma dikkati ceken diger bulgular arasindaydi (Resim 4.3.A, B ve C).

Resim 4.3.A. Diyabet grubu kalp dokusu hiicreleri histolojik gérinim |

Diyabet grubuna ait kalp kasi hiicre nukleuslarinin sekil ve boyutlarinda degisimler (=),
miyofibril (=) ve diskus interkalaris (») yapisinda bozulma, bazi hiicrelerde hidropik

degisiklikler (%) ve interstisyel alanda konjesyon (=) dikkati cekmekte (HE, x400).



V4

Diyabet grubuna ait kalp kasi hiicrelerinde hidropik degisikliklerin gorildigi alanlar

(dikdortgen) ve interstisyel alanda konjesyon (=) izlenmekte (HE, x400).
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Resim 4.3.C. Diyabet grubu kalp dokusu hiicreleri histolojik gortiniim.

Diyabet grubuna ait bazi kalp kasi hiicrelerindeki, boyanma 6zelligine yansiyan hidropik

degisimler (kare) goriilmekte (HE, x400).
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Adropin uygulanan diyabet grubuna (DA) ait kalp dokusunun HE ile boyanmis kesitlerinde,
bazi kalp kasi hicrelerinde hidropik degisimlerin devam ettigi, ¢izgilenme ve Diskus
interkalaris yapilarinin ise diyabet grubuna gore daha diizenli oldugu dikkati cekti.

Konjesyonun, Diyabet grubuna gore azaldig fakat yer yer devam ettigi gorildi (Resim

4.4.A,Bve C).

DA grubuna ait bazi kalp kasi hiicrelerinde devam eden hidropik degisimler (%) goérilmekte

(HE, x400).
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Resim 4.4.B. Diyabet + Adropin grubu kalp dokusu hicreleri histolojik gorinim

DA grubuna ait bazi kalp kasi hiicrelerinde, Diyabet grubuna goére daha dizenli cizgilenme

(%), korunmus, Diskus interkalaris yapisi ve azalmis konjesyon (=) izlenmekte (HE, x400).
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Resim 4.4.C. Diyabet + Adropin grubu kalp dokusu hiicreleri histolojik gértiiniimu

DA grubuna ait kalp dokusunda bazi alanlarda (*) histolojik yapinin, Diyabet grubuna goére

daha diizenli oldugu dikkati cekmekte (HE, x400).



4.3.2. Aort tunika media kalinhig

Aort Tunika Media Kalinhgi

180
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100

Aort Tunika Media Kalinligi (um)
N B D (o]
o o o o o

it

KA D

Sekil 4.15. Aort Tunika Media Kalinhgt.

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

DA

K :Kontrol KA:Kontrol+ Adropin D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin
# K ve KA grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik
p<0,05 : K/D, K/DA, KA/D, KA/DA
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K

KA

D

DA

ortalama

100 +13
standart sapma

89,4 +8

123,8+28

117 +25

Gruplar arasi Tunika media kalinhigi istatistiksel olarak degerlendirildiginde: aort dokularina

ait T. media kalinhginin, D ve DA adropin gruplarinda, K ve KA gruplarina gore istatistiksel

olarak anlamli o6lglide arttig1 tespit edildi (p<0,05). DA grubundaki T.Media kalinligi, D

grubuna goére bir miktar azalmakla birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Resim 4.5. Deney gruplarina ait aort tabakalarinin histolojik yapilari

A:Kontrol grubu, B: Kontrol+Adropin grubu, C: Diyabet grubu, D: Diyabet+Adropin grubu

Deney gruplarina ait aortun histolojik yapisi izlenmekte T. intima (siyah ok), T. media (sari
ok), T. adventisya (mavi ok). Diyabet grubunda T. intimada ve T. mediada diizensizlikler (¢ ),
Adropin uygulanan diyabet grubunda tunika intima ve media tabakalarinda, Diyabet

grubuna gore yer yer daha diizenli yapi ( ) dikkati ¢cekti.(HE, A-D, X400).

Kontrol grubuna ait aort dokusunun Hematoksilen- Eosin (HE) ile boyanmis enine
kesitlerinde, icten disa dogru tunika intima, tunika media ve tunika adventisya tabakalarinin
normal histolojik yapida oldugu izlendi. Tek kath yassi epitel 6zelliindeki endotel ve
subendotel tabakalarindan olusan t. intima normal yapidaydi. T. mediada yer alan
konsantrik elastik lameller ve aralarindaki diiz kas hiicreleri normal goériiniime sahipti

(Resim 4.5.A).

KA grubuna ait aort dokusunun enine kesitlerinde, damar duvarini olusturan (i¢c tabaka da

kontrol grubuna benzer sekilde normal histolojik goriiniimdeydi (Resim 4.5.B).
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Diyabet grubuna ait aort dokusunun HE ile boyanmis enine kesitlerinde ise, t. intimada ve
t. mediada diizensizlikler izlendi. Elastik lamellerin diizenleniminde ve diz kas hicre

yapisinda bozulmalar dikkat ¢eken bulgular arasindaydi (Resim 4.5.C).

DA grubuna ait aort dokusunun HE ile boyanmis kesitlerinde, tunika intima ve media
tabakalarinin diyabet grubuna gore yer yer daha diizenli oldugu dikkati ¢cekti(Resim 4.5.D).

Gruplar arasi tunika adventisya tabakasinda herhangi bir histolojik farklilik izlenmedi.
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4.4. Masson’ un Trikrom Boyasi Isik Mikroskobu Bulgulari

4.4.1. Kalp kollajen lif yogunlugu

Kalp Kollajen Lif Yogunlugu
16

14

H# H#
12
10
0 i -
K KA D DA

Sekil 4.16. Kalp kollajen lif yogunlugu

(%)

Kollajen Lif Yogunlugu
H [e)] (o]

N

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K : Kontrol KA:Kontrol+ Adropin D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin
# K ve KA grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/D, K/DA, KA/D, KA/DA

K KA D DA

ortalama *

3+1,09 3,72 11,31+4,2 10,04 £ 3,7
standart sapma

Elde edilen veriler istatistiksel olarak karsilastirildiginda, kollajen lif yogunluk yizdesi D ve
DA gruplarinda diyabet olmayan (K ve KA) gruplara gore anlamli olarak yiksek bulundu
(p<0,05). D grubu DA grubuyla karsilastirildiginda kalp kollajen lif yogunlugu ylzdesi artis
gosterirken bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. Yine K ve KA gruplari

arasinda da istatistiksel olarak anlamlilik izlenmedi.
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Kontrol grubuna ait kalp doku kesitlerinde boyama sonucunda kollajen lif yogunlugu

normal dagihmda izlenirken, fibrotik degisimler gézlenmedi(Resim 4.6 ).

S50 ym
—_—

Resim 4.6. Kontrol grubuna ait kalp dokusunda kollajen lif dagihimi.

Kalp dokusunda normal yogunlukta kollajen lif dagilimi (™) izlendi. (Masson’un Trikrom

boyasi, x400).
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KA grubuna ait kalp doku kesitlerinde boyama sonucunda kollajen lif yogunlugu normal

dagilimda izlenirken, fibrotik degisimler gézlenmedi(Resim 4.7).

Resim 4.7. Kontrol+ Adropin grubuna ait kalp dokusunda kollajen lif dagilimi.

Kalp dokusunda normal yogunlukta kollajen lif dagihmi (=) gorildi (Masson’un Trikrom

boyasi, x400).
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Diyabet grubuna ait Masson’un Trikrom boyasi ile boyanan kalp kesitlerinde kollajen lif
yogunlugu Kontrol ve kontrol+Adropin gruplarina gore belirgin artis gosterdi (Resim 4.8.

A,B,C,D).

Resim 4.8.A. Diyabet grubuna ait kalp dokusunda kollajen lif dagilimi.

Kalp dokusu kollajen lif dagiiminda artis dikkati cekti (Masson’un Trikrom boyasi, x200).
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Resim 4.8.B. Diyabet grubuna ait kalp dokusunda kollajen .Iif dagilimi

Diyabet grubuna ait kalp dokusunda, interstisyel alanda kontrol grubuna gore kollajen lif

dagiliminda artis dikkati cekmekte (Masson’un Trikrom boyasi, x200).
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Resim 4.8.C. Diyabet grubuna ait kalp dokusunda kollajen lif dagilimi

Diyabet grubuna ait kalp dokusundaki, artmis kollajen lif dagilimi ve fibrotik degisimler (™)

dikkati cekmekte (Masson’un Trikrom boyasi, x200).



Diyabet grubuna ait kalp dokusunda yer yer fibrotik degisimler dikkati () cekmekte

(Masson’un Trikrom boyasi, x400).
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Adropin uygulanan diyabet grubunda (DA) ise kalp dokusuna ait kesitlerde, Diyabet

grubuna gore azalmis kollajen lif yogunlugu izlendi. (Resim 4.9.Ave B ).

Resim 4.9.A. Diyabet+Adropin grubuna ait kalp dokusunda kollajen lif dagihmi.

DA grubuna ait kalp dokusunda, D grubuna gore azalmis kollajen lif yogunlugu (™) dikkati

cekmekte (Masson’un Trikrom boyasi, x400) .
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Resim 4.9.B. Diyabet+Adropin grubuna ait kalp dokusunda kollajen lif dagilimi.

DA grubuna ait kalp dokusunda, Diyabet grubuna gore kollajen liflerin dagiliminda azalma

(™) dikkati cekmekte (Masson’un Trikrom boyasi, x400).
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4.4.2. Aort kollajen lif yogunlugu

Aort Kollajen Lif Yogunlugu
16 # #
14
12

10

kollajen lif yogunlugu (%)
H [e)] (o]

N

Sekil 4.17. Aort kollajen lif yogunlugu

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir

K :Kontrol KA:Kontrol+ Adropin D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin
# K ve KA grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/D, K/DA. KA/D, KA/DA

ortalama *

573 6,2 +2 11,2 +3,9 11+3,6
standart sapma

Aort kollajen lif yogunlugunu yilzdesinin, D ve DA gruplarinda K ve KA gruplaryla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olarak artis gosterdigi tespit edildi (p<0,05), D ve

DA gruplari arasinda anlamli bir fark izlenmedi.
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K ve KA gruplarina ait aort doku kesitlerinde boyama sonucunda kollajen lif yogunlugu
normal dagihmda izlenirken, fibrotik degisimler gozlenmedi (Resim 4.10.A ve Resim
4.10.B). Diyabet grubuna ait Masson’un Trikrom boyasi ile boyanan aort kesitlerinde
kollajen lif yogunlugu K ve KA gruplarina gore belirgin artis gosterdi(Resim 4.10.C). Adropin

uygulanan diyabet grubunda (DA) ise aort dokularina ait kesitlerde, Diyabet grubuna goére

azalmis kollajen lif yogunlugu izlendi(Resim 4.10.D).

/A

Resim 4.10. Deney gruplarina ait aort dokularinda kollajen lif dagilimi.

A:Kontrol grubu, B: Kontrol+Adropin grubu , C: Diyabet grubu ,D: Diyabet+Adropin grubu.
Diyabet grubunda K ve KA gruplarina gore artan kollajen lif yogunlugu izlenmekte

(Masson’un Trikrom boyasi, A-D x400)
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4.5. Doku immiinohistokimyasal Bulgulan

4.5.1. Kalp dokusu TNF-a diizeyleri

Kalp Dokusu TNF-a Duzeyleri
40.000 H
35.000
30.000
25.000
20.000

15.000

TNF- a (% Positif alan)

10.000

5.002 ﬁ ﬁ

K KA D DA

Sekil 4.18. Kalp dokusu TNF- a dizeyleri

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K : Kontrol KA:Kontrol+ Adropin D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin
# K, KA gruplari,* D grubu ile karsilagtirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/D, K/DA, KA/D, KA/DA, D/DA

KA D DA

ortalama 3.8+2 2.4 +1 28.4 9.8 17 6
standart sapma

Kalp TNF-a diizeyleri diyabetik gruplarda(D ve DA) , kontrol gruplarina (K ve KA) gore
anlamli olarakytiksek bulundu(p<0,05). D ile DA grubu karsilastirildiginda ise; DA grubunda,
D grubuna gore Kalp TNF- a immiinreaktivite ylzdesinin istatistiksel olarak anlamh bir
sekilde azaldigl gorildi (p<0,05). Kalp dokusu TNF-a ve TOS sonuglari arasinda pozitif
korelasyon oldugu tespit edildi p= 0,046.
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Resim 4.11. Kalp dokusunda TNF- a immiinreaktivitesi gorintileri

A: Kontrol grubu, B: Kontrol+Adropin grubu, C: Diyabet grubu, D: Diyabet+Adropin grubu
D ve DA gruplarinda K ve KA gruplarina goére artmis TNF- o immiinreaktivitesi gorilmekte

(DAB & Hematoksilen A-D X200).
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4.5.2. Kalp dokusu VEGF diizeyleri

Kalp Dokusu VEGF Duzeyleri
40.000

35.000

*
#
30.000
25.000
20.000
15.000
10.000
5.000
0
K KA D DA

Sekil 4.19. Kalp dokusu VEGF dizeyleri

WVEGF (% positif alan)

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K: Kontrol KA: Kontrol +Adropin D: Diyabet DA: Diyabet +Adropin
# K grubu ,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamhlik

p<0,05: K/D, D/DA

K KA D DA

ortalama

277 24.4 £10 21.8+9 26.9+7
standart sapma

Elde edilen veriler istatiksel olarak karsilastirildiginda Kalp VEGF diizeyleri D grubunda K ve
DA grubuna gore olarak anlamli sekile azalmisti (p<0,05). KA ve D gruplari arasinda anlaml

bir fark bulunmadi.
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Resim 4.12. Kalp dokusu VEGF imminreaktivitesi gorintileri

A: Kontrol grubu, B: Adropin grubu, C: Diyabet grubu, D: Diyabet+Adropin grubu
D ve DA gruplarinda K ve KA gruplarina gore azalmis VEGF immiinreaktivitesi goriilmekte

(DAB & Hematoksilen A-D X200).
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4.5.3. Aort dokusu TNF- a diizeyleri

Aort Dokusu TNF-a Duzeyleri
18.000 #
16.000
14.000
12.000
10.000
8.000
6.000

TN F-ct (%ePositif alan)

4.000

2.000 1
o y

K KA D DA

Sekil 4.20. Aort dokusu TNF- a diizeyleri

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K : Kontrol KA:Kontrol +Adropin D: Diyabet DA: Diyabet +Adropin
# K, KA gruplari,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/D, K/DA, KA/D, KA/DA, DA/D

K KA D DA

ortalama t

1.26 +0.8 1.55+1 14.6 +2 12.4 +2
standart sapma

Gruplar arasindaki, aort dokusuna ait TNF-a pozitif alan yilzdesi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, aort TNF-a pozitif alan ylizdesi D ve DA gruplarinda K ve KA gruplarina
kiyaslandiginda anlamli 6l¢lide artma goézlendi (p<0,05). DA grubunda alan yilzdesi D
grubuna goére anlamli bir olarak artis gosterdigi tespit edildi (p<0,05). Aort dokusu TNF-a ve

TOS sonuglari arasinda pozitif korelasyon oldugu tespit edildi p=0,10.
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Resim 4. 13. Aort TNF-a immunreaktivitesi glirtintlleri

A: Kontrol grubu, B: Adropin grubu, C: Diyabet grubu, D: Diyabet+Adropin grubu D ve DA
gruplarinda K ve KA gruplarina gére artmis TNF- a immunreaktivitesi goriilmekte (DAB &

Hematoksilen A-D X400).
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4.5.4. Aort dokusu VEGF diizeyleri

Aort Dokusu VEGF Diizeyleri

20.000
18.000

16.000 #
14.000
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4.000
2.000
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Sekil 4.21. Aort dokusu VEGF diizeyleri

E S

VEGF (% positif alan)

Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

K : Kontrol KA:Kontrol +Adropin D: Diyabet DA: Diyabet+ Adropin
# K, KA gruplari,* D grubu ile karsilastirmadaki anlamlilik

p<0,05: K/D, KA/D, D/DA

K KA D DA

ortalama

15.7 +1.8 1512 11.6 £2.6 13.2 13
standart sapma

Aort dokularinda VEGF pozitif alan ylzdesi istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Diyabet

grubu, K,KA ve DA gruplaridan anlamli olarak diistk bulundu(p<0,05).
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Resim 4.14. Aort VEGF immiinreaktivitesi glirintlleri

A: Kontrol grubu, B: Adropin grubu, C: Diyabet grubu, D: Diyabet+Adropin grubu
D ve DA gruplarinda K ve KA gruplarina gore azalmis VEGF immiinreaktivitesi goriilmekte

(DAB & Hematoksilen A-D X400).
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5. TARTISMA

DM, dinyada yetiskin nifusun %8,3'inde (yaklasik 383 milyon kisi)var olan, 2035'te ise
yaklasik 592 milyon kisiyi etkileyecegi tahmin edilen metabolik bir bozukluktur. Tim 6lim

nedenlerinin ise yaklasik %5,2'sini olusturur [3].

DM'nin patolojik 6zelligi, hem mikrovaskiler hem de makrovaskiiler komplikasyonlara yol
acamasidir. Kronik hiperglisemi, esas olarak gozleri, sinirleri, bobrekleri ve kalbi etkileyen

cesitli organ sistemlerinin uzun sireli hasari ile iligkilidir [2] .

Oksidatif stres, ROS lretimi ile antioksidan savunma arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanir. Oksidatif stres, diyabetik komplikasyonlarin gelisme siirecinde dnemli bir rol
oynar. Yapilan g¢alismalar deneysel diyabet modeli olusturulan sicanlarda ve diyabetik
hastalarda, serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun 6nemli derecede
arttigini géstermistir. Oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde roli oldugu

kanitlanmistir [142, 143].

Diyabet ve diyabete bagli olusan komplikasyonlarin ROS ile olan baglantisini agiklamaya
yonelik calismalarda; enzimatik olmayan glikozilasyon (AGE) ve enerji metabolizmasi
degisiklikleri sonucunda ortaya cikan metabolik stres, sorbitol yol aktivasyonu, hipoksi ve
iskemi-reperflizyon sonucunda gergeklesen doku hasarlarinin serbest radikal olusumunu

artirdigi ileri sirlilmektedir [4].

DM'lu hastalar yliksek kardiyovaskiler hastalik riski tasimaktadirlar. Koroner arter hastalig
veya hipertansiyonu olmayan diyabetli hastalarda miyokardin yapisal ve fonksiyonel
anormallikleri olarak ifade edilmektedir. ileri siiriilen hipotezler, diyabetik kardiyomiyopati
gelisimde; otonomik fonksiyon bozuklugu, metabolik dengesizlik, iyon hemaostazindaki
anormallikler, yapisal proteinlerdeki azalmalar ve dokular arasi fibrozisin etkili olabilecegini

gostermistir [7].

Hiperglisemi, diyabetli hastalarda yiksek seviyelerde uretilmis AGE'lerin varligindan
sorumludur. AGE, vaskiler ve miyokard hasarina yol acan bir dizi olayl ortaya c¢ikarir. Bu

olaylar diyastolik ve sistolik disfonksiyon ile sonuglanan artmis oksidatif stres, inflamasyon,
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gelismis hicre digi matris birikimini igerir. Makrofaj, 16kosit infiltrasyonu ve inflamatuar
sitokinleri arttirir (IL-1 B, IL-6, IL-18, TNF- a ve TGF- B1). Bu durum inflamatuar sinyallerin
ve apoptozun baslamasina, fibrotik yeniden sekillenme ve immiin hiicre infiltrasyonuna

sebep olmaktadir [75].

DM’ta hiperglisemi ve dislipidemi endotel disfonksiyonu ile iliskilidir. Okside LDL, renin-
anjiyotensin sistemi ve insulin direnci ile viicutta arter duvarlarinin daralmasina yol agar.
Diyabette gelisen endotel hiicre disfonksiyonu, hiicre disi matriks proteinlerinin
glikozilasyonu ve vaskiiler denervasyon ile iliskilidir. Bu komplikasyonlar nihayetinde,
neovaskilarizasyon ve diyabetik yara iyilesmesinde bozulmaya yol agar. Endotelyal
hiicrelerde VEGF sinyalinde azalmaya neden olur, dolasimdaki yliksek VEGF seviyeleri,
vicuttaki vaskiler yapilarin gecirgenliginin artmasina neden olur (retinopati, nefropati)

[11].

Calismamizda, baslangigta sicanlarin beden agirlik, aldiklari sivi, ¢ikardiklari idrar ve kan
sekeri dlizeylerinin birbirine yakin oldugu gorilmektedir. Calisma sliresince yapilan
Olgiimlerde; Kontrol ve Kontrol+Adropin gruplarindaki sicanlarin beden agirliklar
gelisimlerinin (agirlik kazanimlari), aldiklari sivi, cikardiklari idrar ve kan sekerleri
dizeylerinin normal sinirlar icinde kaldigini tespit ettik. Fakat STZ uygulanan si¢anlarin kilo
kaybettikleri, ayni zamanda AKS dizeyi, aldiklari sivi ve ¢ikardiklari idrar miktarinin, diger
iki gruba gore (K,KA) anlamli derecede yiiksek oldugu goérildi. Bu da bize DM'nin basarili
bir sekilde indiklendigini dlisliindiirdi. Bu artis, diyabetle birlikte gézlenmesi beklenen bir

sonuctur ve literatlrdeki bulgular ile uyumludur [144].

Literatlirde diyabetik kardiyomiyopatide, oksidatif stres parametrelerinden biri olan TOS
seviyelerinin yilkseldigi ve antioksidan TAS diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir [144, 145].
Calismamizda literatilirle uyumlu olarak kalp ve aort dokularinda TOS diizeylerinin, Diyabet
grubunda, Kontrol grubuna gére anlamli olarak arttigini, TAS diizeylerinin ise anlamli olarak

azaldigini tespit ettik.

PON1, Hem arilesteraz (ARE) hem de paroksonaz (PON ) aktivitelerine sahip bir ester

hidrolazdir. Yiiksek yogunluklu lipoproteinlere (HDL) baghdir. Oksidatif hasara karsi
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korunmada 6nemli bir rol oynadigi, ateroskleroz ve koroner arter hastahgi gelisimi riskinin
bir gostergesi oldugu varsayllmaktadir. Serum PON1 seviyelerinin metabolik sendrom,
obezite, kontrolsliz diyabet ve dislipidemi gibi ylksek oksidatif stres durumlarinda
azaldigini gosterilmistir [146]. Tip2 DM’li ve saglikh kisiler arasinda yapilan bir ¢alisma;

PON1 enziminin antioksidan aktivitesinin DM'lu hastalarda azaldigi gosterilmistir [147].

Literatlrle uyumlu olarak biz de ¢calismamizda kalp ve aort dokularinda antioksidan etkiye
sahip olan PON diizeylerinin, Diyabet grubunda diger gruplara gére anlamli olarak azaldigini

tespit ettik.

Verilerimizde kalp ve aort dokularinda ARE diizeyleri ise 6nceki ¢alismalarla uyumlu olarak

diyabet grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azalmis bulundu [148].

TNF-a, esasen sistemik inflamasyonda rol oynayan makrofajlar ve monositler tarafindan
uretilen bir sitokindir. Sitokin kaskadinin baslamasina, vaskiiler gegirgenligin artmasina ve
lokal bir inflamatuar yanitin indiklenmesine neden olur. Ayrica NF-kB sinyalini aktive
ederek proliferasyon, enflamatuar yanit, adezyon ve apopitotik yolaklarda yer alan bircok
sitokin transkripsiyonuna aracilik eder. inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu ve
salinimini artiran ve apoptozis, proliferasyon, immunoregilasyon gibi patolojik siireclerde
yer alan TNF-a diyabetik kardiyomiyopati gelisim siireclerine katilir [3]. Literatlirde STZ ile
indiiklenen Tip 1 diyabetli sican modeli kullanilarak yapilan bir calismada, diyabetik
kardiyomiyopatinin, miyokardiyal TNF-a'da belirgin artislarla karakterize oldugu ve bu pro-
inflamatuar degisikliklerin oksidatif stres ve sol ventrikiil fonksiyonunda azalma ile pozitif

korelasyon gosterdigi ifade edilmektedir [149].

Dinh ve arkadaslari, insanlar tizerinde yaptiklari bir calismanin sonucu olarak, artan TNF-a
ve IL-6 plazma seviyeler ile, DM kaynakli bozulmus sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu
arasinda iliski oldugunu belirtmislerdir [150]. Nitekim ¢alismamizda elde ettigimiz veriler de
literatirle uyumlu olarak kalp ve aort dokularinda, TNF-a seviyelerinin diyabet grubunda,

diger gruplara gore anlamli olarak yiiksek oldugunu gostermistir.

VEGF'nin kalp hasarina cevap vermede onemli bir rol oynayabilecegi diisiiniiimektedir.

Deneysel hayvan modelleri ve insan calismalarinda, diyabetik kardiyomiyopati
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patogenezinde, mikrovaskiiler defektlerin ve iskeminin olusumunda VEGF ekspresyonunun
olasi bir roli oldugu [151], kardiyak VEGF icin mRNA ekspresyonunun hem diyabetik
sicanlarda hem de diyabetik insanlarda azaldigi gosterilmistir [152]. Yani anjiyogenezi
dizenleyen normal molekiler suregler diyabetik hastalarda bozulabilir. Calismamizda
gerek kalp gerekse aort dokularinda VEGF diizeylerinin diyabetik grupta (D), diger gruplara
gore disik bulunmasi, diyabetik sicanlarin kalp ve damar dokusunda VEGF seviyelerinin

azalmis oldugunu ifade eden calismalar ile uyumlu gérinmektedir

Diyabetik kardiyomyopatide, bu molekiler degisiklikler ile birlikte kardiyovaskiler
fonksiyonlarda azalmaya neden olan morfolojik degisiklikler de gériilmeye baslar. Bu
degisimler; damar duvarindaki diiz kas proliferasyonunu, hyalinozis ve miyokardiyal fibroz
gelisimini, interstisyel ve perivaskiiler kollajen birikimini ve interstisyel konjesyonu
artirmaktadir [153, 4]. Calismamizda DCM ile uyumlu olarak Diyabet grubuna ait kalp kasi
hiicrelerde hidropik degisiklikler, miyofibril ve diskus interkalaris yapisinda bozulma,
interstisyel alanda konjesyon, artmis kollajen lif dagilimi ve fibrotik degisimler gozlendi.
Diyabet grubuna ait aort dokusun da ise, t. intimada ve t. mediada dizensizlikler izlendi.
Elastik lamellerin diizenleniminde ve diz kas hiicre yapisinda bozulmalar dikkat ceken

bulgular arasindaydi ve artmis kollajen lif dagihmi gézlendi.

Adropinin, karaciger, beyin, pankreas, kalp, bobrek ve serebellum gibi bircok dokudan
Uretildigi gosterilmistir. Lipit metabolizmasinin ve glikoz homeostazinin diizenlenmesinde
kilo kaybindan bagimsiz olarak etkilidir. Adropin eksikliginin, artmis yag dokusu ve instilin
direnci ile iliskili oldugu gosterilmistir [14, 123]. Literatlirde diyabetik hastalarda, diislik
plazma adropin seviyeleri bildirilmistir [154, 155]. Celik ve ark. yaptigi calismada ise GDM’lu
hastalar ile saghkh kisilerin serum adropin dizeyleri karsilastiriimis ve GDM hasta
grubundaki serum adropin dizeyi saglikli grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde
daha duslik diizeyde bulunmustur [132]. Buna karsilik, deneysel calismalar STZ'nin neden
oldugu diyabetik sican modelinde dokulardaki adropin ekspresyonunun arttigini
gostermistir [131]. Yosaee ve ark. arastirmalarinda, Metabolik sendromlu kisilerde, saglikh
kisilere gore adropin seviyelerini disiik bulmuslar ve adropin icin, metabolik sendrom

gelisimine karsi potansiyel olarak koruyucu bir ajan tanimi yapmislardir [156]. Gao ve ark.da



99

diyet kaynakli obez farelerde, Adropin tedavisi ile glikoz toleransinin arttigini, insilin

direnci ve yag asidi oksidasyonunun da azaldigini tespit etmislerdir [125].

Calismamizda diyabetik sicanlara adropin i.p. olarak 10 giin boyunca verildi. Yaptigimiz
Olgiimler, diyabet siiresince meydana gelen kilo kaybinin, istatistiksel olarak anlaml
olmamakla birlikte bir miktar 6nlendigini gdstermektedir. Yine Adropin uygulamasinin
diyabette ylikselen AKS dizeylerini distrdtgini gozlemledik. DA grubunda, diyabet
grubuna gore AKS degerleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi. Bulgularimiz
literatlrt destekler niteliktedir. Yiiksek yaglh diyet ve dlstik doz (35 mg/kg) STZ enjeksiyonu
ile T2DM modeli olusturulmus sicanlarda 10 gin boyunca 2.1 pg/kg/day Adropin
uygulamasinin, serum glikoz ve HbAlc degerlerini distrdigi, insllin seviyelerini ise
yukselttigi gosterilmistir. Yine ayni ¢alismada diyabetle birlikte artan TNF-a ve

indiklenebilir NOS mRNA ekspresyonunun da Adropin ile azaldigi ifade edilmektedir [133].

Ayni zamanda c¢alismamizda, diyabetik sicanlarda artan kan sekerine bagh olarak gorilen
semptomlardan olan poliliri ve polidipsinin, Adropin uygulamasi ile azaldiklarini tespit ettik.
Bu veriler bize Adropin'in glikoz metabolizmasi lizerinde diizenleyici etkilerinin olabilecegini
gostermektedir. Nitekim Adropin geni susturulmus fareler tizerinde yapilan bir calismada,
instlin direnci olusumunun kolaylastigi ve farelerde lipit metabolizmasini kétilestigi
gorllmustir [155, 123]. Ancak adropin asiri ekspresyonu veya adropin uygulamasinin glikoz

intoleransini ve lipit profillerini iyilestirdigi ifade edilmektedir [14, 133, 125].

Adropinin plazma seviyesi ile kalp yetmezliginin derecesi arasinda bir iliski oldugu goérilmus
ve disik adropin dizeylerinin, kalp hastaliginda bir risk faktorl olarak disinilebilecegi
ortaya koyulmustur [134]. Akut miyokard infarktlisii ve kardiyak sendrom X hastaliginda

serum adropin diizeylerinde azalma gortilmektedir [136, 138].

Adropinin Apoe - / - (Apolipoprotein E knockout) farelere 4 hafta boyunca, ozmotik mini
pompa ile Gg farkl dozda (0, 5, 10 pug/kg/h) Adropin verilmesinin, antienflamatuvar yanitlar
baskilayarak, aortta aterosklerotik lezyonlarin gelisimini zayiflattig, plak ici monosit /

makrofaj infiltrasyonunu ve diiz kas hiicresi icerigini azalttig1 tespit edilmistir. Sonuclar,
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aterosklerozun énlenmesinde terapétik bir pencereyi genisletmek igin adropinin potansiyel

kullanimina iliskin bilgi saglamistir [157].

Adropinin potansiyel vaskiiler etkilerini belirlemek amaciyla in vitro hicre kiltiirt ve in vivo
murin yaralanma modelleri olusturulmustur. Lovren ve ark. yaptiklari bu ¢alismada;
adropinin VEGFR-2 eksepresyonunu ve endotel gecirgenligini azaltarak endotelin bariyer
fonksiyonunu, e-NOS ekspresyonunu arttirarak NO salinimini artirdigi ve TNF-a ile
indiiklenen apoptozisi baskiladigi gosterilmistir [17]. Calismamizda, Adropin uygulamasinin,
diyabetle ylkselen TNF-a dizeylerini hem kalp hem de aort dokusunda disirdigind,
ancak anlamli azalmanin kalp dokuda goruldiugiini tespit ettik. Yine sonuglarimiz, kalp ve
aort dokusunda diyabetle olusan disiik VEGF seviyelerinin, adropin verilmesi ile anlamh
olarak yukseldigini gosterdi. Gerek TNF-a, gerekse VEGF sonuglarimiz bu konuda literatiirde
yapilan calismalari destekler niteliktedir. Nitekim Wu ve ark. in vitro iskemi reperfiizyon
hasari olusturulan kardiyomyoblast hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada, adropin verilmesinin
TNF-a ve oksidan seviyelerini azalttigini, antioksidan dizeylerinin ise arttigini tespit

etmislerdir [158].

Bir baska calismada da alkole bagli olmayan hepatosteatozisli faralerde, adropin tedavisinin
karaciger dokusunda TNF-a mRNA, IL-6, IL-1 ve hepatik trigliserit seviyelerini azalttigi ifade
edilmektedir. Ayni ¢alismada Adropin'in oksidan seviyelerini azaltirken, antioksidan

seviyelerini arttirdigi tespit edilmistir [159] .

Calismamizda 10 giin boyunca yapilan Adropin uygulamasinin oksidan ve antioksidan
dizeyleri Gzerindeki etkisi incelendiginde; gerek kalp gerekse aort dukusunda diyabetin
neden oldugu yikselmis TOS dlizeylerinde azalma meydana getirdigi goruldi. Kalpte bu
azalma anlamli dizeyde iken aort dokuda anlamli degildi. Yine ayni dokularda Adropin,
diyabetle azalan TAS dizeylerinde anlamli bir yikselme meydana getirdi. Bu bulgulara
ilaveten diyabetle azaltan antioksidan aktiviteye sahip olan PON dizeylerinde hem kalp
hem de aort dokularinda adropin uygulamasi ile anlamli bir ylikselme tespit edildi. ARE

dizeyleri de kalp ve aort dokularinda anlamli bir sekilde artmis izlendi.
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Galismamizda; diyabetik hayvanlara yapilan Adropin uygulamasinin kalp ve aort dokusunda
oksidan stres ve TNF-a diizeylerini azaltmasi, bunun yanisira antioksitan savunmayi olgiilen
cesitli parametrelerle arttirmasi mikroskobik bulgularla da desteklendi. Adropin verilen
Diyabetik grupta (DA), kalp kasi hicrelerinde, diyabet grubuna gore daha dizenli
cizgilenmenin oldugu, Diskus interkalaris yapisinin korundugu ve diyabete bagl artan
interstisiyel alandaki konjesyonda azalma oldugu goriildi. Adropin uygulamasi ile kalp ve
aort dokularinda diyabetik grupta gorulen artmis kollajen liflerin dagiliminda azalma
gozlendi. Aort dokusununda tunika intima ve media tabakalarinin diyabet grubuna gore
yer yer daha dizenli oldugu dikkati ¢ekti. Aort tunika media kalinhiginda diyabet grubu ile

karsilastirildiginda anlaml olmamakla birlikte, azalma goruldi.

Literatlirde sistemik verilen Adropin uygulamasina iliskin c¢alismalar oldukga sinirli
sayidadir. Bu yiuzden, hem deneysel modelimiz, hem adropin uygulama sekli ve hem de
farkli parametrelerin bir arada incelenmesi g6z Oniline alindiginda, ¢alismamizin

sonuglarinin literatiire katki anlaminda degerli oldugu kanaatindeyiz.

Gerek deney siiresince olan gozlemlerimiz ve gerekse elde ettigimiz veriler saglam
hayvanlara sistemik verilen Adropin igin, diyabetik hayvanlara gore farkli yorumlar
yapmamiza neden oldu. Mikroskopik bulgular degerlendirildiginde; Kontrol grubuyla
benzer goriintiler vardi. Ancak saglam hayvanlara yapilan Adropin uygulamasi hayvanlarin

genel durumunda bir miktar bozulmaya neden oldu.

Kalp ve aort dokularinda TOS duizeylerinde kontrol ve DA grubuna gore anlamli artislara,
TAS dizeyinde ise anlamli olmayan bir azalmaya neden oldu. Yine ayni grupta PON, ARE
dizeyleri de kontrol grubuna gére anlaml bir sekilde azaldi. Bu sonuglar, bize bazi patolojik
durumlarda Adropinin dizeyinin azaldigini ve boyle bir durumda disaridan yapilan
takviyenin olumlu sonuglari olabildigini, ancak saglam canlida benzer uygulamanin olumsuz

sonuclarinin olabilecegini gosterdi.






103

6. SONUC VE ONERILER

Diyabetik sicanlara 10 giin boyunca gliinde 2 defa 450nmol/kg doz uyguladigimiz adropin,
Diyabete bagli artan kan sekeri, alian sivi ve ¢ikarilan idrar diizeylerinde belirgin bir diizelme

meydana getirdi.

Diyabetik kardiyomiyopatide goriilen miyofibril yapisinda diizensizlikler, interstisyel alanda
konjesyon, interkalat disk yapisinda bozulma, fibrotik degisimler, artmis kollajen
yogunlugu, artmis aort tunika media kalinhgi gibi morfolojik degisiklere karsi kismen

dizelme ortaya ¢ikardi.

Kalp ve aort dokularinda, diyabetin neden oldugu, azalmis antioksidan aktivitesine,
paraoksonaz ve arilesteraz parametreleri lizerine olumlu etkiler gésterdi. Ozellikle kalp
dokusunda daha belirgin ve anlamli olmak {izere, kalp ve aort dokuda diyabetin arttirdigi

oksidan streste azalma meydana getirdi.

Kalp ve aort dokusundaki diyabetle meydana gelen azalmis VEGF diizeylerini arttirirken,

artmis TNF-a seviyelerini dustrdd.

Diyabetik olmayan kontrol grubunda (KA) ise; Adropin uygulamasi gerek kalp gerekse aort
dokuda TAS, TOS, PON ve ARE diizeylerinde, Diyabet grubuyla karsilastirildiginda anlamli

olmayan artma veya azalmalar meydana getirdi.

Bu bulgular bize sistemik verilen adropinin; diyabetin kardiyovaskiiler dokularda neden
oldugu azalmis antioksidan (TAS, PON, ARE) ve VEGF sinyalleri, artmis oksidan (TOS) ,
inflamatuar sinyaller (TNF-a )ile ortaya ¢ikan morfolojik degisiklikler Gzerine olumlu

etkilerinin oldugunu dislindirmektedir.

Adropinin saglam deneklerde neden bu olumsuz etkileri gosterdigi ve diyabetik
hayvanlarda gerek kardiyovaskiler sistem ve gerekse diger sistemlerde daha ne gibi

etkilerinin olabilecegi konusunu sorgulayan ileri ¢calismalara ihtiyac oldugu kanaatindeyiz.
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