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OZET

Civelek E. (2021). PPAR-y Agonisti Pioglitazonun Perivaskiiler Adipoz Doku
Uzerine Olan Etkilerinin incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,

Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Perivaskiiler adipoz doku (PVAD), vaskiiler tonusun diizenlenmesi, vaskiiler
inflamasyon ve ateroskleroz gibi pek ¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte rol almaktadir.
Calismamizin amaci tip 2 diyabette (T2DM) PVAD’1n yapi1 ve fonksiyonunda meydana
gelen degisimlerin degerlendirilmesi ve T2DM tedavisinde kullanilan PPAR-y agonisti
pioglitazonun bu tablodaki olasi roliiniin arastirilmasidir. Calismamizda pioglitazon
tedavisinin, T2DM gibi patolojik bir kosulda meydana gelen PVAD disfonksiyonu
lizerine olan etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amacgla Wistar albino erkek
sicanlarda HFD/STZ-T2DM modelinde 6 hafta siire ile 20mg/kg oral pioglitazon
uygulamasinin biyokimyasal parametreler (aglik glukoz, OGTT, total kolesterol ve
trigliserit), PVAD miktari, vaskiiler reaktivite, PVAD’da adipokin (adiponektin ve
leptin), inflamatuvar sitokin (TNF-o ve IL-6) ve ¢esitli gen ekspresyon diizeyleri
tizerine olan etkisi degerlendirilmistir. Ayrica kalp, karaciger, torasik aorta ve PVAD
ornekleri histopatolojik agidan degerlendirilmistir. Bulgularimiz siganlarda HFD/STZ
T2DM modelinde pioglitazon uygulamasinin kan glukozu ve lipid profilinde olumlu
etkiler gosterdigi, PVAD miktarin1 arttirdigi, bununla birlikte PVAD’in vaskiiler
reaktivite lizerindeki antikontraktil etkisini anlamli bir diizeyde degistirmedigi, endotel-
aracilt veya endotel-aracisiz gevseme yanitlar1 tiizerinde bir etkisinin olmadigi,
adiponektin, leptin ve IL-6 diizeylerini degistirmezken TNF-o diizeylerini artirdigini
gostermektedir. Ayrica diyabet grubunda PVAD dokusunda PPAR-y ekspresyon
diizeylerini belirgin diizeyde artirmistir. Buna ilaveten pioglitazon diyabet grubunda
otofaji ile iliskili Beclin ve LC3-II gen ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma
olusturmustur. Histopatolojik bulgular varolan klinik ¢aligmalar1 destekler niteliktedir.
Ayrica pioglitazon uygulamast PVAD’da adiposit biiyiikligiinii  artirmistir.
Bulgularimizin  pioglitazonun kardiyovaskiiler sistem {izerine olan etkilerinin
anlasilmasinda farkli bir boyut kazandiracagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Perivaskiiler adipoz doku, tip 2 diyabet, pioglitazon, PPARy,
vaskiiler reaktivite

Bu ¢alisma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu TUBITAK (2175209),
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ABSTRACT

Civelek E. (2021). Investigation of Effects of PPAR-y Agonist Pioglitazone on
Perivascular Adipose Tissue. Istanbul University, Institute of Health Science, Faculty of

Pharmacy, Department of Pharmacology. PhD Thesis. Istanbul.

Perivascular adipose tissue (PVAT) plays a role in many physiological and pathological
processes, such as regulation of wvascular tone, vascular inflammation and
atherosclerosis. The aim of our study is to evaluate the changes in the structure and
function of PVAT in type 2 diabetes (T2DM) and to investigate the possible role of
PPARY agonist pioglitazone. In our study, it was aimed to examine the effect of
pioglitazone treatment on PVAT dysfunction that occurs in a pathological condition
such as T2DM. For this purpose, the effects of 20mg/kg oral pioglitazone
administration for 6 weeks in HFD/STZ T2DM model in Wistar albino male rats on
biochemical parameters (fasting glucose, OGTT, total cholesterol and triglyceride),
amount of PVAT, vascular reactivity, adipokine (adiponectin and leptin) and
inflammatory cytokine (TNF-o and IL-6) levels, various gene expression levels in
PVAT were evaluated. In addition, heart, liver, thoracic aorta and PVAT samples were
evaluated histopathologically. Our findings showed that pioglitazone administration
showed positive effects on blood glucose and lipid profile in the HFD/STZ T2DM
model in rats, increased the amount of PVAT, however, it did not significantly change
the anticontractile effect of PVAT on vascular reactivity, and had no effect on
endothelium-mediated or non-endothelium-mediated relaxation responses. Pioglitazone
administration increased TNF-a levels while not changing adiponectin, leptin and IL-6
levels. It also significantly increased PPAR-y expression levels in PVAT tissue in the
diabetes group. In addition, pioglitazone caused a significant decrease in autophagy-
related Beclin and LC3-11 gene expression levels in the diabetes group.
Histopathological findings support existing clinical studies. In addition, pioglitazone
administration increased adipocyte size in PVAT. We think that our findings will add a
different dimension to the understanding of the effects of pioglitazone on the
cardiovascular system.

Keywords: Perivascular adipose tissue, type 2 diabetes, pioglitazone, PPARYy, vascular
reactivity

This study was supported by the Scientific and Technological Research Council of
Turkey TUBITAK (217S5209).



1. GIRIS VE AMAC

Perivaskiiler adipoz doku (PVAD), serebral damarlar haricinde tiim damarlarin
etrafinda bulunan lokal adipoz katmamidir. PVAD, viicutta toplam yag depolarmin
yaklagik olarak %3’liikk bir kismini olusturmaktadir. Sempatik sinir sistem ile innerve
edilen PVAD’mn hiicre kompozisyonu temel olarak adipositler, endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve mononiikleer hiicrelerden olusmaktadir. Yapida ayrica kan damarlari,
kolajen ve elastik lifler de bulunmaktadir?. Yapilan calismalar, ilk zamanlar damara
mekanik destek saglamak disinda bir rolii olmadigi diisiiniilen PVAD’in metabolik
olarak aktif oldugunu ve yapisindan birgok biyoaktif maddenin saliverildigini
gostermistir. Bu maddeler igerisinde vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF),
tiimdr nekrotizan faktdr-o (TNF-a), leptin, adiponektin, insiilin benzeri biiylime faktorii-
1 (IGF-1), interlokin-6 (IL-6), resistin ve anjiyotensinojen sayilabilir®**. Bu agidan
PVAD, otokrin, parakrin ve endokrin 0&zelligi olan bir organ olarak

degerlendirilmektedir.

PVAD’in kardiyovaskiiler sistem (KVS) {izerine olan etkileri ozellikle son
yillarda 1lgi ¢ekici bir arastirma konusu haline gelmistir. PVAD’1in damar diiz kas hiicre
proliferasyonu ve migrasyonu iizerine olan etkilerini gosteren c¢alismalar mevcuttur™®,
Caligmalar ayrica PVAD’m fizyolojik kosullarda damar diiz kas tonusu tiizerinde
gevsetici yonde etkisinin oldugunu gostermektedir. Konu ile ilgili yapilmis olan ilk
calismada sigcan aortasinda PVAD’in, damar diiz kasinin noradrenaline (NA) olan
duyarhilig1 azalttig1 tespit edilmistir’. PVAD’m sican aortasinda NA’nin yani sira
serotonin, fenilefrin ve anjiyotensinin kastirict yanitlarmi azalttign  bulunmustur®,
PVAD’mn damar diiz kasi lizerine gevsetici rolii insan damarlar1 iizerinde yapilan
calismalarla da gosterilmistir. Insan internal mammaryal arterinde (IMA) PVAD
varliginda fenilefrin, noradrenalin (NA) ve tromboksan A2 analogu U46619’un kastirici

yamtlarinda azalma meydana geldigi bildirilmistir®°,

PVAD’1in vaskiiler tonus {iizerine olan gevsetici etkisinin ¢esitli patolojik
kosullarda ortadan kalkt1§1 6ne siiriilmektedir. Hipertansif siganlarda?, tip 1 diyabetik
(TIDM) sicanlarda'?, obezitenin diyet ile indiiklendigi farelerde!® ve metabolik
sendromlu farelerde'* PVAD’in damar gevsetici etkisinin ortadan kalktig1 gosterilmistir.

Bu patolojik durumlara ilaveten insiilin direnci ve yiiksek glukoz diizeyinin bir arada



gozlendigi tip 2 diyabette (T2DM) de PVAD disfonksiyonu olustugu db/db diyabetik
farelerin mezenterik arterlerinde!® ve Goto-kakizaki T2DM’li sicanlarin aortalarinda’®
gosterilmistir. Bahsi gecen patolojik kosullarda gozlenen PVAD disfonksiyonunun
mekanizmasi acik olmamakla birlikte bu mekanizma iizerine inflamasyonun roliine
isaret eden calismalar mevcuttur. Fare mezenterik arterinde yapilan bir in vitro
calismada gevsetici etkideki azalmadan makrofaj infiltrasyonun sorumlu oldugu one
siriilmektedir. Buna gore makrofajlardan salman TNF-0, PVAD’dan salinan
vazodilator maddelerin salummi azaltmaktadir!’. Yapilan bir diger ¢alismada bununla
uyumlu olarak inflamatuvar kosullarda PVAD’dan TNF-a salinimindaki artigin

adiponektin salmimindaki azalmayla korelasyon gosterdigi bildirilmigtir'®

. Yapilan
calismalar T2DM ve iligkili patolojilerde inflamasyona ilaveten otofaji ve endoplazmik
retikulum (ER) stresinin adipoz dokuda arttigina isaret etmektedir. T2DM’li hastalarin
omental adipoz dokularinda otofajinin ve ER stresin arttign gosterilmistir’®. Obez
T2DM’li hastalarin subkiitan adipoz dokularindan (SAD) elde edilen adipositlerde de
otofajinin aktive oldugu bildirilmistir®®. Yapilan diger bir klinik ¢alismada ise T2DM
kosullarinda otofaji aktivasyonunun incelenen adipoz doku katmaninin ¢esidine gore
farklilik gosterebildigi one siiriilmektedir?!. Literatirde T2DM kosulunda PVAD’da
otofajinin roliiniin incelendigi herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bununla birlikte

PVAD’da ER stresin incelendigi tek c¢alismada ise diyabetik db/db farenin aortik
PVAD’inda ER stresin arttig1 gosterilmistir®.

Ozet olarak eldeki kanitlar, PVAD’1n damar iizerine olan etkilerinin diyabetik
kosulda patolojik bir karakter kazandigina isaret etmektedir. Diyabetin ¢esitli KVS
hastaliklarinin  (hipertansiyon, kalp yetmezligi, ateroskleroz) patojenezinde ve
patofizyolojisinde yer aldigi goz Oniine alindiginda, bu hastaligin patofizyolojisinde
PVAD’mn degisen roliiniin, bu degisikligin mekanizmasinin ve sonuglarinin ortaya
konmasi, bu hastaliklar ile KVS hastaliklarinin iligkisinin anlasilmasi ve yeni tedavi

secenekleri olusturulmasi bakimindan 6nem tasimaktadir.

Pioglitazon, peroksizom proliferator aktive reseptor y (PPAR-y) agonisti olan ve
oral yoldan kullanilan antidiyabetik bir ilagtir. Literatiirde pioglitazonun KVS’de
olumlu etkileri oldugunu gosteren hem preklinik hem de Kklinik birgok ¢alisma
mevcuttur. Pioglitazon uygulamasinin si¢anlarda anjiyotensin-II ile indiiklenen

hipertansiyonu 6nledigi ve sol ventrikiil hipertrofisini azalttig1 gdzlenmistir®. Yine



benzer sekilde, sican iskemi reperflizyon modelinde pioglitazon uygulamasinin infarkt
alam azalttig: bildirilmistir®®. Diyabetik hastalar iizerinde yapilan klinik caligmalar
pioglitazonun  antihipertansif  etkinliginin ~ bulundugunu  gdstermektedir?>2®.
Pioglitazonun KVS iizerine olan etkilerinin incelendigi bir meta-analiz, pioglitazonun
insiilin direnci olan, prediyabetik ve diyabetik tiim hasta gruplarinda 6liimciil olmayan

inme, dliimciil olmayan miyokard infarktiisii ve kardiyovaskiiler 6liim riskini azalttigini

fakat kemik kirig1, ddem, kilo artisi, kalp yetmezligi riskini artirdigini gdstermistir?’.

Pioglitazonun KVS iizerine olan olumlu etkilerinden antiinflamatuvar ve
oksidatif stresi azaltict etkinligi kismen sorumlu gériilmekle birlikte?® bu olumlu
etkilerin mekanizmasi1 yeterince agik degildir. Bu agidan, pioglitazonun olumlu
etkilerinde diyabette bozulan PVAD etkinligi i{izerine olan roliiniin incelenmesi 6nem

tasimaktadir.

Tez projemizde, pioglitazonun T2DM’de PVAD iizerine olasi etkilerinin ve bu
etkilerin KVS agisindan 6neminin ortaya konmasi hedeflenmistir. Bu amagla Wistar
albino sicanlarda yiiksek yagh diyet/diisik doz streptozotosin (HFD/STZ) ile
indiiklenen T2DM modeli kullanilmistir. T2DM sicanlara alti hafta siire ile oral
20mg/kg pioglitazon uygulamasinin biyokimyasal parametreler, vaskiiler reaktivite,
PVAD miktari, PVAD’daki adipokin ve inflamatuvar sitokin diizeyleri ile PPAR-y,
otofaji, ER stres belirteci gen ekspresyon diizeyleri {izerine olan etkisi Ol¢lilmiistiir.
Ayrica deney sonunda siganlardan izole edilen kalp, karaciger torasik aorta ve PVAD

ornekleri histopatolojik a¢idan degerlendirilmistir.

Elde ettigimiz bulgularin T2DM kosulunda PVAD’in degisen roliiniin ve
pioglitazon uygulamasmin kardiyovaskiiler sistem {izerine olan etkilerinin
mekanizmasinin aydinlatilmasi agisindan onem arz ettigini diisinmekteyiz. T2DM ile
KVS hastaliklar iligkisi baglaminda T2DM’nin ve pioglitazonun PVAD iizerine olan
etkisinin degerlendirilmesinin T2DM tedavisinde oral antidiyabetik ilag segimi
acisindan bagimsiz bir parametre olma potansiyeline sahip oldugu tarafimizca

degerlendirilmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Enerji Homeostazi

Modern deneysel fizyolojinin kurucusu kabul edilen Fransiz hekim Claude
Bernard yaklasik 150 yil 6nce “i¢ ortam” (milieu intérieur) konseptini ilk kez giindeme
getirmis ve bu yeni konsept ile birlikte “homeostasis” olarak ifade edilen yasamsal
faaliyetlerin siirdiirilebilmesi i¢in i¢ ortamin dengede ve stabil olmasi gerektigi
yaklagimi ortaya ¢ikmustir. I¢ ortamin dengesinin saglanmasi organizmadaki bircok

farkli organ ve sistemin koordineli bir sekilde galismas ile miimkiindiir?®.

Organizmada yasamsal faaliyetlerin yerine getirilebilmesi i¢in enerji tiretimi ve
kullanimi zorunludur. Enerji kaynaklari organizmaya karbonhidrat, yag ve protein
formunda, besinler yoluyla alinir. Absorpsiyon sonrasi karbonhidratlarin monomeri olan
glukoz molekiilii hiicre igine 6zel tastyicist ile alinir ve ardindan sitoplazmada glikoliz,
mitokondride sitrik asit dongiisii ve elektron tasima zinciri ile yapisindaki enerji agiga
cikarilarak bu enerji ATP formunda depolanir. Organizma gerek duyulan enerjiyi temel
olarak bu yol ile iiretmektedir. Ayrica hiicreler gliserolii ve aminoasitleri glukoza
doniistiirerek bahsi gecen karbonhidrat metabolizmasi siirecinde kullanabilir. Glukoz
dist  kaynaklardan  glukoz  sentezlenmesi  siireci  glukoneojenez  olarak
isimlendirilmektedir. Bunun diginda yag ve protein metabolizmast iiriinleri de dogrudan
enerji Uretim siirecinde kullanilabilir. Viicutta yagin depo sekli olan trigliserit 3 adet
serbest yag asidi ile 1 adet gliserolden olusmaktadir. Serbest yag asitleri 3-oksidasyon
ile yikilarak asetil koenzim A (asetil-CoA) sentezlenir. Asetil-CoA sitrik asit dongiisiine
girerek enerji lretim siirecine dahil olmaktadir. Gliserol ise gliseraldehit-3-fosfat’a
dontistiirtilerek glikoliz siirecine katilabilir. Losin, izoldsin, lizin, fenilalanin, triptofan

ve tirozin aminoasitleri a-ketoglutarat’a doniiserek sitrik asit dongiisiinde yer alirlar®.

Hiicre ve organizma diizeyinde enerjinin ilretimi ve enerji kaynaklarinin
depolanmasi siirekli bir denge halindedir. Enerjinin fazla miktarda olmasi sonucunda
enerji kaynaklarmin enerji tiretimi i¢in kullanilmasi yerine depolanmasi egilimi artar.
Glukoz glukojen formunda depolanir ve bu olay glukojenez olarak isimlendirilmektedir.
Tim hiicreler belirli diizeyde glukojen sentezleme kapasitesine sahip olmakla birlikte
organizmada ana glukojen deposu karacigerdir. Organizmada enerji fazlas1 esas olarak

yag (adipoz) dokuda trigliserit formunda depolanmaktadir. Enerji homeostazinin



saglanmasi i¢cin hem hiicresel hem de organizma diizeyinde enerji {liretimi ve enerji
kaynaklarmin depolanmasi siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Besin aliminin (istah)
ve glukoz metabolizmasmin diizenlenmesi bu kontroliin en 6nemli iki basamagini

olusturmaktadir.

2.1.1. istahin Diizenlenmesi

Stirekli degisen c¢evresel kosullara uyum saglayabilmek adina organizmanin
enerji homeostazinin kontrolii enerjinin iiretimi, kullanimi1 ve depolanmasinin siki bir
sekilde regiile edilmesini gerektirmektedir. Enerji kaynaklarinin viicuda aliminin
saglanmasi istahin ve doygunlugun kontrolii ile miimkiin olmaktadir. Bu konu ile ilgili
yapilan ilk ¢aligmalar istahin diizenlenmesinde sorumlu beyin bdlgesinin hipotalamus
oldugunu gostermektedir. Sicanlarda ventromediyal hipotalamus (VMH) lezyonlarinin
besin aliminda artisa neden oldugu®, ventrolateral hipotalamus lezyonlarinin ise tam
tersine besin aliminda azalmaya neden oldugu gosterilmistir®?. Sonraki yillarda yapilan
calismalar istahin diizenlenmesinden sorumlu intrahipotalamik yolaklar ve sinyal
iletimine aracilik eden nérotransmitterler tizerine yogunlagmistir. Yapilan ¢alismalar ile
arkuat ¢ekirdekte (ARC) noéropeptid Y’nin (NPY) ve proopiyomelanokortinin (POMC)
istahin diizenlenmesinde baskin bir role sahip oldugu gosterilmistir. Buna gore fare
hipotalamusunda NPY ve agouti-iliskili protein (AgRP) eksprese eden ndoronlarin
ablasyonunun hipofaji ve kilo kaybina neden oldugu tespit edilmistir®®. POMC ve
kokain-amfetamin regiile transkript eksprese eden hiicrelerin kaybi ise bunun tam tersi
yonde etki gostermektedir’3®. Bu calismalar NPY/AgRP néronlarmin istah arttici
(oroksijenik), POMC néronlarinin ise istah azaltici (anoroksijenik) karakterini ortaya
koymaktadir. ARC ayn1 zamanda anatomik olarak 3. ventrikiile yakin olmasi sebebiyle
dolasimdaki istah1 modiile eden bilesenlerden de etkilenmektedir. Ornegin adipoz
dokudan salinan ve tokluk sinyali olarak islev goren leptinin NPY/AgRP néronlarinin
aktivitesini inhibe ederek, POMC noéronlarinin ise aktivesini stimiile ederek istahi
baskiladig1 ve enerji tiiketimini artirdig1 gdsterilmistir®®. Dolasimdaki bir diger hormon
olan ghrelin ise leptinin aksine NPY/AgRP néronlarimin aktivitesini uyarmakta®’,
POMC néronlarininkini ise azaltmakta®® ve bu yolla istahin artmasma neden
olmaktadir®®. Bunlarm yan1 sira AgRP/NPY néronlarinin dogrudan POMC néronlarimi

inhibe ederek istahin diizenlenmesine katkida bulundugu bildirilmistir,



ARC disinda, ARC’nin diger hipotalamik bdlgeler ile baglantilariin da istahin
diizenlenmesinde rolii oldugu bilinmektedir. Lateral hipotalamik alan ve paraventrikiiler
cekirdek?, dorsomediyal hipotalamus*>, VMH* bahsi gegen hipotalamik
bolgelerdendir. Bunlarin disinda beyin sapi, hipofiz bezi, mezolimbik 6diil sistemi gibi
ekstrahipotalamik yap1 ve sistemlerin de enerji homeostazinin diizenlenmesinde rolii
oldugu oOne stirtilmektedir. Beyin sapinin hipotalamustan aldig: sinyaller vasitasiyla hem

45, Hipofiz bezinden

istah** hem de enerji tiiketimini etkiledigi One siiriilmiistiir
salgilanan tiroid stimiile edici hormon (TSH) enerji tiikketimini regiilasyonunda rolii
oldugu bilinen bir hormondur. Mezolimbik 6diil sistemi hedonik besin aliminin kontrol
edildigi beyin bdlgesidir ve kismen hipotalamustan gelen sinyaller vasitasiyla bu
islevini yerine getirdigi one siiriilmektedir*®. Enerji homestazinda rol alan hipotalamik

bolgeler ve bu bolgelerin birbirleri ile iligkileri Sekil 2-1°de sematik olarak

gosterilmistir.

Hipotalamus disinda hipotalamustan bagimsiz olarak enerji homestazina katkida
bulunan beyin yapilar1 mevcuttur. Bu yapilar arasinda arka beyin, prefrontal korteks,
parabrakiyal ¢ekirdek, amigdala, periferik sinir sistemi, vagus siniri, mezolimbik &diil

sistemi sayilabilir?’.

Istahin ve besin alimmin kontrolii periferik uyaranlar ile santral sinir sistemi
(SSS) arasindaki etkilesim sonucunda ger¢eklesmektedir. Periferik uyaranlardan insiilin,
leptin ve adiponektinin enerji homeostazindaki rolleri 1yi bilinmektedir. Bunlar disinda
gastrointestinal sistemden (GIS) salinan ghrelin, kolesistokinin, glukagon benzeri
peptid-1 (GLP-1) ve peptid YY; karacigerden salinan fibroblast biiylime faktorii 21,
IGF-1, seks hormonu baglayan globiilin; kemik dokudan salinan osteokalsin ve

osteopontin, bobreklerden salian renin de enerji homeostazinda gorev almaktadir®®,
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Sekil 2-1: Enerji Homeostazinda Rol Alan Hipotalamik Bolgeler ve Bu Bolgelerin
Birbirleri ile Tliskileri- Waterson (2015)’ten degistirilerek

3V, tgilincti ventrikiil; AgRP, agouti-iligkili protein; AP, area postrema; ARC, arkuat g¢ekirdek; CBIR,
kannabinoid reseptor 1; DMH, dorsomedyal hipotalamus; GHSR, biiyiime hormonu salgilatici reseptor; LepR, leptin
reseptorii; LHA, lateral hipotalamik alan; Nacc, niikleus akumbens; NPY, noropeptid Y; NTS, niikleus traktus
solitarius; PAGVI/DR, ventrolateral periakuaduktal gri madde ve dorsal rafe kompleksi; PBN, parabrakiyal ¢ekirdek;
PFC, prefrontal korteks; POMC, proopiyomelanokortin; PVN, paraventrikiiler ¢ekirdek; PVT, paraventrikiiler

talamus; RPa, rafe pallidus; VMH, ventromedyal hipotalamus; VTA, ventral tegmental alan.

2.1.2. Glukoz Metabolizmasi

Organizmanin temel, beyin ve sinir dokusunun ise tek enerji kaynaginin glukoz
olmas1 hem postabsorptif (8-12 saatlik gece aglig1) hem de 6gilin sonrast (yemekten 1-4
saat sonras1) kan glukoz diizeylerinin belirli bir aralikta tutulmasini gerektirmektedir.
Postabsorptif durumda glukozun ~%50’si insiilinden bagimsiz sekilde beyinde, ~25’i
yine insiilinden bagimsiz olarak splanknik bolgede (karaciger ve barsak), ~25’lik kisim
ise insliline bagimli sekilde kas dokuda ve kismen adipoz dokuda kullanilmaktadir.
Bazal kosulda, kullanilan miktarda glukoz karacigerde (%85) ve bobrekte (%15)

iretilerek kana verilir. Glukozun %50°s1 glukoneojenez %50’si ise glikojenoliz yoluyla



iiretilmektedir®®. Ogiin sonrasinda ise glukoz absorpsiyonunu takiben kan glukoz
diizeyleri yiikselir ve bu yiikselis pankreasta Langerhans adaciklarindaki B-hiicrelerden
insiilin salinmasina neden olur. Olusan hiperglisemi ve hiperinsiilinemi neticesinde
endojen glukoz iiretimi baskilanir ve periferdeki dokulara glukoz gegisi artar. Sonucta
kan glukoz diizeyi tekrar normal seviyelere donmiis olur. Glukoz metabolizmasi ayrica
yag metabolizmas1 ile de yakin iliskilidir. Insiilin antilipolitik etkinlige sahiptir ve
plazma serbest yag asidi (FFA) diizeylerinin diismesine neden olmaktadir®. FFA
diizeylerindeki azalma ise hem karaciger glukoz iiretimini baskilamakta hem de kas
dokusunun glukoz alimmi artirmaktadir®’. Genel anlamda glukoz metabolizmasinin
diizenlenmesi pankreas hormonlari (insiilin, glukagon ve Somatostatin), yag

metabolizmasi ve glukozun organizmaya giris yolu tarafindan belirlenmektedir.

2.1.2.1. Insiilin

Insiilin 1920°li yillarin baslarinda pankreas ekstratlarmin diyabetik hayvanlarda
kan glukoz diizeyini belirgin sekilde diisiirdiigiiniin tespit edilmesi sonucunda
kesfedilmistir. Bu kesif Banting ve Macleod isimli arastirmacilara 1923 yilinda Nobel
Tip veya Fizyoloji Odiilii’nii kazandirmistir®>. Bu biiyiik kesfin ardindan insiilinin

biyosentezi, yapisi ve etki mekanizmasi ile ilgili calismalar hiz kazanmistir.

Insiilin heterodimerik polipeptid yapida bir hormondur. Birbirlerine 2 adet
distilfid bag: ile sistein aminoasitlerinden baglanmis olan olan A ve [ polipeptid
zincirlerinden olugmaktadir. A zincir, karboksil terminal ucu (C-terminal) tasimakta ve
21 aminoasitten olugmaktadir. B zincirde ise 30 aminoasit bulunmakta ve zincir, amino
terminal ucu (N-terminal) ile sonlanmaktadir. Insiilin, pankreasin Langerhans
adaciklarinda bulunan f hiicrelerinde insiilin mRNA’smin transkripsiyonu neticesinde,
yaklagik 12.000 Dalton biiyiikliigiinde preproinsiilin ismi verilen insiilin prekiirsoriinden
tiretilmektedir. Bu molekiil a ve B zincirlerinin yani sira bu iki zinciri birbirine baglayan
C-peptid ile preproinsiilinin endoplazmik retikulumda islenmesine olanak saglayan ve
yaptya N-terminalden bagli 24 aminoasitlik sinyal peptidden olusmaktadir.
Preproinsiilin ER’de iiretildikten sonra yapisindaki sinyal peptid kismi vasitasiyla ER
liimenine translokasyonu gergeklesir. Burada sinyal peptidaz vasitasiyla sinyal peptid
kismi kesilir. Olusan bu yeni yapi proinsiilin olarak isimlendirilmektedir. Proinsiilinin
ER sisternasinda katlanma ve disiilfid bagi olusturma islemleri gergeklesir ve bunun

sonucunda protein, insiilinin direkt prekiirsorii olan tersiyer yapisina kavusmus olur.



Son asamada ise golgi aygitinda peptidazlar vasitasiyla kesilir ardindan insiilin ve C-
peptid olarak paketlenir. Insiilin sekretuvar graniillerde genellikle yapida iki adet Zn*

iyonunun yer aldig1 heksamer yapida bulunmaktadir®,

Kandaki glukoz diizeyi insiilin sekresyonu igin temel uyarici faktor
konumundadir. Pankreastaki B hiicreler kan glukozu diizeyini algilama ve uygun
miktarda insiilin salgilayarak kan glukoz diizeyini belirli bir aralikta tutma goérevini
yerine getirmektedirler. Bu goérevle uyumlu bir sekilde Langerhans adaciklarinda
kiimelenmis olan B hiicreler yogun bir kapiller ag ile ¢evrili durumdadir. Bu kapillerler

*_ Dolasimdan gelen

madde geg¢isini kolaylastiracak sekilde porlu yapiya sahiptir
glukoz, glukoz tasiyicist (GLUT2) yoluyla hiicre ig¢ine alindiktan sonra glikoliz, sitrik
asit dongiisii ve elektron tasima zinciri asamalarindan gecer ve ATP sentezi igin
kullanilir. Artan hiicre i¢i ATP/ADP (adenozin difosfat) oran1 ATP duyarli potasyum
kanallarinin (Katp) kapanmasina ve sonug¢ olarak B hiicrelerin depolarize olmasina
neden olur. Depolarizyon neticesinde voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 agilir ve hiicre
icine kalsiyum girisi gerceklesir. Hiicre icinde artan kalsiyum konsantrasyonu
membranda bulunan fosfolipaz C enzimini aktive eder. Fosfolipaz C aktivasyonu
membran lipidlerinden fosfatidilinositid-4,5-bifosfat1 hidrolize ederek inositol trifosfat
ve diacilgliserol (DAG) tiretilmesine neden olur. Artan DAG konsantrasyonu ile protein
kinaz C (PKC) enzimi aktiflesir. PKC hiicre i¢i aktin agmin reorganizasyonu yoluyla
instilin igeren vezikiillerin membrana dogru hareket etmesine neden olur. PKC’nin
insiilin sekresyonundaki bir diger rolii ise hiicre i¢cinde ekzositozdan sorumlu muncl8,
SNAP25, sinaptotagmin membran proteinlerini aktiflestirmesidir. Sonug olarak insiilin
iceren vezikiillerin membrana flizyonu sonrasinda ekzositoz gergeklesir ve insiilin
salinmig olur®. PKC yolagina ek olarak reseptor-aracili siklik adenozin monofosfat

(cAMP) bagimli yolaklarin da insiilin sekresyonunda rolii bulunmaktadir®®.

Hiicre ici glukoz diizeylerinin yiikselmesinin disinda ¢esitli hormon, lipid ve
norotransmitterlerin de insiilin sekresyonu iizerinde uyarici veya inhibe edici yonde
etkisi oldugu yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. Buna gére GLP-1°, glukoz-bagimli
insiilinotropik polipeptid (GIP)*’, vazoaktif intestinal peptid (VIP)®8, hipofiz adenilat
siklaz-aktive polipeptid®, lizofosfatidilkolin®®, oleoletanolamid®, asetilkolin (ACh)®*
insiilin  sekresyonunu  stimiile ederken  somatostatin® ~ NAS  galanin®,

prostaglandinler®, ghrelin® insiilin sekresyonunu inhibe etmektedir.
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Insiilin hiicrelerdeki etkisini kendi spesifik reseptorii iizerinden gdstermektedir.
Insiilin reseptdrii yap1 olarak ekstraseliiler yerlesim gdsteren 2 adet o alt iinite ile
ekstraseliiler, transmembran ve sitozolik olarak yerlesmis 2 adet B alt {initeden
olusmaktadir. Her bir a ve B alt iiniteler birbirlerine disiilfid baglar1 ile baglanarak
dimerik bir yap1 olusturmaktadir. A alt {initesi 723 aminoasitten olusmaktadir ve IGF-1
ve epidermal biiyiime faktorii reseptoriine benzer sekilde sisteinden zengin bolgeye
sahiptir. B alt {linitesinin sitozolik kisminda ise 3 adet tirozin kiimesi bulunmaktadir.
Reseptoriin bu kismi ayrica tirozin kinaz aktivitesine sahiptir®. Insiilinin reseptore
ekstraseliiler baglanmasi sonucunda intraseliiller B alt tnitesi tirozin kinaz aktivitesi
kazanir ve hem reseptérde bulunan tirozin aminoasitlerini hem de intraseliiler insiilin
reseptor substrat (IRS) proteinlerini fosforiller. IRS proteinlerinin fosforillenmesi
fosfoinositid kinaz 3-protein kinaz B/Akt yolagini aktive ederek glukojen sentaz kinaz
3B, rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi 1 ve 2, forkhead transkripsiyon
faktorleri gibi efektor molekiilleri regiile eder®®. Bunlar disinda IRS proteinlerinin
aktivasyonu ile fosfotirozin-baglayici src homoloji 2 kismi tasiyan biiyiime faktori
reseptorii bagli protein 2 ve Shc proteinleri vasitasiyla mitojen aktive eden protein Kinaz
yolagi da aktive olmaktadir. Bu yolaklarin uyarilmasi sonucunda hiicrelerde insiilinin
etkileri ortaya ¢ikmaktadir®®. Insiilin sinyalizasyonun ana yolaklar1 ve insiilinin etkileri

Sekil 2-2°de sematik olarak gosterilmistir.
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insiilin \) ! Insiilin Reseptorii
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JNK Y
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/ Glukojen ‘ \ Protein
\ / Sentezi PEPCK ve Sentezi
Hiicre proliferasyonu IGFBP-1

Antiapoptoz Inhibisyonu

Biiyiime Sinyali Metabolik Sinyal

Sekil 2-2: insiilin Sinyalizasyonunun Temel Yolaklar: ve Insiilinin Etkileri- Van den
Berghe 2004’ten degistirilerek

(eNOS, endotelyal nitrik oksit sentaz; Erk1/2, ekstraseliiler sinyal-regiile kinaz 1/2; Grb2, biiylime faktorii
reseptorii bagli protein 2; IGFBP-1, insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici protein-1; IRS, insiilin reseptor
substrati; JNK, Januz kinaz; MEK, mitojen aktive protein kinaz; Nck, tirozin kinaz adaptor protein 1’in non-katalitik
bolgesi; PDK1/2, fosfoinositid bagimli kinaz 1/2; PEPCK, fosfoenolpiriivat karboksikinaz; PI3K, fosfoinositid 3-
kinaz; PKB, protein kinaz B; Syp, sinaptofizin)

Insiilin reseptdrii hemen hemen her hiicre tipinde bulunmakla birlikte iskelet
kasi, karaciger, adipoz doku gibi enerji depolayan ve metabolik aktivitesi yiiksek doku
ve organlarda daha fazla eksprese olmaktadir. Bu durum bahsi gecen doku ve organlari

insiilinin ana hedefi haline getirmektedir.

Yapilan caligmalar insiilinin iskelet kasi glukoz metabolizmasmin farkli
boyutlar iizerine etkileri oldugunu gostermektedir. Insiilin, iskelet kasinda bulunan
glukoz transportunun (GLUT4) translokasyonunu uyararak membran GLUT4 miktarini
ve hiicre igine glukoz girisini artirmaktadir®’. Bunun yani sira insiilinin heksokinazin
gen transkripsiyonunu, translasyonunu ve aktivitesini artirdig1 tespit edilmistir®.
Hekzokinaz enzimi glukoz fosforillemekte ve sonucta iiriin olarak glukoz 6-fosfat
bilesigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu asamadan sonra hiicrenin enerji ihtiyacina gore glukoz

6-fosfat glikoliz ya da glukojen sentezi igin kullanilabilmektedir. Normal fizyolojik



12

plazma insiilin konsantrasyonlarinda glukoz kullanimi bu iki ana yolak arasinda
yaklasik olarak esit diizeydeyken insiilin konsantrasyonu arttik¢a denge glukojen sentezi
yoniinde bozulmaktadir®. Insiilin glukojen sentaz enzimini aktive ederek glukojen

sentezini uyarmaktadir’®.

Iskelet kasinda oldugu gibi adipoz dokuda da insiilinin etkisine duyarli olan
GLUT4 bulunmaktadir. Dolayisiyla adipoz dokuya glukoz alimi da insiilin tarafindan
uyarilmaktadir’®. Insiilinin adipoz dokuda yag metabolizmasi iizerine etkileri oldugu da
yapilan c¢alismalar ile gosterilmistir. Insiilin hormon-duyarli lipaz enzimini inhibe
ederek lipolizi baskilamaktadir’?. Lipolizi baskilamanin yam sira lipoprotein lipaz
enzimini uyarmaktadir’. Bu sayede insiilin plazma triacilgliserol seviyelerinin
azalmasmna neden olmaktadir. Insiilinin ayrica adipoz dokuda lipid sentezini ve

adipojenezi uyardig: bilinmektedir’.

Insiilinin etkilerine duyarli oldugu bilinen organlardan en 6nde geleni glukoz
metabolizmasindaki baskin roliinden Otiirii karacigerdir. Karacigerde bulunan glukoz
transportu (GLUT?2) insiilin duyarli degildir. Postprandiyal durumda karacigere glukoz
alimmin plazma glukoz artis1 ile korele oldugu bilinmektedir*®. Insiilinin karaciger
glukoz alimi {izerine etkisi olmamasina karsin glukoz metabolizmasinin diger
basamaklari tlizerine 6nemli etkilere sahip oldugu yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir.
Insiilin karacigerde glukojenolizi ve glukoneojenezi inhibe etmektedir. Bu sekilde

insiilinin hepatik glukoz iiretimini baskiladig1 gosterilmistir®® >,

2.1.2.2. Glukagon

Glukoz metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir diger hormon glukagondur.
Glukagon pankreasta Langerhans adaciklarindaki a hiicrelerden salinmaktadir. Bazal
kosullarda karaciger glukoz {iiretiminin yaklasik olarak yarist glukagonun etkisi ile
gerceklesmektedir. Ogiin sonrasi ise hiperinsiilinemi glukagon salimimi baskilamakta ve

sonucta kan glukoz diizeyleri azalmaktadir.

Glukagon yap1 olarak hipofiz adenilat siklaz-aktive polipeptid ailesine mensup
diger hormonlar ile benzerlik gostermektedir. 29 aminoasitten olusan glukagonun
molekiil agirligi 3485 daltondur. Pankreasta proglukagondan prohormon konvertaz 2
enzimi aracihigiyla glukagon-iliskili polipeptid ve major proglukagon fragment ile

birlikte tiretilir?.



13

Glukagon sekresyonunun da tipki insiilinde oldugu gibi glukoz diizeyleri ile
yakin iliski igerisinde oldugu yapilan caligsmalar ile gosterilmistir. Glukoz diizeylerinde
artisin o hiicrelerden glukagon sekresyonunu dogrudan azalttig1 bildirilmistir’®. Buna
ilave olarak glukagon sekresyonunun otokrin kontroliinde glukagonun kendisinin de
rolii oldugu oOne siiriilmiistiir. Buna gore glukagon a hiicrelerde cAMP diizeylerini
artirarak kendi sekresyonunu stimiile etmektedir’’. Glukagon ile birlikte sekrete edilen
glutamatin da glukagon sekresyonunun regiilasyonunda rol aldig1 6ne siiriilmiistiir’®"°.
Otokrin regiilasyona ilave olarak glukagon sekresyonunun parakrin regiilasyona tabi
oldugu yapilan bir¢ok ¢alisma ile gosterilmistir. § hiicrelerden salinan insiilin, glukagon
sekresyonunu inhibe etmektedir®. Insiilinin bu inhibitdr etkisinden gama amino biitirik
asit (GABA) A reseptdr ekspresyonunu artirmasi®!, Katp kanallarin1 aktive ederek o

8 ve fosfodiesteraz enzimi araciligiyla

hiicrelerde hiperpolarizasyona neden olmast
hiicre i¢ci cAMP diizeylerini azaltmasi® sorumlu tutulmustur. Insiilin ile birlikte sekrete
edilen ¢inko iyonun da glukagon sekresyonunu baskiladigi gosterilmistir®. B
hiicrelerden salinan bir diger faktér olan amilin de glukagon sekresyonunu
baskilamaktadir®. B hiicrelerden salman faktorlerin yani1 sira & hiicrelerden salman
somatostatinin de glukagon sekresyonunu baskiladig1 bilinmektedir®2. Inkretin bir
hormon olan GLP-1 glukagon sekresyonunu P/Q tipi kalsiyum kanallari {izerinden
inhibe etmektedir®®. Glukagon sekresyonu iizerinde otonom sinir sisteminin de regiilator
etkisi oldugu iyi bilinmektedir. Hem sempatik hem de parasempatik aktivasyonun
glukagon sekresyonu iizerinde stimiile edici etkisi bulundugu tespit edilmistir®. Bazi
caligmalar ise plazma alanin ve arjinin aminoasit diizeylerinin glukagon sekresyonu

iizerinde 6nemli etkileri oldugunu 6ne siirmektedir®’-%,

Glukagon etkilerini hedef hiicrelerin membraninda yer alan G-protein kenetli
reseptor ailesine mensup glukagon reseptdrii vasitasiyla gdstermektedir®®. Reseptdriin
glukagon ile uyarilmasi neticesinde membranda yer alan adenilat siklaz enzimi aktive
olmakta ve hiicre ici cAMP diizeyleri ylikselmektedir. Glukagonun hiicre i¢i etkileri
artan cAMP’nin aktive ettigi protein kinazlar aracihgiyla gerceklesmektedir®.
Karaciger, glukagonun etkileri agisindan ana merkez konumundadir. Glukagon
hepatositlerde glikojen sentezini inhibe etmek, glikojenoliz ve glukoneojenezi stimiile
etmek suretiyle karacigerden glukoz ¢ikisini artirmaktadir®. Glukagonun karacigerde
ayrica ketojenezi uyardigi da yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. Yiiksek plazma

glukagon/insiilin oranmin artan hiicre i¢ci cAMP vasitasiyla glikolizi, asetil-CoA
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karboksilaz aktivitesini ve malonil-CoA diizeylerini azalttigi gosterilmistir. Azalan
malonil-CoA yag asidi sentezini durdurmakta ve ketojenezi stimiile etmektedir®.
Glukagonun karaciger disinda diger 6nemli hedefi adipoz dokudur. Glukagon insiilinin
aksine adipoz dokuda lipolizi stimiile etmektedir. Bu sayede glukagon etkisi ile

plazmada FFA ve gliserol diizeyi artmaktadir®,

2.1.2.3. Somatostatin

Ilk kez 1960’11 yillarin sonunda hipotalamus ekstratlarinda biiyiime hormonu
sekresyonunu inhibe edici madde olarak varligi tamimlanmistir®. Sonraki yillarda
yapilan caligmalar varliginin hipotalamusla sinirli olmadigini periferal néronlarda,
GiS’te ve pankreasta da sentezlendigini gdstermistir®. Biyosentezi inaktif prekiirsorii
olan preprosomatostatin molekiiliiniin enzimatik olarak kesilmesi sonucunda
gerceklesmektedir. Somatostatinin 14 ve 28 aminoasit uzunlugunda 2 farkl aktif formu
bulunmaktadir. 14 aminoasitlik formun pankreas, mide ve sinir dokuda, 28 aminoasitlik
formun ise beyin ve enterik ndronlarda yogun olarak bulundugu saptanmustir®®. Yapilan
calismalar hormon, ndrotransmitter, sitokin vb. biyoaktif maddelerin somatostatin
sekresyonunu regiile ettigini  gostermektedir. Glukagon, biiyiime hormonu
serbestlestirici hormon, ndrotensin, kalsitonin gen iliskili peptid, bombesin somatostatin
sekresyonunu uyarirken; insiilin, leptin ve adrenalin, GABA ve opiyatlar somatostatin
sekresyonunu inhibe etmektedir®. Somatostatin, etkilerini G-protein ile kenetli reseptdr
ailesine mensup somatostatin reseptorleri araciligiyla gostermektedir. Somatostatin
pankreasta 6 hiicrelerinden salinir ve hem insiilin hem de glukagon sekresyonunu inhibe
eder®”. Somatostatinin glukoz metabolizmas1 agisindan bir baska etkisi ise ghrelin

sekresyonunu inhibe etmesidir®.

2.1.2.4. Glukozun Organizmaya Giris Yolu ve Inkretin Etki
Yapilan ¢aligmalar glukozun organizmaya giris yolunun da glukoz

9100 ntravendz yoldan glukoz

metabolizmas1 iizerine etkili oldugunu gdstermistir
uygulanmasi ile splanknik glukoz alimi artan plazma glukoz diizeyleri ile orantili
sekilde gerceklesmektedir’®. Buna karsin glukoz oral yoldan alindiginda splanknik
glukoz alimi belirgin sekilde artmaktadir. Bunun nedeni hepatik arter-portal ven glukoz
gradiyenti neticesinde olusan hepatik sinyalin vagus araciligiyla SSS’ye gitmesi ve

karacigerin sempatik sinir sistemi tarafindan uyarilmasinin bloke edilmesidir. Sonugta

ise karacigere glukoz alimi artmakta, glukojen sentaz enziminin aktivasyonu ve
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glukojen  fosforilaz ~ enziminin  inhibisyonu  neticesinde  glukojen  sentezi

uyarilmaktadir®®

. Glukozun oral yoldan kullanilmasinin insiilin salimi {izerine de
etkileri bulunmaktadir. Benzer kan glukoz diizeylerinde glukozun oral yoldan alimi,
intravenoz (i.v.) glukoz uygulamasina kiyasla yaklasik 2 kat daha fazla insiilin salimina
neden olmaktadir. inkretin etki olarak adlandirilan bu etkiden kalin barsaktan salinan

GLP-1 ve ince barsaktan salinan GIP sorumludur®.

42 aminoasitten olusan bir polipeptid olan GIP barsakta bulunan K
hiicrelerinden salinmaktadir. GIP sekresyonu glukoz ve galaktoz gibi karbonhidratlar ile
bazi aminoasitler tarafindan uyarilmaktadir*®. GIP reseptorii G-protein kenetli reseptor
ailesine mensuptur ve pankreasta hem o hem de f hiicrelerde bulunmaktadir. GIP’in bu
reseptorleri aracilifiyla insiilin ve glukagon sekresyonunu genel olarak uyardigi
bilinmektedir*®. Fakat yapilan bir caligmada yiiksek kan glukoz diizeylerinde GIP’in
instilin sekresyonunu belirgin sekilde uyardigini fakat glukagon sekresyonu iizerine
onemli bir etkisi olmadigini diisiik glukoz diizeylerinde ise bu tablonun tam tersi olarak
glukagon sekresyonunun uyarildigi insiilin  sekresyonunun ise degismedigi
gosterilmistir. Bu noktadan hareketle GIP’in kan insiilin ve glukagon sekresyonu
lizerine olan etkisi kan glukoz diizeyleri ile iliskili oldugu one siiriilmiistiir’®®. GIP’in
ayrica lipoprotein lipaz aktivitesini artirarak adipoz dokuda yag birikimini uyardig1 6ne
siiriilmektedir'®. Intestinal sekresyonun ardindan GIP, dipeptidil peptidaz 4 (DPP-4)

enzimi araciligtyla proteolitik olarak kesilerek inaktive edilmektedir.

Inkretin hormonlarin  bir digeri olan GLP-1 GiS’te L hiicrelerinden
salimmaktadir. Sekresyonunun glukoz, trigliserit ve aminoasitler tarafindan uyarildig:
gosterilmistir*®. GIP gibi GLP-1 reseptorleri de G-protein kenetli reseptor ailesine
mensuptur'®. GLP-1 insiilin ve somatostatin sekresyonunu uyarmakta, glukagon
sekresyonunu ise baskilamaktadir®®. Glukagon sekresyonu iizerine olan etkisinin glukoz
diizeyine bagiml oldugu diisiiniilmektedir'®. GIP’ten farkli olarak GLP-1’in SSS
lizerine enerji homeostazi yoniinden de etkileri bulunmaktadir. GLP-1 uygulamasinin
doygunlugu artirdig1 ve aglik hissini azalttigi gosterilmistir'® GLP-1 de tipk1 GIP gibi

DPP-4 enzimi tarafindan inaktive edilmektedir.

2.2. T2DM
T2DM, insiilin sekresyonunda bozulma ve insiilin direnciyle karakterize olan

kronik olarak kandaki glukoz diizeyinin normal seviyelerin iizerinde seyretmesi
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(hiperglisemi) durumuna verilen isimdir. TIDM’den farkli olarak tedavi mutlak sekilde
insiiline bagimli degildir. Hipergliseminin hastanin farkedebilecegi semptomlara neden
olmasi siklikla uzun zaman alir dolayisiyla T2DM bazi hastalarda yillar boyunca
asemptomatik olarak seyredebilmektedir. T2DM, hastalarda mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlara siklikla neden olabilmektedir. Gerek T2DM’nin
komplikasyonlarinin mekanizmasimin arastirilmasi gerekse de tedavide yer alma
potansiyeli bulunan yeni ajanlarin etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla deneysel

T2DM hayvan modelleri preklinik agsamada siklikla kullanilmaktadir.

2.2.1. Epidemiyoloji

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’nun 2019 yili i¢in yapmis oldugu tahminlere
gore 20-79 yas arasinda diyabet prevalansi diinya niifusunun %9,3’tine ulagarak 463
milyon kisi olmustur. Bunun 6tesinde 2019 yil1 i¢in tahmin edilen %9,3’°liik oranin 2030
yilinda %10,2, 2045 yilinda ise %10,9°a ¢ikacag1 6ngériilmektedirt®® Ulkemizde 2013
yilinda gergeklestirilen TURDEP-II ¢alismas1 ile 20 yas lizeri bireylerde diyabet
prevalansinin %16,5 oldugu tespit edilmistir. Bu sonug 2002 yilinda yapilan TURDEP-I

199 Bahsi gecen

calismasindaki orana gore %90’lik artis anlamma gelmektedir
caligmalarda T2DM prevalansi ayrica saptanmamis olmakla birlikte yapilan farkli
calismalarda T2DM vakalarinin tiim diyabet vakalarinin yaklasik olarak %90’m1
olusturdugu  gozlenmistir'?®M!,  Diyabet prevalansimin  yiiksekligi  diyabetin
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlari1 da hesaba katildiginda 6nemli bir

halk saglig1 problemine isaret etmektedir.

2.2.2. Etiyoloji ve Patojenez

T2DM’nin ortaya ¢ikmasi bazal (10-12 saatlik overnight acglik sonrasi) ve
postprandiyal (yemekten 1-4 saat sonrasi) glukoz homeostazinin bozulmasi sonucunda
gerceklesmektedir. Hastaligin etiyoloji ve patojenezinde genetik faktorler ve cevresel
etkiler sonucunda ortaya ¢ikan insiilin sekresyonunda bozulma ve insiilin direnci rol
oynamaktadir. T2DM patojenezinde yer alan olaylarin kronolojik siras1 ve birbirleriyle
iliskileri kesin olarak belirlenmemis olmakla birlikte insiilin direncinin siirecin
baglaticis1 olarak degerlendirildigi “T2DM’nin dogal seyri” yaklasimi genel olarak
kabul gormektedir. Buna gore genetik faktorler ve obezitenin neden oldugu insiilin
direnci neticesinde karaciger, iskelet kasi, adipoz doku gibi glukoz homeostazinda

onemli rol oyanayan doku ve organlarin insiiline verdikleri yanit azalir ve kan glukoz
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diizeyi normal seviyenin {izerinde kalir. Bu durumda yiiksek plazma glukoz diizeyi ile
pankreastan daha fazla insiilin salinmasi i¢in bir uyar1 olusur. Insiilin direncinin ilk
safhasinda hiperinsiilinemi vasitasiyla kan glukoz diizeyleri normal seviyelerde
tutulabilir. Insiilin direncinin devam etmesi her seferinde daha fazla insiiline ihtiyac
duyulmasina neden olmaktadir. Bu durum ise pankreastaki [ hiicreleri igin stres
olusumu ve nihayetinde  hiicre kaybi ile sonuclanmaktadir.  hiicre kaybr ile birlikte
goriilen hipoinsiilinemi ile kan glukoz diizeyleri normal seviyelerde tutulamaz ve asikar

diyabet tablosu ortaya c¢ikar®.

2.2.2.1. Insiilin Direnci

Insiilin direnci, fizyolojik kosullarda insiiline duyarli dokularda, insiilinin neden
oldugu yanitin azalmasini ifade etmektedir. Bu duyarsizlagsma, insiilin reseptdri, insiilin
reseptOriiniin  tirozin kinaz aktivitesi, reseptor sonrasi hiicre i¢i sinyal iletimi
diizeylerinde gerceklesebilir. Direng sonucunda glukoz metabolizmasinda insiiline
duyarli siiregler (karacigerden glukoz ¢ikismnin inhibisyonu, adipoz doku ve iskelet
kasinda glukoz transport ve metabolizmasi) baskilanmis olur. Sonug olarak hem insiilin
direnci hem de insiilin direnci karsisinda devreye giren kompensatuvar mekanizmalar
T2DM’nin gelisimine neden olmaktadir. Insiilin direncinin gelisiminde obezite, fiziksel

inaktivite ve genetik faktdrlerin rolii oldugu bilinmektedir®.

Obezite, asir1 yag birikmesi ile karakterize viicut agirligi artis1 durumuna verilen
isimdir. Kisinin viicut agirliginin normal olarak kabul edilen aralik icerisinde olup
olmadiginin degerlendirilmesi igin viicut kitle indeksi (VKI) ismi verilen bir parametre

kullanilmaktadir. VKI’nin hesaplanmasi su sekildedir:

VKIi=Viicut Agirhig (kg)

[Boy Uzunlugu (m)]?

Buna gore VKI degeri >25 olmasi durumunda kisi asir1 kilolu, >30 olmasi

durumunda ise obez olarak degerlendirilmektedir.

Giinliik fiziksel aktivitenin azalmasi, sedanter yasam tarzinin yayginlagmasi,
yemek yeme aligkanliklarinda gozlenen dramatik degisim son 30 yilda obezitenin
ozellikle gelismis bati toplumlarinda goriilme sikliginda artisa neden olmustur'?,
Diinya saglk orgiitiiniin (DSO) verilerine gore 1975’ten giiniimiize diinya capinda

obezite 3 katma ¢ikmustir. Ayrica yine DSO’ye gore 2016 yilinda 18 yas ve iistii diinya



18
niifusunun %39 unun asir1 kilolu, %13’iiniin ise obez oldugu tespit edilmistir®,

Gelinen durumda diinyada bir “obezite epidemisi” varligindan s6z etmek miimkiindiir.

Obezite basitge viicuda alinan enerjinin tiiketilen enerjiden fazla oldugu bir
enerji homeostazi bozuklugu olarak degerlendirilebilirse de, obezite patojenezi farkli
yap1 ve sistemlerin (gastrointestinal, sinir) ve farkli metabolik parametrelerin (glukoz,
insiilin, yag asidi, adipokinler, mikrobiyota) yer aldigi karmasik bir siirectir. Yapilan
caligmalar ayrica obezite patojenezinde genetik faktorlerin de rolii olabilecegine isaret
etmektedirt**.Bununla birlikte obezite ciddi bir halk saglig1 problemidir. Obezite, tim
nedenlere bagli mortalite, hipertansiyon, dislipidemi, T2DM, koroner arter hastaligi,
inme, safra kesesi hastaliklari, osteoartrit, uyku apnesi ve birgok kanser tiirii i¢in bir risk
faktorii olarak degerlendirilmektedir'®® . Bunlarin yam sira obezitenin diisiik yasam
kalitesi, depresyon ve anksiyete gibi psikososyal sonuglar1 oldugu bilinmektedir!!811°,
Obezitenin komorbiditeleri arasinda KVS hastaliklart 6n planda yer almaktadir.
Obezitenin KVS hastaliklar ile iliskisi olasilikla hipertansiyon, dislipidemi, tromboza
yatkinlik, inflamasyon, insiilin direnci vb. bilinen kardiyovaskiiler risk faktorleri ile
iliskilidir'',

Obezite sistemik olarak diisik yogunluklu inflamasyonun go6zlendigi bir
durumdur. Yapilan calismalar obez hastalarda serum proinflamatuvar sitokin
diizeylerinin arttigini gostermektedir'?®'?!, Ayrica obezitede inflamatuvar yolaklarda
yer alan IkBa kinaz B ve c-Jun N-terminal kinaz 1 sinyal molekiillerinin aktivitelerinin
arttig1 bilinmektedir!?!%, Obezitede goriilen inflamasyon insiilin direncine neden
olmaktadir. TNF-a’nin p55 {izerine olan etkisi yoluyla insiilin IRS-1 sinyal yolagini
inhibe ettigi gosterilmistir. Bu inhibisyonda IkBa kinaz f ve c-Jun N-terminal kinaz

124125 Inflamasyon ayrica PPAR-y aktivitesini

1I’in rolii oldugu tespit edilmistir
azaltarak insiilin direncine neden olmaktadir. Son olarak inflamasyona bagli olarak
lipolizin uyarilmasi ve trigliserit sentezinin inihibisyonu neticesinde artan FFA miktari
da inflamasyon ile insiilin direnci arasindaki iliskinin bir baska boyutunu

126 Inflamasyon disinda obezitede protein tirozin fosfatazlarin

olusturmaktadir
aktivasyonunun insiilin direncine neden olabilecegi one siiriilmiigtiir. Protein tirozin
fosfataz 1B, I6kosit antijen-iliskili fosfataz, src-homoloji fosfatazin obez hastalarda

ekspresyon ve aktivitelerinin arttig1 gosterilmistir!?’. Protein tirozin fosfataz 1B ve
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16kosit antijen-iliskili fosfataz in vitro kosullarda insiilin reseptorii ve IRS-1’i

defosforile etmektedirler'?.

Viicutta yag metabolizmasi ve dagiliminda ortaya ¢ikan degisimlerin insiilin
duyarliliginda rolii bulunmaktadir. Plazma FFA diizeylerinin artmasi iskelet kasinda
insiilin reseptor tirozin fosforilasyonu, IRS-1 tirozin fosforilasyonunu, fosfoinositid 3-
kinaz aktivitesini ve Akt-serin fosforilasyonunu inhibe ederek insiilin sinyalizasyonunu

129 Ayrica obezitede adiposit boyutlarinda goriilen artis adipositlerde

bozmaktadir
insiilin direncine neden olmaktadir. Bu durumda insiilinin antilipolitik etkilerinin inhibe
olmasi dolayisiyla adipoz dokudan lipid ¢ikist meydana gelmektedir. Artan plazma FFA
konsantrasyonu ise karaciger ve iskelet kasinda lipid birikmesine neden olur. FFA
metabolizmas1 neticesinde ortaya ¢ikan seramid ve DAG’in insiilin direncinde rolii
bulunmaktadir'®®. Bu siiregte ayn1 zamanda adipositlerden salinan adipokin
kompozisyonu degismekte ve insiilin duyarlilastirict bir adipokin olan adiponektin

sekresyonu azalmaktadir®°,

Obezite disinda insiilin direncinin gelisiminde rol oynayan bir diger faktor
fiziksel inaktivitedir. Ozellikle son 30 yilda sedanter yasam tarzinin kazandig
yayginligin insiilin direnci ve T2DM prevalans artis1 ile gosterdigi paralellik, bahsi
gecen durumlar arasinda nedensel bir iliski olup olmadigi sorusunu giindeme
getirmektedir. Fiziksel inaktivitenin obezite dolayimiyla insiilin direncine neden oldugu
bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar ayrica fiziksel inaktivite ile insiilin direnci arasinda
direkt bir iliskinin mevcut oldugunu goéstermektedir. Bir ¢alismada fiziksel egzersizin
obez hastalarda kilo azalmasina yol agmaksizin insiilin direncinde iyilesmeye neden
oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada fiziksel egzersiz ile hepatik trigliserit ve plazma
FFA konsantrasyonlarinin da azaldigi gozlenmistir'!. Bir baska caliymada normal
kiloya sahip bireylerde 5 giinliik yatak istirahati insiilin direncine, plazma total

kolesterol ve trigliserit diizeylerinde artisa neden olmustur'®,

Obezite ve fiziksel inaktiviteye ek olarak genetik faktorler de insiilin direncinin
alt yapismi olusturmaktadir. Insiilin reseptdriinde meydana gelen mutasyonlarin
membran insiilin reseptdr sayisinda azalmaya neden olmak suretiyle insiilin direncine
neden oldugu gosterilmistir'®®. Insiilin reseptorii disinda IRS-1 geninde ortaya cikan

mutasyonlarin da (Gly 972 Arg) insiilin direncine neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir!3*,
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Insiilin direncinde genetik faktérlerin rolii, genom-gapl iliskilendirme galismalariyla da

gosterilmistir®>1%,

Insiilin direncinin hesaplanmast igin hiperinsiilinemik dglisemik klemp testi altin
standart olarak kabul edilmektedir. Bu testin uygulama zorlugu nedeniyle aglik plazma
glukoz ve insiilin seviyleri baz alinarak Homeostatik Model Degerlendirme-insiilin
Direnci (HOMA-IR), Kantitatif insiilin Duyarlilig1 Hesaplama indeksi, Matsuda Indeksi
vb. basitlestirilmis yaklasimlar gelistirilmistir'®’. Basitlestirilmis modellerden HOMA-
IR in vivo galismalarda siklikla kullanilmaktadir'®®14°, HOMA-IR 'nin hesaplanmasi su
sekildedir:

HOMA-IR=A¢lik kan glukoz konsantrasyonu (mg/dl) x Aclik kan insiilin
konsantrasyonu (mg/dl) / 405

2.2.2.2. insiilin Sekresyonunda Bozulma

Insiilin sekresyonunda meydana gelen bozulma, insiilin direnci ile birlikte
T2DM’nin gelisiminde temel bir role sahiptir. Obezite ve insiilin direncinin siireg
igerisinde B hiicre kaybi ile sonuglandigi “T2DM’nin dogal seyri” nin disinda dogrudan
B hiicre kayb1 ya da B hiicre insiilin sekresyonu bozulmasindan kaynaklt T2DM tipleri
de mevcuttur. B hiicre yetmezligi yas, genetik faktorler, insiilin direnci, lipotoksisite,
glukotoksisite faktorleri tarafindan belirlenmektedir.

llerleyen yas ile birlikte insiilin sekresyonunda azalma meydana gelmektedir'*.,

Bu durumun T2DM sikhigmin yas artisi ile olan iligkisini kismen agiklayabildigi

diistiniilmektedir®®.

Ilerleyen yas disinda B hiicre fonksiyonu ve insiilin sekresyonu genetik
faktorlerden de etkilenmektedir. Yapilan bir ¢alisma TCF7L2, SLC30A8, GIPR ve
C2CD4B gen bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizmlerinin yiiksek proinsiilin
seviyesi, diisiik insiilin sekresyonu ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Ayni1 calismada
ayrica MTNR1B, GCK, FADS1, DGKB, PROX1, G6PC2 gen bolgelerindeki tek
niikleotid polimorfizmlerinin erken faz insiilin sekresyonunda bozulma ile iliskili
oldugu bildirilmistir'*>. Cin’de yapilan bir ¢alisma ise CDKAL1 geninin rs10946398

polimorfizmiyle insiilin sekresyonunda bozulma arasinda iliski oldugunu saptamistir'®,

Genglerde goriilen erigkin tip diyabetten farkli olarak T2DM patofizyolojisinde
birden ¢ok gen rol oynamaktadir. Genetik baglant1 caligmalar1 ile CAPN10, TCF7L2



21

genlerinin T2DM’deki rolii saptanmistir. Aday gen calismalari ile de ayrica PPARy,
IRS1, IRS-2, KCNJ11, WFS-1, HNF1A, HNF1B, HNF4A genlerinin T2DM ile iliskili
oldugu tespit edilmistir. Bu genlere ilave olarak yapilan genom-capli iliskilendirme

calismalari birgok farkli genin T2DM ile iliskisini gostermistir*4,

T2DM’nin dogal seyrinde gelisen insiilin direnci ile birlikte normogliseminin
saglanmasi icin stirekli daha fazla miktarda insiilin salinmasi ihtiyact ortaya cikar.
T2DM’nin dogal seyrinde artan instilin ihtiyaci ile B hiicre kaybi arasindaki mekanistik
iliski kesin olarak bilinmemektedir. T2DM patojenezinde ve patofizyolojisinde yer alan
diger faktorlerin B hiicre kaybimna neden olmasi da ayrica miimkiin gdéziikmektedir.
Glukoz metabolizmasindaki bozulmaya paralel olarak artan plazma FFA miktari insiilin
sekresyonunda bozulmaya ve P hiicre yetmezligine neden olmaktadir}*®. Buna ilave
olarak adacik amiloid polipeptidin de B hiicre kaybina neden oldugu bilinmektedir'*®.
Son olarak yiiksek glukoz diizeylerinin de B hiicre fonksiyonunu bozdugu yapilan

caligmalar ile gosterilmistir’148, Yiiksek glukoz diizeylerinin neden oldugu toksik etki

“glukotoksisite” olarak isimlendirilmektedir.

2.2.3. Tan Kriterleri ve Tedavi

T2DM’de risk faktorlerini tasiyan yiiksek risk grubundaki bireylerde diyabet
taramasi yapilmasi gerekmektedir. Diyabet taramasi ve risk faktorleri igin Tirkiye
Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi’nin Diabetes Mellitus ve Komplikasyonlarinin

Tam, Tedavi ve izlem Kilavuzu 2020%®’da yer alan listeye gore:

1. Ulkemizde 40 yas iizeri toplumun %10’dan fazlasinda diyabet bulundugu i¢in
kilosu ne olursa olsun, 40 yasindan itibaren 3 yilda bir, tercihen aclik plazma glukozu

(APG) ile diyabet taramasi yapilmalidir.

2. VKI >25 kg/m? olan asemptomatik kisilerin, asagidaki risk gruplarindan
birine mensup olmalar1 halinde, daha geng yaslardan itibaren ve daha sik (6rnegin yilda

bir kez) diyabet yoniinden arastirilmalar1 gerekir.
e Birinci ve ikinci derece yakinlarinda diyabet bulunan kisiler
e Diyabet prevalansi yiiksek etnik gruplara mensup kisiler

e Makrozomik (dogum tartis1 4,5 kg veya iizerinde olan) bebek doguran
veya daha oOnce gestasyonel diabetes mellitus (GDM) tanisi almis

kadinlar
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e Hipertansif bireyler (Kan basinci >140/90 mmHg)
e Dislipidemikler (HDL-kolesterol <35 mg/dl veya trigliserid >250 mg/dl)
e Polikistik over sendromu olan kadinlar

e Insiilin direnci ile ilgili klinik hastalig1 veya bulgular1 (akantozis nigrikans)

bulunan kisiler
eKoroner, periferik veya serebral vaskiiler hastaligi bulunanlar
eDiisiik dogum tartili dogan kisiler
eSedanter yasam siiren veya fizik aktivitesi diisiik olan kisiler

eDoymus yaglardan zengin ve posa miktar1 diisiik beslenme aligkanliklar

olanlar
eSizofreni hastalar1 ve atipik antipsikotik ila¢ kullanan kisiler
eSolid organ (6zellikle renal) transplantasyonu yapilmis hastalar
eUzun siireli kortikosteroid ya da antiretroviral ila¢ kullanan hastalar

3. Daha once prediyabet (bozulmus aglik glukozu, bozulmus glukoz toleransi

veya yiiksek risk grubu) saptanan bireylerde yilda bir kez diyabet taramasi yapilmalidir.

4. Daha once GDM tanist almis kadinlarda {ic yilda bir diyabet taramasi
yapilmalidir.

Diabetes mellitus tanis1 igcin APG, oral glukoz tolerans testi (OGTT) 2. saat
plazma glukozu (PG) ve glikozillenmis hemoglobin diizeyi (HbAlc) parametreleri
kullanilabilmektedir. Eriskinlerde T2DM taramasi ve tanilama semasi Sekil 2-3’te

goriilmektedir.

T2DM tedavisinde kullanilan ilag gruplar insiilin sekresyonunu ya da insiilin
duyarliligini1 artirma, glukoz absorpsiyonunu ya da bobreklerden geri emilimini azaltma
yollariyla etkilerini gostermektedir. T2DM tedavisinde ayrica insiilin de 6nemli bir yere
sahiptir. Farmakolojik tedavinin yami sira non-farmakolojik tedavi yaklasimlari da

T2DM tedavisinde yer almaktadir.
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* 240 yas olan kisileri 3 yilda bir tara.
* Risk faktérleri ve BKI 225 kg/m?olan kisileri daha erken ve
daha sik araliklarla tara.

APG
(veya A1C)*

i \ ¢

APG <100 mg/dl APG 100-125 mg/dl APG 2126 mg/dl
(veya A1C<%5.7) (veya YRG: A1C= %5.7-6.4) (veya A1C 2%6.5)

v

75 g glukoziu OGTT

/ A Y Y A
APG APG APG APG APG
<100 mg/dl <100 mg/dl 100-125 mg/d| 100-125 mg/dl 2126 mg/dl
ve ve ve ve velveya
OGTT 2st PG OGTT 2.st PG OGTT 2st PG OGTT 2.st PG OGTT 2.st PG
<140 mg/dl 140-199 mg/d| <140 mg/dl 140-199 mg/dl = 200 mg/dl
\4 \ 4 4

| iZOLE BGT | | iZOLE BAG | [BAG + BGT |

|
\d

| PREDIYABET |

Sekil 2-3: Erigkinlerde T2DM Taramasi ve Tamlama'*

*A1C tayinleri uluslararasi standartlara uygun bir yontemle yapilmalidir.
BKI: Beden kitle indeksi, APG: Aglik plazma glukozu, A1C: Glikozillenmis HbAlc, YRG: Yiiksek risk
grubu, OGTT: Oral glukoz tolerans testi, 2.st PG: OGTT’de 2.saat plazma glukozu, BGT: Bozulmus
glukoz toleransi, BAG: Bozulmus aglik glukozu, DM: Diabetes mellitus.

2.2.3.1. Non-Farmakolojik Tedavi
T2DM tedavisinde non-farmakolojik yaklasim, diyet ve kilo kontrolii ile fiziksel
egzersizi igermektedir. Non-farmakolojik yaklasim hem tedavi hem de korunma

acgisindan 6nem tagimaktadir.

Diizenli fiziksel aktivite insiilin direncini azaltarak kan glukozu regiilasyonuna

yardimct olmaktadir. Kan glukozu regiilasyonu disinda dislipidemi, kan basinci
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kontrolii ve kilo kontrolii agisindan fiziksel aktivite T2DM’li hastalarda tercih
edilmektedir. Aktivite tiirli olarak aerobik (tempolu yiiriime, kosma, yiizme) ya da
direng¢ egzersizi tercih edilebilmektedir. Hipoglisemi, hiperglisemi, kardiyovaskiiler
riskler, retinopati, nefropati, periferik néropati, otonom noropatinin fiziksel aktiviteye
bagli olarak hastalarda goriilme riski mevcuttur. Egzersiz programina baslanmadan once
hastalarin riskler acisindan degerlendirilmeleri gerektigi bildirilmistir'®®. Egzersiz ile
ilgili bir diger sorun insiilin kullanimu ile ilgilidir. Insiilin kullanan hastalarda besin
alimina ve fiziksel aktiviteye bagh olarak insiilin dozunun ayarlanmas1 gerekmektedir.

Bu hastalarda fiziksel aktiviteye bagli hipoglisemi riski daha yiiksektir®.

Kilo kontrolii ve diyet T2DM tedavisinin ve 6nlenmesinin diger 6nemli kismini
olusturmaktadir. Asir1 kilolu ve insiiline direnci olan obez bireylerde %5 civarindaki
kilo kayb1 insiilin direncini azaltmaktadir. Asir1 kilolu ve obez T2DM hastalarinda ise
kilo kayb1 ile glisemik kontrol iyilesmekte, hastanin kullanmakta oldugu antidiyabetik
ilacin dozunun azaltilmas1 miimkiin hale gelebilmektedir. Viicut agirligin1 azaltmaya
doniik girisimler, hasta ile birlikte hastanin gereksinimlerine gore bireysellestirilmelidir.
Viicut agirliginin azaltilmasinin yami sira diyet igeriginin modifiye edilmesi de énem
tasimaktadir. Buna gore karbonhidrat sayimi teknigi glisemik kontrol saglanmasi
acisindan kritiktir. 130 gramin altinda karbonhidrat iceren diisiik karbonhidrat diyetleri
onerilmemektedir. Siikroz tiiketimi Onerilmemekle birlikte alindigi takdirde giinliikk
enerjinin %10’nu asmamasi tavsiye edilir. Ayrica fruktoz igerigi de giinliik enerjinin
%12’sinin altinda tutulmalidir ve meyve suyu yerine dogrudan meyvelerden temin
edilmelidir. Diyabetik hastalarda liften zengin beslenme onerilmektedir. Diyabetlilerde
diyetin doymus yag igeriginin %7-8 civarinda olmasi istenir. Ayrica trans yaglarin alimi
kisitlanmali ve giinliik enerji alimimin %1’ini gegmemelidir. Bunun disinda kolesterol
almimnin gilinliik 300 mg’in altinda olmasi kardiyovaskiiler risk agisindan 6nemlidir.
Diyabetli hastalarin haftada iki veya daha fazla porsiyon balik tiiketmeleri Onerilir.
Alkol alimi1  glisemik  kontrolii  zorlastirdigi  icin  diyabetik  hastalarda

onerilmemektedir*®,

2.2.3.2. Farmakolojik Tedavi
T2DM’nin tedavisinde non-farmakolojik yaklagimlar mevcut olmakla birlikte
tedavinin temelini farmakolojik yaklagim olusturmaktadir. Bu amagla tedavide biguanid

grubu ilaclar, insiilin salgilatict ilaglar, tiazolidindion grubu ilaglar (PPAR-y
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agonistleri), a-glukozidaz inhibitorleri, inkretin bazli ilaglar, sodyum-glukoz ko-
transporter-2 (SGLT2) inhibitorleri ve insiilin kullanilmaktadir.

2.2.3.2.1. Biguanid Grubu Ilaclar

Metformin kimyasal olarak biguanid sinifina mensup bir oral antidiyabetik
ilagtir. T2DM tedavisinde ilk sirada tercih edilmektedir. Kullanimina bagli olarak en sik
goriilen yan etkiler bulanti, kusma, siskinlik vb. GIS yan etkilerdir. Kilo artisma yol
agmamasi ve disiik hipoglisemi riski nedeniyle metformin kullanimi giivenli kabul
edilmektedir'®, Metforminin karacigerden glukoz cikisini azaltici etkisi glukoz
metabolizmasi lizerine tanimlanmis ilk etkisidir. Bu noktadan hareketle metforminin
karaciger lizerine olan etkileri yogun bir sekilde arastirilmigtir. Metformin
hepatositlerde mitokondrideki elektron transport zincirinde kompleks I’i inhibe ederek
ATP iiretimini azaltmaktadir. Bunun sonucu olarak artan ADP/ATP ve AMP/ATP
oranlar1 hiicrenin enerji durumu igin sensor Ozelligi gosteren adenozin monofosfat
kinazin (AMPK) uyarilmasina neden olur. Bu uyar1 hepatositlerde glukoneojenez ve
lipid sentezi gibi yapim siireclerinin baskilanmasina yag asidi oksidasyonu gibi enerji
tireten sitireclerin ise uyarilmasina neden olur. Glukoneojenezin baskilanmasi sayesinde
karacigerden glukoz ¢ikisi azaltilmis olur. Lipid sentezinin engellenmesi ve yag asidi
oksidasyonunun uyarilmasi karacigerde lipotoksisiteyi engeller ve sonugta insiilin
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duyarliligi artar Son yillarda yogunlasan ¢aligmalar metforminin  glukoz

metabolizmasi iizerine olan etkilerinin karaciger disinda mide ve ince barsaktan da

kaynaklanabilecegini 6ne siirmektedir!®>%3,

2.2.3.2.2. Tiazolidindion Grubu ilaclar (PPAR-y Agonistleri)

Hormon reseptdr siiper ailesinin bir {iyesi olan PPAR-y hiicre sitoplazmasinda
serbest halde yer alir. Ligandlar, reseptoriin ligand baglanma bolgesine baglanirlar ve
ardindan olusan ligand-reseptor kompleksi hiicre ¢ekirdegine gecer. Burada diger bir
niikleer reseptdr olan retinoid X reseptdrii ile heterodimer olusturur. Bu yap1 daha sonra
peroksizom proliferator yanit elementi adi verilen, hedef genlerin spesifik DNA
bolgelerine baglanir ve bdylece gen transkripsiyonunu regiile eder'®. PPAR-y
organizmada hedef genlerin transkripsiyonlarini regiile etmek suretiyle birgok fizyolojik
fonksiyon iizerinde etki gosterir. PPAR-y, adipoz doku farklilasmasi, karaciger ve
iskelet kasi glukoz metabolizmasi, lipid homeostazi, makrofaj ve vaskiiler endotel

fonksiyonunun diizenleyicisi konumundadir. PPAR-y aktivasyonu iskelet kaslarina
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glukoz alimini artirir ve hepatik glukoneojenezi azaltir'®

. Ayrica adipoz dokuda lipid
depolanmasimi artirir. Insiilin direncini azaltir. Hiperglisemiye bagli olarak insiilin
salinimin1 artirdigr ve pankreas B hiicreleri lizerinde koruyucu etkiye sahip oldugu
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gosterilmistir PPAR-y’nin aktivasyonu bu etkilerinin yani sira inflamatuvar

adipokinlerin salinimini azaltmakta ve adiponektin gibi antidiyabetik etkisi iyi bilinen

bir adipokinin diizeyini artirmaktadir™’.

PPAR-y’nin insiilin duyarliligindaki baskin roliinden hareketle 90’11 yillarin
sonundan itibaren sentetik PPAR-y agonistleri (tiyazolidindionlar) tedaviye girmistir.
Insiilin duyarlilastiric1 etkilerinin yam1 sira adipositlerde lipolizi engellemeleri ve
hepatik glukoneojenezi baskilamalari, tiyazolidindionlar: ilgi ¢ekici bir antidiyabetik
secenek haline getirmistir. Bu etkilerinin yani sira tiyazolidindionlarin dogrudan KVS
lizerine yararli etkileri olduguna dair hayvan c¢alismalarindan birgok veri elde
edilmistir®81%9,

Bu grup ilaglardan klinik kullanima giren ilk ilag¢ troglitazondur (Rezulin®).
1997 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onay1 alan ilag hepatotoksisite
nedeniyle 2000 yilinda piyasadan ¢ekilmistir'®®. PPAR-y agonisti olarak 1999 yilinda
piyasaya striilen ikinci ilag olan rosiglitazonda (Avandia®), troglitazon ile goriilen
hepatoksisite gozlenmemis fakat ilacin MI riskini artirdigmi gosteren bulgulart®!
nedeniyle FDA tarafindan ilacin satistyla ilgili simirlamalar getirilmistir. Avrupa Ilag
Ajans1 (EMA) ise 2010 yilinda ilacin Avrupa’da satigin1 yasaklamigtir. RECORD klinik
arastirmasindan®®? gelen verilere dayanarak FDA, ilacin MI risk artis1 ile iliskili
olmadig1 sonucuna ulasmis ve ilag ile ilgili siirlamalar1 ve uyarilar1 kaldirdigini

duyurmustur?®3,

Bu grupta piyasaya siiriilen ii¢iincii ilag pioglitazondur (Actos®). Piyasada 15,
30 ve 45 mg tablet formlar1 mevcuttur. Tedavinin giinde 1 kez 15 veya 30 mg ile
baslatilmas1 gerektiginde 45 mg giinliik doza ¢ikilmas1 dnerilmektedir'®*. Pioglitazon,
rosiglitazona gore kardiyovaskiiler risk agisindan daha giivenli kabul edilmektedir.
Fakat pioglitazon kullaniminin mesane kanseri riskinde artisa neden olduguna dair

endiseler mevcutturt®®,

2.2.3.2.3. Insiilin Salgilatic Ilaclar
Bu grup ilaglardan siilfonilire grubu antidiyabetikler ilk kesfedilen oral

antidiyabetik ilag grubudur. insiilin sekresyonunu uyarmalarindan &tiirii bu grup ilaglar
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ayn1 zamanda “sekratagoglar” olarak da isimlendirilmektedir. Siilfoniliireler yapica
stilfonamidlere benzemektedirler ve B hiicrelerdeki Katp kanallarini inhibe ederek
etkilerini gosterirler. B hiicrelerdeki Katp kanallar1 hetero-oktamer yapidadir. Por
olusturan 4 adet Kir6 alt tiniteyle 4 adet regiilator siilfoniliire reseptor alt {initesinden
olusmaktadir. Regiilator alt {nitelerin bloke edilmesiyle Katp kanali kapanir ve

6

depolarize olan B hiicrelerden insiilin sekresyonu uyarilmis olur®®. Insiilin

sekresyonunu uyarmalar1 nedeniyle kullanimlarina bagli olarak hipoglisemi ve kilo

artis1 goriilebilmektedir'®’.

Katp kanallarinin  organizmada yaygin dagilim gdstermesi nedeniyle
siilfoniliirelerin pankreas dis1 etkileri de bulunmaktadir'®®, Siilfoniliire grubu insiilin
salgilatic1 ilaglardan glibenklamid, gliklazid, glimeprid ve glipizid tilkemizde ruhsat
almistir. Ayrica yapica siilfoniliirelere benzemeyen fakat siilfoniliire grubu antidiyabetik
ilaclar gibi Katp kanal inhibisyonu ile insiilin salgilatic1 etkiye sahip olan repaglinid ve

nateglinid de klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.2.3.2.4 a-Glukozidaz Inhibitérleri

a-Glukozidaz inihibitorleri, ince barsak firgams1 kenar (brush-border)
enzimlerinden  o-glukozidazi inhibe ederek di-,0ligo- ve poli-sakkaritlerin
monomerlerine hidrolizini engellerler. Bu sayede glukoz absorpsiyonu ve kan glukoz
diizeyleri azalmis olur. Ayrica bu grup ilaglar bilinen etki mekanizmalarina ek olarak
GIP ve GLP-1’in sekresyonunu modifiye etmektedirler. Fakat bu etkinin bu grup
ilaglarm terapétik etkinligindeki rolii net olarak bilinmemektedir®®. Bu grup ilaglardan
miglitol, akarboz ve vogliboz iilkemizde ruhsat almistir. a-Glukozidaz inhibitérleri GIS

yan etkileri disinda giivenli kabul edilen ilaglardir'®,

2.2.3.2.5 Inkretin Bazh flaclar

GIP ve GLP-1 hormonlar fizyolojik kosullarda barsaktan kaynaklanan inkretin
etkiyi olusturmaktadirlar. Normal saglikli bireylerde inkretin etki esas olarak GIP
aracilifiyla ortaya ¢ikmaktadir. Fakat T2DM’de pankreas  hiicreleri GIP’e duyarsiz
hale gelmekte ve neticede GIP’in insiilinotropik etkisi ortadan kalkmaktadir. GLP-1’in
instilinotropik etkisi ise T2DM’de korunmaktadir. Bu nedenden otiiri T2DM
tedavisinde GIP yerine GLP-1 temelli inkretin-mimetik yaklasim benimsenmektedir®.
Bu grup ilaglardan iilkemizde ruhsatli olarak GLP-1 agonistleri olan eksenatid,

liraglutid, dulaglutid, liksisenatid ile GLP-1 ve GIP’in yikimindan sorumlu DPP-4
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enziminin antagonistleri alogliptin, linagliptin, saksagliptin, sitagliptin ve vildagliptin
bulunmaktadir. GLP-1 aktivitesinin glukoz homeostazi {izerine olan bilinen etkilerinin

f170

yani sira noroprotekti ve endotel diizeyinde olumlu kardiyovaskiiler etkilerinin

171

oldugu da bilinmektedir'’®. Inkretin-mimetik tedavinin akut pankreatit, pankreatik

karsinoma, mediiller tiroid karsinoma riskinde artisa neden olabilecegi diisiintilmiisse de

boyle bir risk artis1 klinik arastirmalarda net olarak ortaya konulabilmis degildir’.

2.2.3.2.6 Sodyum-Glukoz Ko-transporter-2 (SGLT2) inhibitorleri

SGLT2 inhibitorleri, nefron proksimal tiibiiliinde yer alan ve glukozun
reabsorpsiyonundan sorumlu olan SGLT2’yi inhibe ederek antidiyabetik etkinlik
gostermektedirler. SGLT2 inhibitorleri hipergliseminin engellenmesinin yani sira kilo
vermeye de yardimci olmaktadirlar. Bu grup ilaglar insiilin sekresyonunu
uyarmamalarindan 6tiirii hipoglisemi acisindan diistik riskli kabul edilmektedirler. Artan
glukoziiri nedeniyle ilac1 kullanan hastalarda idrar yollar1 enfeksiyonu goriilme sikligi
artmaktadir®®. Bu grup ilaglardan dapagliflozin ve empagliflozin iilkemizde ruhsat

almstir.

2.2.3.2.7 Insiilin

Insiilin T2DM hastalarinda insiilin dis1 anti-hiperglisemik ilaglarla hedeflenen
glisemik kontroliin saglanamamasi [6rn. HDA1C >%10 (86 mmol/mol) ve/veya glisemi
>300 mg/dl], insiilin eksikligini disiindiiren bulgular (asir1 kilo kaybi, agikar
hipertrigliseridemi ve ketozis), agir hiperglisemik semptomlar (poliiiri, polidipsi),
hiperglisemik aciller (diyabetik ketoasidoz, hiperozmolar hiperglisemik durum), akut
Mi, akut, atesli ve sistemik hastaliklar, major cerrahi operasyonlar, gebelik ve
laktasyon, agir karaciger ve bobrek yetersizligi, insiilin dist antihiperglisemik ilaglara
alerji ve agir yan etkiler, klinik olarak ciddi insiilin direnci, uzun siireli yiiksek doz
kortikosteroid kullanimi durumlarinda insiilin tercih edilmektedir. insiilin tedavisi ile
hipoglisemi, kilo artisi, enjeksiyon yerinde kanama, sizma ve agri, ddem, lipohipertofi,

lipoatrofi vb. yan etkiler goriilmektedir#°,

2.2.4. T2DM Komplikasyonlari
Diyabette goriilen yiiksek kan glukozu diizeyi, artmis oksidatif stres ve diislik
yogunluklu inflamasyon damar sagligini olumsuz etkilemektedir. Sonug olarak diyabete

baglh olarak mikrovaskiiler (retinopati, noropati, nefropati) ve makrovaskiiler
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komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Molekiiler diizeyde diyabetin damar {izerine olan
olumsuz etkilerine artmig oksidatif stres, polyol ve heksozamin yolaginin akisinda artis,
PKC aktivasyonu ve ileri glikasyon son iiriinleri (AGE) tiretimindeki artis kaynaklik
etmektedir. Sonu¢ olarak makromolekiillerin yap1 ve fonksiyonlarinda degisim
gerceklesmesi, metilglioksal ve sorbitol gibi bazi toksik metabolitlerin birikmesi ve
proinflammatuvar sitokin [(TNFa, IL-1B, IL-6, siklooksijenaz 2, monosit kemotaktik
protein-1 (MCP-1)], pro-fibrotik [(transforme edici biiyiime faktori-B (TGFp),
kolajen)], ve protrombotik [plazminojen aktivator inhibitori-1 (PAI-1)] proteinlerin
upregiile olmasina bagli olarak damar yapt ve fonksiyonunda bozulma
gerceklesmektedir!’®, Diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlart T2DM ile KVS

hastaliklar iligkisi agisindan temel olusturmaktadir.

2.2.5. T2DM ile KVS Hastaliklarin Iliskisi

KVS hastaliklari, koroner kalp hastaligi, serebrovaskiiler hastalik, periferik arter
hastaligi, romatizmal kalp hastaligi, konjenital kalp hastaligi, derin ven trombozu ve
pulmoner embolizmi igeren kalp ve damar sistemi hastaliklaridir. DSO verilerine gore
2017 yilinda diinyada 17.9 milyon kisi KVS hastaliklari nedeniyle hayatini
kaybetmistir. Bu sayr 2017 yilinda tim Oliimlerin %31’ini olusturmakta ve KVS

hastaliklarma bagl éliimleri diinyadaki 1 numarali 6liim nedeni haline getirmektedir’,

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar T2DM ile KVS hastaliklar: arasinda yakin bir
iliski oldugunu ortaya koymaktadir. T2DM hastalariin %32.2’sinde KVS hastaliklar
ortaya ¢ikmaktadir ve bu hastaliklar T2DM’li hastalarda o6liimlerin %50’sinden
sorumludur'”™. T2DM’li hastalarin normal popiilasyona gére yas, sigara kullanimi, VKI
ve sistolik kan basinci gibi bilenen kardiyovaskiiler risk faktorlerinden bagimsiz olarak
KVS hastalik riski 2 kattir!’®. Ayrica T2DM hastalarinda KVS hastaliklar1 ortalama
olarak 14.6 yil once ortaya cikmaktadir'’’. T2DM ile kardiyovaskiiler hastalik
iliskisinin mekanizmasi incelendiginde, aterosklerozun bu iliskide temel bir role sahip

oldugu goriilmektedir.

2.2.5.1. Ateroskleroz
Ateroskleroz, damar duvarinda yag birikimi ve aterom plak olusumu neticesinde
kan akiminin kisitlanmasi ile karakterize inflamatuvar bir hastaliktir. Olusan aterom

plagi siirec igerisinde unstabil hale gelebilmekte, riiptiir sonucunda trombiis ve emboliye



30

neden olarak daha ciddi bir akim kisitlamasiyla sonuglanabilmektedir. Akim kisitlamasi

ise doku ve organlarda iskemik hasarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Ateroskleroz siireci subendotelyal alanda lipoproteinlerin  birikimi ile
tetiklenmektedir. Subendotelyal alana lipoprotein birikimi dolasimdaki lipoprotein
konsantrasyonu, subendotelyal matriks proteinleri ve risk faktorleri (hipertansiyon,
sigara kullanimi, diyabet, stres ve genetik yatkinlik) ile yakindan iliskilidir. Biriken
lipoproteinler okside olurlar. Okside lipoproteinler daha sonra endotel hiicrelerden
monosit adezyon molekiillerinin serbestlenmesine neden olur. Salinan kemoatraktan
molekiiller ile monosit birikmesi olur ve biriken monositler makrofaja doniisiirler.
Makrofajlar ise reseptor-aracili olarak okside lipoproteinleri hiicre i¢ine almaya baslar.
Bu sayede makrofajlarin lipid icerigi artar ve hacimce biiyiiyerek kopiik hiicrelerine
dontisiirler. Bu siire¢ esnasinda ayrica endotel hasari olusur ve endotel disfonksiyonel
hale gelir. Makrofajlarin birikimi ve kopiik hiicresi olusumu plak olusumu siirecini
baslatmaktadir. Aterom plagi ilk asamada agirlikli olarak kopiik hiicrelerinden meydana
gelirken sonraki asamalarda makrofajlar, T lenfositler, endotel hiicreleri, trombositler ve
salinan kemoatraktanlar nedeniyle luminal ylizeye go¢ eden ve prolifere olan damar diiz
kas hiicreleri plakta yer almaya baglar. Ayni zamanda kolajen sentezinde de artis
gozlenir. Siireg icerisinde inflamatuvar ve nekrotik siiregler aterom plagini unstabil hale
getirir. Aktive olmus makrofajlardan salinan proteolitik enzimler ile plakta bulunan
damar diiz kas hiicrelerin apoptozu plagi unstabil hale getiren faktorlerdir. Unstabil hale
gelmis plakta gergeklesen yirtilma sonucunda agiga ¢ikan kolajen, trombositleri aktive
eder. Ayrica makrofajlarda ve damar diiz kas hiicrelerde tiretilen doku faktorii
koagiilasyon kaskadimi aktive etmektedir. Sonugta meydana gelen trombotik siireg
liimenin daralmasma ve kan akimmn kisitlanarak iskemi olusmasma neden olur'’®,

Ateroskleroz siirecinin gelisimi sematik olarak Sekil 2-4’te gosterilmistir.
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Sekil 2-4: Ateroskleroz Siirecinin Sematik Gosterimi- Zaid 2017°den degistirilerek

T2DM ile damarda molekiiler diizeyde meydana gelen degisimler aterosklerotik
siirece bircok yonden katkida bulunmaktadir. T2DM ile olusan AGE’ler monosit
migrasyonunu ve makrofaja dontisiimiinii, makrofajlardan sitokin salimini, ekstraseliiler
matriks, doku faktorii ve VEGF firetimini artirmaktadir. Ayrica endotelin-1 (ET-1)
iiretiminde artiga ve nitrik oksit (NO) iiretiminde ise azalmaya neden olmaktadir. Bunun
disinda AGE’ler monositlerde disa atim pompasini inhibe ederek hiicre disinda

kolesterol atimini bloke etmektedir!™®

. Glikozillenmis diisiik yogunluklu lipoproteinin
(LDL) makrofajlar tarafindan alinmasinin kopiik hiicresi olusumuna neden oldugu
bilinmektedir'®, Ayrica diyabetik hastalarin aterom plaklarinda AGE reseptorlerinin
ekspresyonunun arttig1 gdsterilmistir'®l, Diyabet indiiklenmis apolipoprotein E (ApoE)
knock-out farelerde soliibl AGE reseptorii uygulamasinin ateroskleroz gelisimini

baskiladig1 bildirilmistir'®2,

AGE’ler disinda polyol yolagindaki aktivasyonun da ateroskleroz siirecine
katkida bulundugu bilinmektedir. Polyol yolagi AGE {iretimini artirmaktadir. Ayrica
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) diizeyindeki azalmaya bagli olarak
glutatyon {retiminin azalmasina dolayisiyla oksidatif stresin artmasina neden

olmaktadir. Nikotinamid adenin diniikleotit artisi ise gliserol 3 fosfat seviyesini artirarak
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PKC seviyesinin artmasina neden olur"”. ApoE knock-out farede polyol yolagi aktive

edildiginde ateroskleroz gelisiminin hizlandig: bildirilmistir'®,

PKC aktivasyonu ateroskleroz ile ilgili bir baska yolaktir. PKC aktivasyonu

vaskiiler permeabiliteyi artirmaktadir'®

. Ayrica endotel disfonksiyonuna neden olarak
NO iiretiminde ve vazodilatasyonda azalmaya neden olmaktadir!®. PKC aktivasyonu
NO firetimindeki azalmaya ek olarak VEGF, hiicreler aras1 adezyon molekiil-1, ET-1 ve
PAI-1 gibi aterosklerotik siirecte nemli rol oynayan molekiillerin diizeylerini artirir'’®,
ApoE knock-out farede PKC inhibisyonunun aterosklerotik siireci baskiladigi
bildirilmistir'®e.

Oksidatif stres aterosklerotik siirecin 6nemli bir pargasini olusturmaktadir.
Hiperglisemi kosullarinda yiiksek glukoz diizeyleri glikolizi ve siiperoksit tiretimini
artirmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) yag, protein ve niikleik asitlerin yapisini
bozarak hasar olusturma potansiyeline sahiptir. Ayrica ROS, inflamasyon, endotel
disfonksiyonu, trombojenez, plak instabilitesi ile damar diiz kas hiicre migrasyonu ve
proliferasyonunu uyarmaktadir. Bunlarin disinda ROS, AGE iiretimi ve PKC
aktivasyonunu da artirir. Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1, MCP-1, VEGF ve sitokin
ekspresyonlarini artirmas1t ROS ile aterosklerotik siire¢ iligkisinin bir bagka boyutunu

olusturmaktadir’®.

2.2.6. T2DM Deneysel Hayvan Modelleri

T2DM’nin patojenezinin ve patofizyolojisinin anlasilmasi1 amaciyla farkl
hayvan tiirleri kullanilarak deneysel diyabet modelleri olusturulmaktadir. Bu amacla
kullanilan hayvanlara, memeli olmayan hayvanlar (zebrafish, meyve sinegi, C. elegans),
kemirgenler (fare, sigan), bilyiikk memeliler (domuz, kopek) ve primatlar 6rnek olarak
verilebilir. T2DM deneysel hayvan modelleri, kullanilan hayvan tiiriine ve diyabetin
indiiklenme sekline gore farkli avantajlara ve dezavantajlara sahiptirler. Biiytlik
memeliler ve primat modellerinin translasyonel giicii fazlayken; erisim ve bakim
zorlugu vb. faktorler kullanimlarini sinirlandirmaktadir. Kemirgen modelleri ise hem
genetik manipiilasyona imkan vermeleri hem de kemirgenlerin bakim ve eldesinin kolay

olmasi nedeniyle arastirmacilar tarafindan en sik tercih edilen modeller olmuslardir®’.

Kemirgen T2DM modelleri icerisinde genetik modeller 6nemli bir yer
tutmaktadir. Leptin geni mutant ob/ob fare, leptin reseptoér geni mutant db/db fare ve

Zucker Diabetic Fatty sican, monojenik T2DM modellerini olusturmaktadirlar. Bu
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modellerde hiperfaji ile birlikte obezite goriilmekte bunun sonucunda hiperinsiilinemi
ve hiperglisemi izlenmektedir. Her ne kadar bu modellerin T2DM’nin dogal seyrini iyi
yansittig1 diistiniilse de insan T2DM ’sinin monojenik olmamasi nedeniyle bu modellerin
klinik durumu yansitma giigleri zayiftir. Monojenik T2DM modellerinin yan1 sira klinik
durumu daha iyi yansittig1 disiiniilen polijenik T2DM modelleri de mevcuttur. Bu
modellerde mutant genlerdeki cesitlilige ve farkliliga bagli olarak T2DM’nin bir¢ok
farkli boyutunu degerlendirmek miimkiin olmaktadir. Bu 6nemli avantajina ragmen
polijenik modellerde yabanil tip (wild-type) kontrol bulunmamasi Onemli bir
dezavantajdir. KK fare, OLETF sican, NZO fare, TallyHo/Ing fare, NoncNZO10/LtJ
fare polijenik kemirgen T2DM modellerine 6rnek olarak verilebilir. Bu modeller
disinda insan adacik amiloid polipeptidini eksprese eden transjenik hIAAP fare de
genetik T2DM modelleri arasinda sayilmaktadir. Glukoz toleransi diisiik Wistar
sicanlarin nesiller boyunca giftlestirilmesi ile elde edilmis GK sicanlarda obezite
goriilmemesine karsin glukoz intoleranst ve glukoz ile indiiklenen insiilin
sekresyonunda bozulma gozlenmektedir. Bu model insiilin direncinin olmadigi,
T2DM’nin insiilin sekresyonundaki bozulmadan kaynaklandigi1 diyabet durumunu taklit

etmek icin siklikla tercih edilmektedir®®’.

T2DM’nin yiiksek yag igeren diyet ve/veya P hiicre toksini olan streptozotosin
(STZ) ile indiiklendigi modeller, uygulama kolaylig1 ve erisebilirlik agisindan One
¢ikmaktadir. Bu modeller ayrica deneysel ¢alismanin amagclar1 dogrultusunda modifiye
edilebilme imkanina sahiptir. C57BL/6 farelerin yiiksek yagli (%58) diyet ile
beslenmesi 1ile birlikte kilo artisi ve insiilin direnci goériilmekte ve bunun sonucunda
glukoz toleransinda bozulma gdzlenmektedir'®. Siganlarda ise yiiksek yagli diyete ilave
olarak STZ ile B hiicre kaybi olusturulmaktadir. Deneysel T2DM modeli olarak sik
kullanilan bu model HFD/STZ T2DM modeli olarak isimlendirilmektedir'®®.

2.2.6.1. HFD/STZ T2DM Modeli

flk kez Reed ve ark.’® tarafindan erkek Sprague Dawley sicanlarda uygulanmus
olan HFD/STZ T2DM modeli ile T2DM’nin patojenezini bir¢ok agidan taklit edilmeye
calisiimaktadir. Bu modelde STZ uygulamasi 6ncesinde siganlar belirli bir siire yiiksek
yaglh diyet ile beslenerek hiperinsiilinemi, insiilin direnci ve/veya glukoz intoleransi

olusturulmaktadir. Ardindan STZ uygulamasi ile sicanlarda [ hiicre kaybi
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indiiklenmektedir. Sonu¢ olarak T2DM’nin dogal seyri ile olusan insiilin direnci ve

hiperglisemi durumu daha kisa bir zaman diliminde ortaya ¢ikmaktadir.

HFD/STZ T2DM modelindeki temel yaklasim ortak olmakla birlikte literatiirde
modelin uygulandig1 ¢alismalar modele ait bilesenler acisindan degiskenlik
gosterebilmektedir. Model, Sprague Dawley soyu sicanlarda kullanildigi gibi Wistar
soyu sicanlarda da kullanilmaktadir. STZ uygulamasi Oncesi yiiksek yagl diyet
uygulamasinin siiresi de ¢alismalar arasinda farklilik gdstermektedir. Insiilin direncinin
olusturulabilmesi i¢in gorece kisa siire (>2 hafta) yeterli olurken, belirgin bir kilo
artisinin istendigi durumlarda daha uzun siireli (>3 ay) yliksek yagl diyet uygulamasi
tercih edilmektedir. Diyet igeriginin yag orani da c¢alismalar arasinda farklilik
gosterebilmektedir. Bazi ¢aligmalarda kalori cinsinde %45 yag iceren “bati tarz1 diyet”
uygulanirken bazi calismalarda ise %60’lik diyet kullanilmaktadir. Yiiksek yagh
diyetlerde yagin hayvansal kaynakli olmasi tercih edilmektedir. Diyet ile insiilin direnci
olusabilmesi i¢in ayrica diyette karbonhidrat olarak siikroz ve fruktoz gibi basit sekerler
yer almaktadir. STZ uygulamasi i¢in genellikle 15-50 mg/kg aralifinda STZ miktarlari
tercih edilebilmektedir. Tek seferlik STZ uygulamasi yaygin olarak kullanilmakla
birlikte ¢oklu doz STZ uygulamasi yapilan ¢alismalar da literatiirde mevcuttur. STZ

uygulamasi intraperitoneal (i.p.) veya i.v. yoldan yapilabilmektedir'®®,

HFD/STZ T2DM modelinin  6zellikleri  incelendiginde, bu modelde
hiperglisemiye ilave olarak T2DM’de karakteristik olarak gozlenen yiiksek trigliserit ve
total kolesterol diizeyleri ile azalmis plazma insiilin diizeyi gdzlenmektedir!®l. Bu
modelin ayrica organ bazinda etkilerinin incelendigi calismalar da literatiirde yer
almaktadir. HFD/STZ T2DM modeli ile sigan karacigerinde ROS, trigliserit ve oksidatif
stres belirteci olan malonildialdehid (MDA) seviyelerinde artis goriilmiisgtiir. Oksidatif
stresteki artisa paralel olarak ayrica karacigerde protein oksidasyonu iiriinlerinde de
artis goézlenmistir. Yine ayni ¢aligmada karaciger histopatolojik olarak degerlendirilmis

192

ve HFD/STZ T2DM modelinde karaciger steatozu gozlenmistir>. Yapilan baska bir

calismada da bu model ile karacigerde oksidatif stresin arttigini tespit edilmistir'®,

HFD/STZ T2DM modeli karacigerde oldugu gibi kalpte de yag infiltrasyonunu

artirmaktadir®®.

Bu modelin ayrica diyabetik kardiyomiyopati olusturmak icin
kullanildig1 ¢aligmalar literatiirde mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada sicanlarda STZ

enjeksiyonundan sonra 16 haftalik siirenin ardindan sol ventrikiil disfonksiyonunun
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olustugu gozlenmistir'®. Yapilan baska bir calismada da bu model ile 48 haftalik
slirenin sonunda siagnlarda kardiyak hasar olusumu fonksiyonel ve histopatolojik agidan

197

1% Olusan kardiyak hasarin mekanizmasinda azalmis otofajinin®®’,

dogrulanmistir
artmis AGE iiretiminin®® rolii oldugu ileri siiriilebilir. HFD/STZ T2DM modeli ayrica
adipoz doku tizerine de etkilere sahiptir. Bu modelin viseral adipoz dokuda (VAD) yag
birikimi'® ve hipertrofiye?® neden oldugu gosterilmistir. HFD/STZ T2DM modelinin
adipoz doku {iizerine olan etkilerinden bir digeri ise inflamasyondaki artistir. Buna gore
bu model ile VAD’da proinflamatuvar sitokin®® ve iNOS?? mRNA diizeyleri
artmaktadir. Adipoz dokudaki adipokin kompozisyonu da model ile olusturulan T2DM
patolojisinde degisim gostermekte ve leptin diizeyi artarken®®, vaspin ve adiponektin
diizeyleri azalmaktadir®®. Modelin PVAD’daki etkilerine dair ise herhangi bir ¢alisma

literatiirde mevcut degildir.

HFD/STZ T2DM modeli, diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlarinin ve

tedavi se¢eneklerinin degerlendirilebilmesi agisindan elverisli bir modeldir. Bu modelin

205 208

sicanlarda  damar  yeniden  sekillenmesi®®,  sertligi?®?’,  inflamasyon
kalsifikasyonuna®®?® neden oldugu yapilan calismalar ile gosterilmistir. Damar
kalsifikasyonundan artmis AGE firetimi ve AGE reseptor sinyalizasyonunun sorumlu
oldugu iler siiriilmiistiir’®°. Bu model ile ayrica damar diiz kas hiicre proliferasyonunda
arts oldugu goriilmiistiir’*!. Yapilan bir ¢alismada bunlara ek olarak HFD/STZ T2DM
modeli ile torasik aorta kalinli§inin arttig1 ve aortada vazokonstriktdr bir endojen madde

olan ET-1 diizeylerinin arttig:1 tespit edilmistir?2,

HFD/STZ T2DM modelinin damar fonksiyonu iizerine olan etkileri de yapilan

bircok c¢alisma ile ortaya konmustur. Bu modelin sigan torasik aortasindal®?t3

215

mezenterik arterinde?!®, epinoral arteriyoliinde?’® endotel-aracili gevseme yanitlarini

azalttig1 gosterilmistir. Bu modelin farelerde kullanildig1 bir ¢alismada koroner arterde

endotel-aracili gevseme yanitlarinin azaldig: tespit edilmistir?®

. Gevseme yanitlarinin
bozulmasina ek olarak bu hastalilk modelinde damarlarin kastirict ajanlara olan
yanitlarinda artis meydana gelmektedir. Sigan torasik aortasinda fenilefrin?’ ve
anjiyotensin-II'nin®® olusturdugu kasilma yamtlarmin HFD/STZ T2DM modelinde
arttigt  gosterilmistir. T2DM’nin neden oldugu vaskiiler hasar1 ve fonksiyon

bozuklugunu 1iyi yansitmasi nedeniyle HFD/STZ T2DM modeli diyabetin
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makrovaskiiler komplikasyonlarinin degerlendirilebilmesi agisindan oldukg¢a elverisli

bir modeldir.

2.3. Adipoz Doku

Adipoz doku, organizmada enerji fazlasinin trigliserit seklinde depolandigi
gevsek bag dokusu yapisidir. Enerji homeostazinda rol almasinin yani sira 1s1 tiretimi ve
yalitimi, etrafinda yer aldigi organlari mekanik olarak koruma vb. islevleri de
bulunmaktadir. Yapisi, temel gorevi trigliserit depolamak olan adipositler ve farkl
hiicre tiplerini igeren stromal vaskiiler fraksiyondan olusmaktadir. Bu hiicre tipleri
arasinda preadipositler, makrofajlar, kok hiicreler, endotel hiicreleri, fibroblastlar

219 Yapida ayrica kan damarlari, kolajen ve elastik lifler de bulunmaktadir?,

sayilabilir
Adipoz doku memelilerde temel histolojik ozelliklerine, icerdikleri adiposit tipi ve
bununla iligkili olarak islevlerine gore beyaz adipoz doku, kahverengi adipoz doku ve
bej adipoz doku olarak tige ayrilmaktadir. Beyaz, kahverengi ve bej adipoz dokunun 151k

mikroskopu goriintiileri Sekil 2-5’te gosterilmistir.

Sekil 2-5:Beyaz, Kahverengi ve Bej Adipoz Dokunun Isik Mikroskopu Gériintiisii- Bargut
2017°den alinmustir.

Ornekler hemotoksilen & eozin ile boyanmis olup aym bilyiitme orani kullanilmugtir. Siyah bar 50 uM

uzunluga karsilik gelmektedir.

2.3.1. Beyaz Adipoz Doku
Beyaz adipoz dokunun esasinmi teskil eden beyaz adipositler, sitoplazmasinin
onemli bir kismint biiyiik tek bir yag damlaciginin kapladigi unilokiiler hiicrelerdir.

Beyaz adipositlerde hiicre ¢ekirdegi hiicrenin merkezinde degil kenarlarinda yer
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almaktadir. Yag deposu islevleri ile uyumlu olarak beyaz adipositler viicutta yer alan
hiicrelerin en biiyiiklerindendir. Beyaz adipoz doku viicutta anatomik lokasyon ve
bununla baglantili olarak islevlerine gore ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan ilki metabolik
olarak aktif organlarin etrafinda bulunan ve temel gorevi bu organlara enerji saglamak
olan viseral (omental, mezenterik, retroperitoneal, gonadal ve perikardiyal) adipoz
dokudur?®, Diger beyaz adipoz doku cesidi olan subkiitan adipoz doku ise 6zellikle
abdominal, femoral ve gluteal bolgede yerlesim gostermekte ve 1s1 yalitimi, mekanik

koruma islevlerini iistlenmektedir.

2.3.2. Kahverengi Adipoz Doku

Kahverengi adipoz dokunun esasimi teskil eden kahverengi adipositler, beyaz
adipositlerden farkli olarak multilokiilerdir. Embriyolojik olarak mezodermde Myf5 ve
Pax7 eksprese eden hiicrelerden koken aldiklari 6ne siiriilmektedir?®!. Yapida cok
miktarda mitokondri ve mitokondri i¢ zar proteini olan uncoupling protein 1 (UCP-1)
bulunmaktadir. UCP-1 proteini oksijenli solunum esnasinda agiga c¢ikan 1sidan
sorumludur. Bu sayede kahverengi adipoz doku depolanmis enerjiden 1s1 iiretimi ve
1smin yayilmasi fonksiyonlarim yerine getirir???. Yenidoganda esas olarak interskapular
alanda bulunmaktadir. Onceleri erigkinlerde bulunmadig: diisiiniilen kahverengi adipoz
dokunun eriskinlerde de oldugunu gosteren caligmalar mevcuttur??!. Kemirgenlerde ise
bagta interskapular bolge olmak iizere servikal, mediastinal, perikardiyal ve perirenal
bolgede bulunmaktadir?®. Kahverengi adipoz dokunun obezite ve iliskili metabolik
hastaliklarda koruyucu rolii oldugu hem kemirgenlerde?® hem de insanda®®

gosterilmistir.

2.3.3. Bej Adipoz Doku

Bej adipoz doku sahip oldugu zengin mitokondri ve UCP-1 igerigi ile
kahverengi adipoz doku ile benzer Ozelliklere sahiptir. Kemirgenlerde beyaz adipoz
dokudan B-3 agonistler ve soguk ile stimiile olmaktadir®®. Yapisal olarak yiiksek
miktarda UCP-1 transkripte eden kahverengi adipoz dokudan farkli olarak bej adipoz
dokuda UCP-1 miktar1 uyar ile artmaktadir®®’. B-3 agonist ve soguk ile stimiilasyon ile
beyaz adipositlerin bej adipositlere doniislimiiniin obeziteye karsi koruyucu rolii oldugu

bildirilmektedir??,
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2.3.4. Adipokinler

Adipoz doku, enerji deposu olma ve 1s1 Uretimi fonksiyonlarmin yaninda
yapisindan salinan biyoaktif peptidler “adipokinler” vasitasiyla otokrin, parakrin ve
endokrin organ 6zelligi gdstermektedir. Adipsin ismi verilen adipokinin kesfinden??® bu
yana yapilan caligmalar adipoz dokunun 600 civarinda adipokine kaynaklik ettigine

230 Adipoz dokudan salinan adipokinlerin kaynaginin yalnizca

isaret etmektedir
adipositler olmadigi dokuda bulunan endotel hiicrelerin, makrofajlarin, lenfositlerin,
nétrofillerin, fibroblastlarin da adipokin kaynagi oldugu bildirilmektedir?®!. Adipokinler
sistemik olarak; immiin yanit (adipsin, agilasyon stimiile edici protein, serum amiloid
A3), inflamasyon [interlokin -1, -6, -8, -10, TNF-a, C-reaktif protein, MCP-1, resistin,
prograniilin ve kemerin], glukoz metabolizmasi (leptin, adiponektin, DPP-4, FGF21,
resistin, vaspin, anjiyopoietin benzeri protein 8), insiilin duyarlilig1 (leptin, adiponektin,
kemerin, retinol baglayici protein 4 ve omentin), insiilin sekresyonu (apelin ve nesfatin-
1), kan basinci (apelin, anjiyotensinojen), myokard kontraktilitesi (yag asidi baglayici
protein 4), hiicre adezyonu (PAI-1), VEGF, adipojenez ve kemik morfojenezi (kemik
morfogenetik protein -4, -7), biyime (IGF-1, TGFp ve fibronektin), lipid
metabolizmas1 (soliibl CD36 ve apelin), karacigerde lipid birikimi (fetuin-A),
doygunluk hissi ve acghigin regiilasyonu (leptin ve vaspin) vb. fizyolojik olaylar

232

diizenledigi bildirilmektedir~. Adipokinlerin sistemik etkilerinin yani sira adipoz doku

lizerine otokrin ve parakrin etkileri de bulunmaktadir. Buna gore adipokinlerin adipoz
dokuda adipojenezi, adipoz dokuya immiin hiicre migrasyonunu, adiposit metabolizma

ve fonksiyonunu modiile ettigi gosterilmistir?3223,

2.3.5. KVS Hastaliklarinda Adipoz Dokunun Degisen Rolii

KVS hastaliklarinin patojenezinde ve patofizyolojisinde adipoz doku miktart ve
fonksiyonundaki degisimlerin 6nemli rolleri bulunmaktadir. Yapilan epidemiyolojik
calismalar VAD miktarinin ateroskleroz?3*, damar sertligi®®®, hipertansiyon® ile iliskili

olduguna isaret etmektedir. VAD’mn yam sira epikardiyal adipoz doku miktar1 da

karotid arter®®’ ve koroner arterde?®® plak olusumu, hipertansiyon®®, atriyal

240

fibrilasyon-*" ile iliskilidir. Yapilan bu epidemiyoloji ¢alismalari iliskinin nedenselligini

degerlendirme imkani sunmamaktadir. Olast nedensel iligskiyi aydinlatmak i¢in yapilmis
bir mendelian randomizasyon calismasinda genel ve santral adipoz doku artistyla

koroner arter hastalig1 ve T2DM arasinda nedensel bir iliski bulundugu gosterilmistir®*.
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KVS hastaliklar1 agisindan risk faktorleri olan obezite, insiilin direnci ve
T2DM’de adipoz dokunun yap1 ve fonksiyonunda degisiklikler gézlenmektedir. Yiiksek
kalori alimi durumunda adipositlerde hiperplazi ya da hipertrofi goriilebilmektedir.
Genel anlamda miktar1 yiiksek kardiyometabolik risk ile iliskilendirilen VAD’da
adiposit hipertrofisi yaygin olarak goriiliirken dusiik riskli kabul edilen SAD’da

242,243

hiperplazi daha baskindir

Bahsi gegen metabolik hastaliklarda adipoz dokuda inflamasyon da
gozlenmektedir. Inflamasyon neticesinde adipoz dokudaki inflamatuvar hiicrelerden
salinan sitokinler adipoz dokunun cevresinde yer aldigi dokunun fonksiyonunu
etkilemektedir. Ayrica bu sitokinler adipositlerden salinan adipokinlerin
kompozisyonunu da degistirmektedirler. Sonug¢ olarak adipoz doku inflamasyonunun

adipoz dokunun islevi iizerine 6nemli bir etkisi bulunmaktadir®*,

Adipoz dokunun sahip oldugu adiposit fenotipinin de KVS hastaliklar1 agisindan
onemi bulunmaktadir. Kahverengi adipoz dokunun beyaz adipoz dokuya gére metabolik
hastaliklar ve KVS hastaliklar1 agisindan daha olumlu bir profile sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Epidemiyolojik  ve deneysel c¢alismalar da bu  goriisi
desteklemektedir. Kahverengi adipoz doku miktarinin olumlu metabolik profil ve diisiik

obezite ile iliskili oldugu gosterilmistir?*®

. Yapilan bir ¢alismada ise kahverengi adipoz
doku transplantasyonu yapilan farelerde insiilin duyarliligmmin arttigi, glukoz
intoleransinin azaldig1 gdzlenmistir?*®. Katekolamin ile indiiklenmis kardiyomiyopati
modeli kullanilan bir baska calismada UCP1 knock-out farelerde kardiyomiyosit hasari
artmis ve sagkalim azalmistir. Bu farelere wild-type farelerden kahverengi adipoz doku

transplantasyonu yapilmasi ise bahsi gegen olumsuz etkileri ortadan kaldirmistir®*’,

KVS hastaliklarinda adipoz dokunun degisen roliiniin degerlendirilmesinde en
kritik bilesen adipokinlerdir. Adipokinler iistlendikleri 6énemli fizyolojik rollerin yam
sira  KVS hastaliklar1 basta olmak iizere birgok hastalifin patojenezinde ve
patofizyolojisinde 6nemli yerler tutmaktadir?*®. Adipoz dokuda en fazla eksprese edilen
adipokin olan adiponektin, KVS hastaliklarinda rolii en fazla incelenmis adipokinlerin
basinda gelmektedir. Gerek in vitro ve hayvan c¢alismalarindan elde edilen preklinik
bulgular, gerekse de klinik caligmalardan elde edilen veriler bircok KVS hastaliginda
adiponektinin belirgin roliine isaret etmektedir. Yapilan ¢aligmalar plazma adiponektin

diizeyleri ile VKi’nin negatif korelasyon gosterdigine isaret etmektedir®*®?®, Bu
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calismalardan elde edilen sonuglar obezitenin KVS hastaliklar i¢in risk faktorii olmasi
baglaminda 6nem tasimaktadir. Buna ek olarak hipertansiyonda adiponektinin roliinii
arastiran pek ¢ok calisma da yapilmistir. Ornegin hipertansif hastalarin, normotansif
bireylere gore daha diisiik plazma adiponektin diizeylerine sahip olduklar1 ve plazma
adiponektin diizeylerinde her 1pg/mL’lik azalmanin hipertansiyon riskinde %6’lik bir

artty anlammna geldigi tespit edilmistir®?.

Bu calismaya paralel sekilde diisiik
adiponektin diizeylerinin hipertansiyon gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu
gosterilmistir®®?. Diisiik adiponektin diizeyleri ile hipertansiyon riski arasinda
epidemiyolojik ¢aligmalarin gosterdigi bu iliskinin mekanizmasi kesin olarak
bilinmemektedir. Kan basinci, total periferik damar direnci ve kalp debisi tarafindan
belirlenmektedir. Bu baglamda adiponektinin damar diiz kasi {izerine gevsetici bir etkisi
oldugu ve bu etkinin hem endotel-aracili (NO sentezi), hem de K* kanallari {izerinden

oldugunu gosteren hayvan calismalari®3?** by

iligkisinin mekanizmasina 151k
tutmaktadir. Hipertansiyonun yani sira koroner arter hastaliginda da diisiik plazma
adiponektin diizeylerinin risk faktorii oldugu gosterilmistir®®. Bununla uyumlu olarak
yiiksek plazma adiponektin diizeyinin MI riskinde azalmayla iligkili oldugu tespit
edilmistir®®. Adiponektin diizeyleri ile ateroskleroz arasinda da iliski bulunmaktadir.
Anjina pektoris hastalarinda diisiik adiponektin seviyelerinin koroner ateroskleroz
gelisimiyle baglantili oldugu gosterilmistir®®’. Bununla birlikte stabil anjinasi olan
hastalarda yapilan bir caligmada disiik adiponektin diizeylerinin koroner plak
kompleksisitesi ile iliskili oldugu tespit edilmistir®®. Adiponektinin KVS
hastaliklarindaki rolii hayvan c¢alismalariyla da gosterilmistir. ApoE knock-out farelerde
yapilan caligmalar adiponektinin ateroskleroz patojenezinde ve patofizyolojisindeki
rollinii net bir sekilde ortaya koymaktadir. Adiponektini overekprese eden ApoE knock-
out farelerde aterosklerotik lezyon olusumu azalmistir®°. ApoE/adiponektin double
knock-out farelerde ApoE knock-out farelere kiyasla daha ciddi bir ateroskleroz
gelisimi  gozlenmistir®®®. Yine ApoE knock-out farelerde adiponektinin Kateterle
olusturulmus vaskiiler hasarda neointima olusumunu azalttig1 gozlenmistir?!. Bu

etkiden adiponektinin damar diiz kas hiicre proliferasyonunu azaltic1 etkisi?®? kismen

sorumlu gorilebilir.

Adipoz doku ile kardiyovaskiiler hastalik iligkisi agisindan 6nem tasiyan bir
diger adipokin ise leptindir. 1950’lerden bu yana metabolizma c¢aligmalarinda

kullanilmakta olan ob farelerde ob geninin 1994 yilinda pozisyonel klonlanmasi
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gerceklestirilmis ve ayn1 genin insandaki homologu da gdsterilmistir?®®. Daha sonra bu

3

genin kodladig1 proteine Yunanca’da “zayif” anlamima gelen “leptos” kelimesinden
tiiretilmis olan leptin ismi verilmistir?®*. Esas olarak beyaz adipoz dokuda iiretilen ve
salman 16 kDa biiyiikliigiindeki bu peptid hormon, hipotalamus, hipokampus ve beyin
sap1 lzerinde etki gostererek besin alimini azaltmakta, enerji kullanimini
artirmaktadir®®®. Plazma diizeyi, beyaz adipoz doku miktar1 ile korelasyon gosteren
leptin bu yolla viicutta enerji depolanmasi icin bir negatif geri-bildirim mekanizmasi
islevini gormektedir. Obezitede beyaz adipoz doku miktarinda artigla birlikte plazma
leptin diizeyleri de artmasina karsin®®® negatif geri-bildirim mekanizmas1 normal kilolu
bireylerdeki gibi etkin bir sekilde ¢alismamaktadir. Bu durum “leptin direnci” olarak
isimlendirilmektedir. Leptin direncinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis
olmakla birlikte, sitokin sinyalizasyon supressorii 3 proteinin leptin sinyalizasyonunu

inhibe ederek leptin direncine neden oldugu &ne siiriilmiistiir?®’.

Epidemiyolojik ¢aligmalar obezite ile hipertansiyon arasinda kuvvetli bir iligki
oldugunu gostermektedir’®, Obezitede ayn1 zamanda hiperleptinemi goriildiigi goz
Ontine alindiginda leptinin hipertansiyon gelisiminde dogrudan bir rolii olup olmadigi
onem kazanmaktadir. Yapilan bazi caligmalar leptin diizeylerinin viicut kitlesinden
bagimsiz olarak hipertansiyon gelisimine isaret edebilecegini gostermektedir?®®27°,
Leptinin  kan basinci lizerine akut ve kronik etkileri Dbirbirlerinden farklilik
gostermektedir. Leptinin damar {izerine dogrudan vazodilator etki gosterdigi ve bu
etkinin endotelden bagimsiz oldugu hem insan safen veni ve mammaryel arterinde®’*
hem de sigan aortasinda gosterilmistir?’?. Leptin damar iizerine dogrudan vazodilator
etki gostermesine karsin leptinin kronik i.v. infiizyonu kalp atim hizin1 ve ortalama
arteryel kan basmcini artirmaktadir. Bu durumdan leptinin SSS’de sempatik

aktivasyona ve katekolamin salinmasina neden olmasi sorumlu gériilmiistiir?’3274,

Ob/Ob farelerin ateroskleroz gelisimi agisindan direngli olduklart gozlemi
leptinin aterosklerotik siireglerdeki olasi roliinii giindeme getirmistir. Leptin endotel
hiicrelerde mitokondriyal siiperoksit ve MCP-1 {iretimini artirmaktadir?’>, Bu durum
ateroskleroz gelisiminin baslangi¢ asamasinda makrofaj ve 16kosit migrasyonu
acisindan 6nem tasimaktadir. Bunun yani sira leptin endotel hiicrelerde ve kandaki
mononiikleer hiicrelerde proinflamatuvar TNF-a IL-2, 1L-6, MCP-1, ROS, Thil-tip
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sitokin diizeylerini artirarak vaskiiler inflamasyonu uyarmaktadir®®, Inflamatuvar
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sitokinlerin yan1 sira klinik arastirmalarda leptinin trombiis olusumunda énemli oldugu
ve leptin diizeylerinin PAI-1, von Willebrand faktor, doku plazminojen aktivator, doku

fibrinojen diizeyleri ile pozitif, protein C diizeyleri ile negatif korelasyon gdsterdigi
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bulunmustur®’’. Benzer sekilde, leptinin insan ve kemirgen makrofaj hiicrelerinde

trombosit agregasyonunu ve proaterojenik lipoprotein lipaz diizeylerini artirdigi tespit
edilmistir®®. Leptinin ayrica damar diiz kas hiicre hipertrofisini ve proliferasyonunu

uyararak, metalloproteinaz II aktivitesini artirarak ateroskleroz siirecine katki yaptigi
one siiriilmektedir?’®.

Adipositlerden salinan bir bagka adipokin olan resistin de leptine benzer bir
sekilde artan kardiyovaskiiler hastalik riskiyle iliskilendirilmektedir. Yiiksek plazma

resistin diizeylerinin artmms kardiyovaskiiler risk ve unstabil anjina?’®, metabolik
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sendrom=*®, koroner arter hastaliginin kotii prognozu®* ile iliskili oldugu tespit

edilmistir. Resistin de tipki leptin gibi endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir.

Resistinin insan endotel hiicrelerinde adezyon molekiillerini ve sitokin sentezini
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artirdigi bildirilmistir®*. Bunun yani sira resistin, endotelyal nitrik oksit sentaz
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ekspresyonunu azaltmakta=®> ve damar diiz kas hiicrelerinde proliferasyon ve

migrasyonu uyarmaktadir?84285,

Adipoz dokudan salinan bir diger adipokin olan visfatin diger adipokinlerden
farkli olarak adipositlerden degil, adipoz dokudan bulunan immiin sistem hiicrelerinden

saliverilmektedir?®,

Bu nedenle, visfatin diizeyleri inflamasyon seviyesi ile
iliskilendirilmektedir. Visfatinin ayrica damar tonusu iizerine dogrudan etkisi de
bulunmaktadir. Visfatinin sican aorta diiz kasinda endotel bagimli gevsemeye neden
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oldugu bildirilmistir Ayrica, visfatinin insan endotel hiicrelerinde adezyon

molekiillerini?®®® ve doku faktorii?®® ekspresyonlarmi artirdigi belirlenmistir.

Adipoz doku ve KVS iligkisi farkli yag depolarinin farkli roller iistlenebildigi
cok boyutlu ve olduk¢a kompleks bir siirectir. SAD tarafindan iiretilen ve dolasima
gecgen adipokinler kalp ve damarlar tizerine etki gostererek KVS’yi etkilemektedirler.
Bunun disinda PVAD’dan salinan adipokinler vasitasiyla damar ya da miyokard
fonksiyonu degismektedir. Dolayisiyla adipoz dokuda meydana gelen degisiklikler ve
adipoz doku disfonksiyonunun KVS {izerine olan etkileri endokrin, parakrin ve vazokrin

ozellik gosterebilmektedir.
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2.4. PVAD

2.4.1. PVAD Anatomisi ve Histolojisi

PVAD, organizmada serebral damarlar haricinde kalan tiim damarlarin etrafinda
yer alan lokal adipoz doku katmanidir®®, Ilk kez insan asendan aortasinda fibroz-yagl
epikardiyal kivrim olarak tarif edilmistir. Sonraki yillarda bir¢cok arastirmaci
gozlemledikleri bu anatomik yapiy1 periaortik yagli cisim, epikardiyal yag yastig1 vb.
farkli isimlerle adlandirmislardir?. Yapilan bu ilk gozlemsel calismalarda PVAD’n
hiicre bilesimi ve anatomisi ile ilgilenilmis ve fizyolojik roliiniin damara mekanik
destek saglamak ile sinirli oldugu diisiiniilmiistiir. 90’11 yillarin basindan itibaren

yapilan ¢aligmalar ile PVAD’1n fizyolojik ydnden 6neme sahip oldugu anlasilmigtir’.

PVAD’in gerek fizyolojik rolii gerekse histolojik yapisi anatomik pozisyonuna
ve tire gore degiskenlik gostermektedir. Bu agidan PVAD, histolojik agidan beyaz
adipoz doku, kahverengi adipoz doku ve bej adipoz doku 6zellikleri gosterebilmektedir.
Ornegin sigan mezenterik arterinin etrafindaki adipoz doku beyaz adipoz dokuyken?,
torasik aorta etrafindaki adipoz doku kahverengi adipoz doku 6zelligine sahiptir. Sigcan
abdominal aortasinin etrafindaki adipoz dokunun ise torasik aortadan farkli olarak yine
beyaz adipoz doku ozellikleri gosterdigi saptanmustir®®?, Farkli damar yataklarinda
PVAD igerigi Sekil 2-6’da sematik olarak gosterilmistir. Histolojik yonden saptanan bu
farkliligin yan1 sira abdominal aorta PVAD’1 ve torasik aorta PVAD’1 arasinda adipokin
ve inflamatuvar sitokin igerigi yoniinden de farklilik oldugu gosterilmistir.?°? Bunlara
ilaveten PVAD miktarinda cinsiyet farkliigmin rolii oldugu tespit edilmistir®®,
Embriyolojik kokeni incelendiginde PVAD’in kahverengi adipoz doku gibi miyojenik
kokenli olmadigi, vaskiiler kokenli oldugunu diistiniilmektedir. Adipojenezin ana
regiilatorii olan PPAR-y’nin damar diiz kas spesifik olarak knock-out edildigi farelerde
PVAD’in olusmadigi, diger adipoz doku depolarinda ise kontrol farelere gore herhangi

bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir®®*.
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Sekil 2-6: Farkli Damar Yataklarinda PVAD’1n Sematik Gosterimi-Fitzgibbons 2014’ten
Degistirilerek.

2.4.2. PVAD’n Fizyolojik Onemi

PVAD vaskiiler tonusun diizenlenmesinde rol almaktadir. Bu konuda yapilan ilk
calismada PVAD’1n sican torasik aortasinda NA’nin kastirict etkisine olan duyarliligi
azalttig1 tespit edilmistir’. PVAD’m sican torasik aortasinda NA’nin yan1 sira serotonin,
fenilefrin ve anjiyotensinin kastirici yanitlarin1 da azalttig1 bulunmustur®. PVAD’in
ortaya ¢ikardigi bu gevsetici etkinin kaynaginin belirlenmesi i¢in ayni ¢calismada PVAD
bulunan banyolardan alinan soliisyonun PVAD’dan yoksun birakilmis aortalarin
bulundugu banyolara transferi neticesinde doz-bagimli bir gevseme yanit1 gézlenmistir.
Bu durum PVAD’in varliginda ortaya cikan gevseme yanitinin PVAD’in damar
etrafinda mekanik bariyer olusturmak suretiyle kastirici ajanlarin damar diiz kasina
ulagsmasina engel olmasindan degil, dogrudan PVAD’dan salinan gevsetici faktorler
vasitastyla gergeklestigini gostermektedir. PVAD’1in gevsetici etkisi insan damarlar

iizerinde yapilan calismalarla da gosterilmistir. Insan internal mammaryal arterinde
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PVAD varliginda fenilefrin/NA ve U46619’un (tromboksan A2 analogu) kastirici

yanitlarinda azalma meydana geldigi bildirilmistir®°,

PVAD’in damar diiz kas tonusu iizerine olan gevsetici etkisi hayvanlardan ve
insanlardan alinan damarlar ilizerinde yapilan bir¢ok deneyde gosterilmis olmasina
karsin, bu gevsetici etkinin spesifik olarak PVAD’dan salinan hangi adipokinden
kaynaklandig1 ve hangi mekanizma {izerinden olustugu kesin olarak bilinmemektedir.
Bu nedenle PVAD’1in neden oldugu damar diiz kas gevsemesinden sorumlu biyoaktif
madde hipotetik olarak adiposit kaynakli gevsetici faktor (ADRF) olarak
isimlendirilmistir. ADRF’nin ne olduguna ya da nelerden olustuguna dair farkli goriisler
mevcuttur. Adiponektin®3® hidrojen siilfiir (H2S)?°, NO?®, anjiyotensin-(1-7)%%,
palmitik asit metil ester?® bu konuda 6ne siiriilen adaylardir. ADRF’nin 6zelliklerini ve
etki mekanizmasini arastiran bir ¢alismada ADRF’nin saliniminin Ca*™ bagimli oldugu
ve etkisini hem endotel bagimli olarak (NO aracili) hem de endotel bagimsiz bir sekilde
(K* kanalr aracil) ortaya koydugu gosterilmistir®®. Baska bir calismada ise ADRF’nin
gevsetici etkisinin reseptor tirozin kinaz inhibitorii genistein varliginda azaldig:

bildirilmistir®.

2.4.3. Patolojik Kosullarda PVAD’1n Degisen Rolii

PVAD’m yapt ve fonksiyonu metabolik hastaliklarda bozulmaktadir. Bu
bozulma PVAD disfonksiyonu olarak isimlendirilmektedir. PVAD disfonksiyonunun
KVS hastaliklariin patojenezinde ve patofizyolojisinde rolii oldugu fikri yaygin bir

sekilde kabul gormektedir®®.

Yapilan caligmalar PVAD’mn vaskiiler tonus {izerine olan gevsetici etkisinin
cesitli patolojik kosullarda ortadan kalktigin1 gdstermektedir. Hipertansif sicanlarda'?,
diyabetik sicanlarda®?, obezitenin diyet ile indiiklendigi farelerde’® ve metabolik
sendromda* PVAD’in damar gevsetici etkisinin ortadan kalktig1 gdsterilmistir. Bu

azalmanin mekanizmasi net olarak bilinmemektedir.

Konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarla obezitede PVAD’dan saliverilen kastirict ve
gevsetici adipokinlerin kompozisyonunda degisiklik meydana geldigi ve net fizyolojik
etkinin gevsetici etkiden kastiric1 etkiye kaydigi bildirilmistir®®. Ayrica obezitede,
oksidatif stres ve inflamasyonun PVAD’1n gevsetici etkisini azalttigi diistiniilmektedir.
Obez hastalara yapilan gluteal yag doku biyopsisi neticesinde elde edilen arter

segmentlerinde, antioksidan siiperoksit dismutazin ve katalazin PVAD’in azalmis
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gevsetici etkisini iyilestirdigi gdzlenmistir®®. Bu bulgu PVAD’in obezitede azalan
gevsetici etkisinin oksidatif stres ile iliskisini ortaya koymaktadir. Bunun yani sira
PVAD’in damar lizerine olan gevsetici etkisinde inflamasyonun roliinii ortaya koyan
birgok ¢alisma da mevcuttur. Farelerde yapilan bir ¢alismada gevsetici etkideki
azalmadan makrofaj infiltrasyonun sorumlu oldugu one siiriilmektedir!’. Bu yaklasima
gore makrofajlardan salman TNF-a, PVAD’dan salinan vazodilator maddelerin
salmimini azaltmaktadir. Farelerde yapilan bir diger ¢alismada bu yaklasimla uyumlu
olarak inflamatuvar kosullarda PVAD’dan TNF-a salinimindaki artisin adiponektin
salinimindaki azalmayla korelasyon gosterdigi bildirilmistir'®.  Yine bu bulgulara
paralel bir sekilde, yiiksek yagli diyet ile kemirgenlerde T-hiicreleri, makrofaj ve
proinflamatuvar adipokin diizeylerinde artis tespit edilmistir®®, T2DM kosullarinda da
PVAD’mm yap1 ve fonksiyonunda ¢esitli degisimler meydana gelmektedir. Yapilan bir
calismada db/db farelerin PVAD’inda dendritik hiicrelerin yogunlagtigi buna paralel
olarak proinflamatuvar TNF-a ve IL-6 mRNA diizeyleri artarken antiinflamatuvar
adiponektin mRNA diizeylerinin azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica db/db farelerde
mezenterik arter PVAD’min antikontraktil etkisinin ortadan kalktigi gosterilmistir®®.
Yapilan bagka bir ¢alismada Goto-kakizaki siganlarin PVAD’min proinflamatuvar ve
prooksidan bir karakter kazandigi ve antikontraktil etkisinin ise ortadan kalktig1
bildirilmistir!®. T2DM hastalarmin  PVAD’larinda yapilan bir calismada T2DM
hastalarinda azalan serum adiponektin seviyelerinin damar NADPH oksidazin
stimiilasyonuna neden oldugu, PVAD’in artan NADPH oksidaz etkinligine karsi

adiponektin gen ekspresyonunu artirarak yanit verdigi one siiriilmektedir®®,

Inflamasyon ve oksidatif stresin kaynaklik ettigi PVAD disfonksiyonu, vaskiiler
tonus regiilasyonunun yani sira ateroskleroz siireci acgisindan da 6nem tagimaktadir.
PVAD disfonksiyonu ile ateroskleroz iliskisini arastiran bir ¢alismada koroner arter
hastaligi olan bireylerden alinan epikardiyal adipoz dokuda TNF-a ve IL-6

proinflamatuvar sitokinlerinin diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir3®

. Yapilan bir post-
mortem ¢alismada PVAD miktarinin ve makrofaj infiltrasyonunun koroner arter
aterosklerotik plak biiyiikliigii ile korelasyon gosterdigi bulunmustur®®, Bu calismalar
ateroskleroz ile PVAD disfonksiyonu arasinda bir iliski olduguna dair kanit sunmasina
karsin neden-sonu¢ iliskisinin ortaya konabilmesi agisindan yeterli degildir.
Ateroskleroz siirecinin olugumu ile ilgili yaygin kani siirecin i¢ten baglayarak disariya

dogru devam ettigi seklindeki goriistiir. Fakat 6zellikle son yillarda yapilan ¢aligmalar
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PVAD disfonksiyonunun ateroskleroz siirecinin patojenezininde rolii olabilecegine dair
kanitlar sunmaktadir. Konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada bu soruya 1s1k tutacak sekilde
obez farelerden alinan PVAD’in ApoE knock-out farelere transplantasyonu neticesinde

lezyon olusumunda artis oldugu gdzlenmistir®®’.

2.5. Pioglitazon

2.5.1. Tanim

Pioglitazon, PPAR-y agonisti oral antidiyabetik bir ilagtir. Kimyasal ismi,
Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi isimlendirmesine gore 5-[[4-[2-(5-
etillpiridin-2-il)etoksi]fenil]metil]-1,3-tiazolidin-2,4-dion’dur. ~ Molekiiler ~ formiilii

C19H20N203S olan pioglitazonun yapisal formiilii Sekil 2-7’de verilmistir.

Sekil 2-7: Pioglitazonun Yapisal Formiilii

2.5.2. Farmakodinamik Ozellikleri

Pioglitazon etkilerini ayn1 farmakolojik grupta yer alan diger etken maddeler
gibi PPAR-y agonizmasi vasitasiyla gostermektedir. PPAR-y agonizmasi GLUTZ,
GLUT4, adiponektin, leptin, TNF-a, Akt ve hepatik glukokinaz gibi glukoz
metabolizmasinda rolii olan pek ¢ok genin ekspresyon diizeyini degistirmektedir. Bu
degisiklikler sonucunda pioglitazon insiilin duyarliligini artirmakta ve kan glukoz

diizeylerinde diisiise neden olmaktadir. Insiilin duyarlilastirici etkisinin yani sira
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pioglitazonun P hiicre fonksiyonunu iyilestirici etkisi oldugu da 6ne siiriilmiistiir®.
Pioglitazon ayni zamanda kandaki lipid profilini de olumlu yonde degistirmektedir.
Diyabet ile birlikte goriilen dislipidemide karakteristik olarak trigliserit, LDL diizeyleri
artarken, HDL kolesterol diizeyi azalmaktadir®® T2DM hastalarinda pioglitazon
tedavisi ile trigliserit diizeylerinin azaldigi, HDL kolesterol diizeylerinin arttigi, LDL
kolesterol diizeylerinin ise degismedigi bildirilmistir®®. Benzer sekilde, pioglitazonun
T2DM’de lipid profili iizerine olumlu etkileri ¢esitli hayvan ¢alismalarinda da
gosterilmistir. Sicanlarda HFD/STZ T2DM modelinde pioglitazon uygulamasinin
trigliserit ve total kolesterol diizeylerini azalttig1 bildirilmistir'®’. Pioglitazonun bu etkisi
bir baska T2DM modeli olan OLETF siganlarda da gosterilmistir>'°,

Pioglitazonun PPAR-y’nin eksprese edildigi esas yer adipoz dokuda da belirgin
etkileri bulunmaktadir. Adipojenez siirecinin ana regiilatorii olan PPAR-y’nin
uyarilmasi neticesinde yag doku miktarinda artis meydana gelmektedir. Buna paralel
olarak, T2DM hastalarinda pioglitazon uygulamasina bagh olarak kilo artis1 oldugu
gozlenmistir®'!. Kilo artisinin yaninda pioglitazon uygulamasi adipoz doku dagilimimi
da degistirmektedir. Pioglitazon SAD miktarini artirirken KVS hastaliklar1 agisindan
risk faktorii olarak degerlendirilen VAD miktarin ise azaltmaktadir®®?, VAD miktarini
azaltmasmin yaninda VAD’in metabolik aktivitesi de pioglitazon uygulamasi ile

azalmaktadir®s,

Pioglitazonun hem hayvan hem de insan adipoz dokusunda inflamasyonu
azalttig1 gosterilmistir’*3!°, Yapilan bir caliymada bozulmus glukoz toleransi olan
hastalarda pioglitazon uygulamasma bagli olarak subkiitan adipoz doku makrofaj
sayisinda azalma oldugu tespit edilmistir®!®. Benzer bir calismada ise pioglitazon
uygulamasina bagli olarak fare VAD’inda inflamatuvar yaniti baskilayan regiilator T
hiicre sayisini arttig1 gozlenmistir®'’. Bu bulgular, pioglitazonun adipoz doku iizerine
olan antiinflamatuvar etkisinin hem makrofajlar hem de T hiicreler {izerinden
gerceklesebildigini gostermektedir. Pioglitazonun antiinflamatuvar etkisi ayrica insiilin
duyarlilastiric1 etkisine de katkida bulunmaktadir. Pioglitazonun insiilin duyarlilastirict
etkisinin mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik yapilan bir calisma pioglitazonun
sican adipoz dokusunda AMPK’y1r uyardigini  gostermektedir®®. Bu bulgu
antiinflamatuvar etkiye ilave olarak AMPK uyarilmasmin da pioglitazonun adipoz

dokuda insiilin duyarlilastirict etkisine katki yaptigimi diisiindiirmektedir. Yapilan bir
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Klinik arastirmada pioglitazonun insiilin duyarlilagtirici etkisinde adipoz dokuda
natriiiretik peptid biyoaktivitesini artirmasmin da rolii oldugu one siiriilmiistiir®'®.
Pioglitazonun insan SAD’mndan adiponektin iiretimini ve sekresyonunu artirarak
periferik insiilin duyarlihginda artisa katkida bulundugu gosterilmistir®?’. Pioglitazon
ayrica bozulmus glukoz toleransi olan hastalarda SAD matriks metalloproteinaz 9
seviyelerini azaltmakta®?!, T2DM’li hastalarin SAD’inda ise mitokondri biyojenezini

artirmaktadir®?2,

Pioglitazon uygulamasinin farkli yag depolari tizerine olan etkileri de yogun
olarak arastirilmaktadir. Yapilan bir calismada kahverengi adipoz dokuda pioglitazonun
enerji depolanmasini artirdigini fakat enerji tiiketimini degistirmedigi bildirilmistir®?3.
Metabolik sendromu olan obez hastalarda yapilan bir ¢alismada pioglitazonun kemik
iligi adipoz miktari degistirmedigi gosterilmistir’?*. T2DM hastalarinda ise

pioglitazon uygulamasimin kemik iligi adipoz doku miktarini artirdig1 bildirimistir®?°,

Literatiirde pioglitazonun PVAD iizerine olan etkilerinin incelendigi ¢alismalar
da mevcuttur. Yiiksek yagh diyet ile beslenmis farelerde PVAD hipertrofisi ve damar
sertliginin olustugu, pioglitazon uygulamasinin ise mitokondri dis membran proteini
mitoNEET miktarin1 artirarak antiinflamatuvar etki gosterdigini ve PVAD hipertrofisi
ile damar sertligini azalttigi gosterilmistir’®. Yapilan baska bir calismada ise ApoE
knock-out hayvanlarda fruktoz alimi ile oksidatif stres ve inflamasyon ile iliskili
genlerin ekspresyonu artmig, pioglitazon uygulamasi ise PVAD oksidatif hasarin1 ve

proinflamatuvar gen ekspresyonunu azaltmistir®?’.

Pioglitazonun KVS’de olumlu etkileri oldugunu goésteren bir¢ok klinik arastirma
mevceuttur®?8-3%0_ pjoglitazonun KVS iizerine olan etkilerinin degerlendirildigi bir meta-
analiz, pioglitazonun insiilin direnci olan, prediyabetik ve diyabetik tiim hasta
gruplarinda oliimciil olmayan inme, Olimciil olmayan miyokard infarktiisii ve
kardiyovaskiiler oliim riskini azalttiginm1 fakat kemik kirigi, 6dem, kilo artisi, kalp
yetmezligi riskini artirdigim1 gostermistir?’. Yapilan bir baska meta-analizde KVS
hastalig1 olan kisilerde pioglitazon kullaniminin major advers kardiyovaskiiler olay,
inme ve miyokard infarktiisii tekrarlama riskini azalttig1 fakat tim nedenlere bagl
mortaliteyi degistirmedigi ve kalp yetmezligi riskini artirdigi belirlenmistir®!,
Pioglitazonun KVS iizerine olan olumlu etkilerinin mekanizmasi tam olarak

bilinmemektedir. Yapilan hayvan c¢alismalari, in vitro c¢alismalar ve klinik
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arastirmalardan elde edilen bulgular bu olumlu etkilerin mekanizmasimin hem kalp hem

damarlar yoniinden anlagilmasina yonelik ipuglart sunmaktadir.

Literatiirde patolojik kosullarda pioglitazonun miyokardda koruyucu bir
etkinlige sahip oldugunu gdosteren bir¢ok calisma mevcuttur. Yapilan bir ¢calismada 2
hafta boyunca 3 nmol/saat intraserebral pioglitazon uygulamasinin siganlarda
anjiyotensin II ile indiiklenen sol ventrikiil hipertrofisini azalttig1 gézlenmistir?®. Sican
iskemi reperfiizyon modeli kullanilan bir ¢alismada iskemi reperfiizyon hasarindan 24
saat once 3 mg/kg intravendz pioglitazon uygulamasmin infarkt alani1 azalttii
bildirilmistir®*. Iskemi reperfiizyon modelinin kullanildigi bir baska calismada
hiperlipidemik sicanlarda iskemik 6n kosullanmanin infarkt alani azaltici etkisinin
kayboldugu, 2 pM pioglitazon uygulamasiyla bu etkinin korundugu gosterilmistir®2,
HFD/STZ diyabet modelinde 16 haftalik boyunca pioglitazon uygulanmasi neticesinde
hem diisiikk doz (4 mg/kg) hem de yiiksek doz (20 mg/kg) pioglitazon uygulamasina
bagl olarak sican kalbinde immiinoglobulin birikiminin azaldigi tespit edilmistir3®,
Koruyucu etkinin mekanizmasinin agiklanmasina yonelik bir ¢alismada pioglitazonun
kardiyomiyositler {izerinde apoptozu indiikleyici, hipertrofiyi ise inhibe edici etkisini

oldugu gosterilmistir®>*.

Pioglitazonun KVS hastaliklar1 iizerine olumlu etkilerinin diger bileseni damar
fonksiyonu ve yapist lizerine olan etkileridir. Yapilan c¢aligmalar pioglitazonun
antiaterosklerotik etkisi oldugunu ortaya koymaktadir. Insan koroner arter diiz kas
hiicrelerinde yapilan in vitro bir ¢alismada pioglitazon uygulamasimin (8 uM, 5 saat)
yiiksek glukoz diizeyi ile indiiklenen, damar diiz kas hiicre proliferasyonu ve

migrasyonunu engelledigi  bildirilmistir®®.

Aynmi sekilde sican damar diiz kas
hiicrelerinde pioglitazon uygulamasmim (5-20 pM, 12 giin) B-gliserofosfat ile
indiiklenen kalsifikasyonu azalttig1 tespit edilmistir®®. Pioglitazonun hipertansif sican
modellerinde damarda oksidatif stres, ER stresi**’ ve lipid birikimini®*® azalttig
gosterilmistir. Yine si¢anlarda yapilan bir calismada pioglitazon uygulamasina bagh
olarak karotid arter lezyon gelisminde azalma tespit edilmistir®*®. Diyabetik hastalarda
yapilan bir ¢alismada ise 20 hafta boyunca 30-45 mg/kg pioglitazon uygulamasinin
vaskiiler inflamasyonu azalttigi gosterilmistir®. Pioglitazonun antiaterosklerotik
etkisinde monositlerdeki MCP-1 reseptorii  olan CC-kemokin reseptér 2’nin

ekspresyonunu azaltmasmin da katkis1 oldugu yapilan bir hayvan calismasiyla one
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siiriilmiistiir®*°. Pioglitazon antiaterosklerotik etkinligine ek olarak antihipertansif etkiye
de sahiptir. Pioglitazonun hem hayvan calismalarmda® hem de diyabetik hastalar

{izerinde?>2®

gosterilmis olan antihipertansif etkisi, pioglitazonun KVS iizerine olumlu
etkilerinde antihipertansif etkinligin de rolii olabilecegini glindeme getirmektedir.
Pioglitazonun bunlara ek olarak endotel fonksiyonunu 1iyilestirici etkisi de
bulunmaktadir. Yapilan bir caligmada 30 mg/kg dozunda 4 haftalik pioglitazon
uygulamasinin diyabetik hastalarda endotel fonksiyonunu iyilestirdigi gosterilmis ve bu
etkinin metabolik profildeki diizelmeden bagimsiz oldugu 6ne siiriilmiistiir®*.
Pioglitazonun endotel fonksiyonu iizerine iyilestirici etkisi diyabetik hayvan modelinde
de gosterilmis ve bu etkiden pioglitazonun oksidatif stresi azaltici etkisi sorumlu
tutulmustur®®, Farkli in vitro bir galismada 50 ng/ml ve 100 ng/ml pioglitazonun

endotel hiicrelerinde sitoprotektif etkiye sahip oldugu gosterilmistir®*,

2.5.3. Farmakokinetik Ozellikleri

Oral kullanimdan sonra pioglitazon serum pik konsantrasyonu 2 saat iginde
gozlenmektedir (Tmaks). Yiyecekler ile birlikte alindiginda ise Tmaks 3-4 Saate
cikabilmektedir. Giinde 1 kez kullanim neticesinde hem pioglitazonun hem de aktif
metabolitlerinin (M-I1l ve M-IV) kararli durum konsantrasyonlarina 7 giin sonunda
ulagilmaktadir. Pioglitazonun dagilim hacmi 0.63 + 0.41 L/kg’dir. Proteinlere yliksek
oranda (>%99) baglanan pioglitazon hidroksilasyon ve oksidasyon ile metabolize
edilmektedir. Ortaya ¢ikan metabolitler kismen siilfat ve glukuronid ile konjuge
olmaktadirlar. Aktif metabolitleri dolasimda pioglitazona esit ya da daha yiiksek
konsantrasyonda bulunurlar. Pioglitazonun metabolizasyonundan sorumlu karaciger
enzimleri CYP2C8 ve kismen CYP3A4’tir. Pioglitazonun yaklasik %15-30’u idrar
yoluyla atilmaktadir. Geriye kalan kismin degismedem safra yoluyla ya da metabolitleri
halinde fegesle atildig1 diisliniilmektedir. Plazma yarilanma omrii (t12) pioglitazon igin
3-7 saat, aktif metabolitleri i¢in ise 16-24 saat arasinda degismektedir. Oral yoldan

uygulanan pioglitazonun klirensi 5-7 L/saat’tir*64,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Pioglitazon HCI

Streptozotosin (STZ)
Metilseliiloz (vizkozite 4000 cP)

Sodyum tiyopental

Formalin ¢ozeltisi %10 (%1 Metanol
ile stabilize edilmis)

Sodyum sitrat dihidrat

Sitrik asit

RIPA hiicre parcalama tamponu
Proteaz inhibitor karisimi
Fenilmetansiilfonil floriir

Sigir serum albumin

Bradford reaktifi

Noradrenalin hidrokloriir (NA)
Asetilkolin kloriir (ACh)
Potasyum Klortir (KCI)

Sodyum nitroprussiyat (SNP)
Sodyum kloriir (NaCl)

Sodyum bikarbonat (NaHCO3)

Kalsiyum klortir (CaCly)

Neutec la¢ San. Tic. As. tarafindan
calismamizda kullanilmak {izere

hediye edilmistir.
Cayman Chemical, ABD
Fluka, Isvicre

Ibrahim Etem Ulagay Ila¢ Sanayi
Tiirk A.S. Tiirkiye

Tekkim, Tiirkiye

Merck, Almanya
Merck, Almanya
Santa Cruz, ABD
Santa Cruz, ABD
Santa Cruz, ABD
Sigma, ABD
Bio-Rad, ABD
Sigma, ABD
Fluka, Isvicre
Merck

Sigma, ABD
Merck, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya



Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOa4.7H20)
D(+)-Glukoz monohidrat
Etilendinitrilo tetraasetik asit (EDTA)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
VetTest trigliserit test strip

VetTest total kolesterol test strip
Sentetik oligontiklotitler

Lam (renkli)

Lamel

Parafin

Etanol (Absolii, %99,5)

Ksilen

Eozin

Hematoksilen

Mikrotom Bigag1

3.1.2. Sican/Fare Yemleri

Normal sigan/fare yemi

Tablo 3-1: Normal Si¢an/Fare Yemi Icerigi

Kuru Madde (%88)
Ham Protein (%20)
Ham Seliiloz (%6)
Ham Yag (%2,7)
Ham Kiil (%5,2)
Kalsiyum (%0,9)
Fosfor (%0,6)

Lizin (%0,95)

Merck, Almanya
Riedel-de Haén
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Idexx, ABD

Idexx, ABD

Sentromer, Tiirkiye

Epiglass, Tiirkiye
Epiglass, Tiirkiye
Leica, Almanya
Tekkim, Tiirkiye
Tekkim, Tiirkiye
Biooptica, italya
Biooptica, Italya

Feather, Ingiltere

MBD Yem, Tiirkiye
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Metiyonin
Metiyonin+Sistein

Sodyum

Vitamin A (en az 1U/kg)
Vitamin D3 (en az 1U/kg)
Vitamin E (en az mg/kg)
Vitamin K3 (en az mg/kg)
Vitamin B; (en az mg/kg)
Vitamin B; (en az mg/kg)
Vitamin Bs (en az mg/kg)
Vitamin B, (en az mcg/kg)
Nikotinik Asit (en az mg/kg)
Pantotenik Asit (en az mg/kg)
Biotin (en az mg/kg)

Kolin (en az mg/kg)

Enerji (Kcal/Kg)

(%0,4)
(%0,68)
(%0,14)

24000
3000
300
30

20

20

12
100

100

1000

2600

Yiiksek vaglt sican/fare yvemi

Tablo 3-2: Yiiksek Yagh Sican/Fare Yemi Icerigi

Kazein

L-Sistin
Maltodekstrin 10
Stikroz

Seliiloz

Soya Yagi
Kuyruk Yagi

(%25,84)
(%0,38)
(%16,15)
(%8,89)
(%6,46)
(%3,23)
(%31,65)

MBD Yem, Tiirkiye
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Mineral Karigimi
Dikalsiyum Fosfat
Kalsiyum Karbonat
Potasyum Sitrat
Vitamin Karigimi
Kolin Bitartarat

Enerji (Kcal/Kg)

(%1,29)
(%1,68)
(%0,71)
(%2,13)
(%1,29)
(%0,25)
5400

3.1.3. Kitler
Rat adiponektin ELISA kit

(Katalog No: CSB-EQ7271r)
Rat leptin ELISA kit
(Katalog No: 201-11-0456)
Rat IL-6 ELISA kit
(Katalog No: 201-11-0136)
Rat TNF-a ELISA kit
(Katalog No: 201-11-0765)
Sensifast SYBR No-Rox kit
(Katalog No: B10-98005)
High pure RNA tissue kit
(Katalog No: 12033674001)

High-capacity cDNA reverse

transcription kit (Katalog No: 4368814)
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Cusabio, ABD

Sunred, Cin

Sunred, Cin

Sunred, Cin

Bioline, ABD

Roche, Almanya

Thermofischer, ABD
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3.1.4. Kullamlan Kimyasal Cozelti ve Siispansiyonlarin Hazirlanisi
%0,5 Metilseliilloz Cozeltisi: 200 mg metilseliilozun distile suyla 40 mL’ye hacmen

tamamlanmasi ile glinliik olarak hazirlanmistir.
Pioglitazon Siispansiyonu: 10 mg pioglitazon (=11,23 mg pioglitazon HCI)

% 0,5 metilseliiloz ¢ozeltisi iginde siispande edilerek 1 mL’ye tamamlanmigtir ve

giinliik olarak hazirlanmistir.

Sitrat Tamponu: 0,134 g trisodyum sitrat dihidrat ile 0,10454 g sitrik asidin distile
suyla 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlanmigtir. Cozeltinin pH’s1 6l¢iilmiis, HCI ve
NaOH ile 4,5’a ayarlanmistir. Sitrat tamponu her bir enjeksiyon giinii i¢in taze olarak
hazirlanmis ve +4°C’de saklanmistir. STZ enjeksiyonu yapilacak her bir sican i¢in
gerekli STZ miktar1 belirlenmis, 1,5 mL’lik eppendorf tiiplerde tartimi yapilmis ve

enjeksiyonun hemen 6ncesinde soguk sitrat tamponunda ¢oziilmiistiir.

Sodyum Tiyopental Cozeltisi: Cozelti her bir enjeksiyon i¢in 25 mg sodyum

tiyopentalin steril salinle 1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlanmastir.

Potasyum Kloriir Cozeltisi: 1,86 g potasyum kloriir distile suda ¢oziiliip 10 mL’ye
tamamlanmistir. Olusan Stok ¢ozeltinin konsantrasyonu 2,5 M’dir. Stok ¢ozeltisi

-20°C’de saklanmustir.

Noradrenalin Cozeltisi: 32 mg noradrenalin hidrokloriir 0,001 N HCI ¢ozeltisi ile 10
mL’ye tamamlanmistir. Cozeltinin her 1 mL’sine 1 mg askorbik asit ilave edilmistir.
Olusan stok ¢ozeltisinin konsantrasyonu 102 M’dir. Stok ¢ozeltisi 1 mL’lik alikotlar
halinde -20°C’de saklanmigtir. Deneylerde kullanilan diliisyonlar distile su ile

hazirlanmstir.

Asetilkolin Cozeltisi: 18,4 mg asetilkolin kloriir 0,001 N HCI ¢ozeltisi ile 10 mL’ye
tamamlanmustir. Olusan stok ¢ozeltisinin konsantrasyonu 102 M’dir. Stok ¢ozeltisi 1
mL’lik alikotlar halinde -20°C’de saklanmistir. Deneylerde kullanilan diliisyonlar distile

su ile hazirlanmustir.

Sodyum Nitroprussiyat Cozeltisi: 30 mg sodyum nitroprussiyat distile suda ¢oziinmiis
ve ¢ozelti 10 mL’ye tamamlanmistir. Olusan stok ¢dzeltisinin konsantrasyonu 107
M’dir. Stok ¢ozeltisi 1 mL’lik alikotlar halinde -20°C’de saklanmistir. Sodyum

nitroprussiyatin 1siktan bozunmasindan Otiirii Stok ¢ozelti aliiminyum folyo ile
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kaplanmistir. Deneylerde kullanilan diliisyonlar distile su ile hazirlanmig ve 1siktan

korunmustur.

Deneylerde kullanilan Krebs Ringer-bikarbonat ¢ozeltisi her deney giinii i¢in
taze olarak hazirlanmistir. Cozeltinin igerigi su sekildedir: 118 mmol/L NaCl, 4,7
mmol/L KCI, 1,2 mmol/L KH2PO4, 25 mmol/L NaHCO3, 1,2 mmol/L MgSO..7H;0, 10

mmol/L glukoz, ve 2,5 mmol/L CaCly, 0,026 EDTA.

3.1.5. Ekipman ve Cihazlar

Paslanmaz celik gavaj

Accu-chek performa nano glukometre

Santrifiij

Derin dondurucu (-80 °C)
Buzdolabi (-20 °C)

Cerrahi aletler

Dewar s1v1 azot kabi
ELx800 mikroplate okuyucu
ELx50 otomatik yikayici
VetTest otomatik analizor
Epishear Probe Sonicator
Epoch 2 mikroplate okuyucu
Take3 micro-volume plate
CO> Inkiibator

Lightcycler 480 RT PCR sistemi
Thermal Cycler PCR sistemi
Orbital Shaker
Mikropipetler

Vorteks

Fine Science Tools, ABD
Roche, Almanya

Hettich, Almanya

Daihan Scientific, Gliney Kore
Argelik, Tiirkiye

Bahadir A.S. Samsun-Tiirkiye
International Cryogenics, ABD
Biotek, ABD

Biotek, ABD

Idexx, ABD

Active Motif, ABD

Biotek, ABD

Biotek, ABD

Sanyo, Japonya

Roche, Almanya

Axygen, ABD

Stuart, Ingiltere

Eppendorf, Almanya

IKA, Almanya
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Grass Model FT03 Transdiiser Grass Instruments, ABD
Sirkiilasyonlu Su Banyosu Grant, Ingiltere

PowerLab 4/SP Data Acquisition System ADI Instruments, Yeni Zelanda
ML118 Quad Bridge Amplifier ADI Instruments, Yeni Zelanda
Hassas Terazi Sartorius, Almanya

Leica RM2245 Mikrotom Leica Biosystems, Almanya
Nikon Eclipse Ni-U Mikroskop Nikon Instruments, Japonya

El Homojenizatorii Sigma, ABD

3.1.6. Programlar
Graphpad Prism 5.00 GraphPad Software, ABD

Excel 2013 Microsoft, ABD

CurveExpert 1.4 Hyams Development, ABD

3.2. In Vivo Hayvan Deneyleri

Tez ¢aligmasi kapsaminda gergeklestirdigimiz in vivo hayvan deneyleri igin
Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilmis 8-10
haftalik erkek Wistar Albino siganlar (~250 g) kullanilmigtir. Caligmada kullanilmis
hayvanlarin timi 2142 °C, %45-65 bagil nem, 12 saat karanlik/12 saat aydinlik
kosullarinda barindirilmig, su ve yem erisimleri sinirlandirilmamistir. Hayvanlar her
kafeste 2 adet sican olacak sekilde kafeslere ayrilmislardir. Hayvanlarin bakimi ve
hayvanlar iizerinde yapilacak tiim islemler 1.U. Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvani
Bakim ve Arastirma Birimi’nde (EDEHAB), 1.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun (HADYEK) 06/04/2017 tarihli 133720 sayili etik kurul onay1 ger¢evesinde

gergeklestirilmistir. Deney ve kontrol gruplar: Tablo 3-3’te sunulmustur.
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Tablo 3-3: Deney ve Kontrol Gruplari

Grup No Uygulama N
I Kontrol + MC 15
I Kontrol + Pioglitazon (20 mg/kg) 15
Il T2DM + MC 15
v T2DM + Pioglitazon (20 mg/kg) 15

MC: Metilseliiloz, T2DM: Tip 2 Diabetes Mellitus

Sicanlarin viicut agirliklart ve aclik kan glukoz diizeyleri ¢calisma baslangicinda
Olgtilerek bazal degerler elde edilmistir. Kontrol gruplarinda yer alan siganlardan (grup |
ve Il) tim deney siireci boyunca standart igerikli (agirlik cinsinden, %2,7 yag, %20
protein ve %45 karbonhidrat) sigan yemi ile beslenmis, diyabet gruplarinda yer alan
sicanlar ise (grup III ve IV) yiiksek yag icerikli (agirlik cinsinden, %35,0 yag, %23,1
protein %25,9 karbonhidrat) yem ile beslenmistir. Sicanlarin yem ve su ihtiyaglari

giinliik olarak takip edilmistir.

3.2.1. T2DM Olusturulmasi

Sicanlarda T2DM olusturulmasi i¢in literatiirde c¢ok sayida o6rnegi bulunan
yiiksek yagh diyet/diisiik doz streptozotosin (HFD/STZ) modeli kullanilmistir'®+1%2, Bu
model, T2DM’nin dogal seyrini ve hastaligin karakteristik 6zelliklerini yansitmasi
nedeniyle tercih edilmistir. Bu modelde T2DM’nin baslica &zellikleri olan insiilin
direnci, hiperglisemi ve bozulmus lipid profilinin (yliksek serum total kolesterol ve

trigliserit diizeyleri) es zamanl olarak gozlendigi bildirilmistir®*,

Calismamizda HFD/STZ T2DM modelinin olusturulmasi amaciyla 4 haftalik
yiiksek yagli diyet ile beslenen T2DM gruplarma (grup III ve IV) 8 saat aglik
sonrasinda 1 mL/kg hacimde 35 mg/kg STZ, normal standard si¢an yemi ile beslenen
kontrol gruplarina ise yine ayni hacimde STZ’nin ¢oziicii tamponu (0,1 M, pH=4,5)

intraperitoneal (I.P.) olarak uygulanmistir. Uygulamadan 1 hafta sonra diyabet
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gelisiminin dogrulanmasi i¢in 8 saatlik aclik kan glukoz diizeyleri siganlarin kuyruk

uc¢larindan alinan kandan glukometre vasitasiyla 6lgiilmiistiir.

Calismamizda STZ uygulamasindan 1 hafta sonraki dl¢iim neticesinde >140
mg/dl (7.8 mmol/L) aclik kan glukozuna sahip sigcanlar diyabetik olarak kabul

edilmistir®.

3.2.2. Pioglitazon Uygulamasi

T2DM dogrulamasinmi takiben, diyabetin metabolik parametreler ve calismada
incelenmesi Ongoriilmiis olan doku ve organlardaki etkisinin belirgin olarak
goriilebilmesi  icin 4  hafta  beklenmistir.  Ardindan  kontrol  (Grup I,
Kontrol+Pioglitazon) ve diyabetik (Grup 1V, T2DM+Pioglitazon) oldugu tespit edilmis
olan hayvanlara %0,5 metilseliiloz (vizkozite 4000 cP) ¢ozeltisiyle siispande edilmis 20
mg/kg Pioglitazon 2 mL/kg hacimde oral yoldan (gavaj) 6 hafta boyunca uygulanmstir.
Diger hayvanlara (Grup | ve Ill) Pioglitazonun ¢oziictisii %0,5 metilseliiloz ¢ozeltisi
yine ayni hacimde gavaj yoluyla verilmistir. Secilen Pioglitazon dozunun, ¢aligmada
kullanilmast planlanan sigan soyunda aglik kan glukoz diizeyleri iizerine etkisi

literatiirde tanimlanmistir!®4,

3.23.0GTT

6 haftalik ila¢ uygulama periyodunun sonunda sakrifikasyondan 1 giin once
sicanlara OGTT uygulanmistir. OGTT i¢in 8 saatlik aglik sonrasi sicanlarin kuyruk
uclarindan bazal aclik kan glukoz diizeyleri 6l¢iilmiis (0. dakika) ve bu 6l¢iimii takiben
29/kg glukoz oral yoldan verilmistir. Ardindan 30. 60. 90. 120. 180. ve 240. dakikalarda

sicanlarin kuyruk ucundan glukoz dlgiimleri yapilmistir*®.

3.2.4. Sakrifikasyon, Serum ve Doku Eldesi

15 haftalik deney siirecinin sonunda tiim siganlar sakrifiye edilmistir.
Sakrifikasyonun hemen oncesinde siganlarin kuyruk ucundan glukometre vasitasiyla 8
saatlik aclik kan glukoz diizeyleri ol¢iilmiistiir. Sodyum tiyopental (50 mg/kg L.P.)
anestezisi altinda sicanlarin toraksi agilmis ve siganlar kalpten kan alinarak sakrifiye
edilmistir. Sicanlardan alinan kan Ornekleri, serum eldesi ig¢in derhal laboratuvara
transfer edilerek (<5 dk.) 3000g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Sonrasinda
slipernatant kismi total kolesterol ve trigliserit dlglimleri i¢in eppendorflarda -80°C’de

saklanmigtir. Sakrifiye edilen hayvanlardan kalp, karaciger ve torasik aorta izole
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edilmistir. Aortanin yaklasitk 2 mm’lik bir segmenti, etrafindaki PVAD ile birlikte
olacak sekilde ayrilmis ve kalp ve karaciger ile birlikte histopatolojik degerlendirme
icin %10 tamponlanmis formalin ¢6zeltisi (%1 metanol ile stabilize edilmis) igerisinde
saklanmigtir. Torasik aortanin geriye kalan kismi yaklasik 4 mm’lik 4 segmente
ayrilmis ve bu dort segmentten birbirine bitisik olan 2 segmentten birinde PVAD intakt
birakilirken digerinde temizlenmistir. Bu sekilde elde edilen 2 PVAD(+) ve 2 PVAD(-)
aorta halkalari, (4+C) soguk Krebs ringer-bikarbonat ¢ozeltisi i¢ine konmus ve izole
organ banyosu sisteminde vaskiiler reaktivite calisilmak tizere laboratuvara transfer
edilmistir. Torasik aortadan temizlenerek ayrilan PVAD ise sivi azotta dondurulmus ve
ileriki asamalarda adipokin, inflamatuvar sitokin ve gen ekspresyon diizeylerinin
analizinde kullanilmak iizere -80°C’de eppendorflarda saklanmistir. Tiim deneysel siireg

Sekil 3-1°de sematik olarak gdsterilmistir.

Aclik Kan

Glukozu

Olgiimd,
Aclik Kan 35 mg/kg Aglik Kan Sakrifikasyon,
Glukozu STZ/Sitrat Glukozu Kan Alma,
Olgtimii Tamponu, I.P.  Olgiimii Doku Gikarma

1 Hafta 4 Hafta 1 Hafta 4 Hafta 6 Hafta
Ortama Bekleme Siiresi llag/Cdziicii Uygulamasi
Alisma
| ] _\ [ J
Normal Normal Yem-Kontrol Gruplari (Grup 1 ve 2)
Yem Yiksek Yagl Diyet-Diyabet Gruplari (Grup 3 ve 4)
Baslangig Deney Sonu
(0. Hafta) (15. Hafta)

Sekil 3-1: 15 Haftalhik in vivo hayvan deneyleri siirecinin sematik gosterimi.
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3.3. Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii

3.3.1. Total Kolesterol ve Trigliserit Ol¢iimii
Sicanlardan elde edilen serum 6rneklerinde total kolesterol ve trigliserit 6l¢limii
Bezmialem Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Biriminde (BEDEHAL) otomatik

analizOr vasitasiyla enzimatik yontem kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.3.2. Achk Kan Glukoz Diizeyi Ol¢iimii
Sicanlarin 8 saatlik aglik kan glukoz diizeyleri hem deney siireci baglangicinda
hem de deney siirecinin sonunda sakrifikasyon &ncesi ol¢iilmiistiir. Olgiim iglemi

sicanlarin kuyruk ucundan glukometre vasitasiyla yapilmstir.

3.4. Vaskiiler Reaktivite Tayini

3.4.1. Dokularin Hazirlanisi

Siganlardan izole edilen 2si PVAD(+) ve 2si PVAD(-) toplam 4 adet torasik
aorta halkas1 L seklindeki paslanmaz ¢elik tel tutuculara gegirilmis ve 37°C’de, %95
02+%5 CO2 gaz karisimi ile havalandirilan ve igerisinde krebs ringer-bikarbonat
¢ozeltisi bulunan 10 mL’lik izole organ banyosuna takilmistir. L seklindeki tutucularin
biri organ banyosunun tabaninda bulunan platin tutucuya digeri ise mikrometrik
manipiilatore bagl bulunan izometrik transdiisere (Grass FT03) sabitlenmistir. Aorta
halkalar1, her 15 dakikada bir krebs ringer-bikarbonat ¢ozeltileri yenilenmek suretiyle, 1
saat boyunca 1 g’ lik 6ngerim ile dengelenmis ve ardindan 30 dakika arayla 2 kez KCl1
(40 mM) uygulamasi ile standardize edilmistir. KCI uygulamasi ile 1 gramin altinda

kasilan dokular deney dis1 birakilmistir.

3.4.2. Deney Protokolii

Standardizasyon isleminin ardindan reseptor-aracili kasilma yanitlarinin
degerlendirilebilmesi igin izole sigan aorta halkalarina nonselektif bir a-agonist olan
noradrenalin  (NA) kiimiilatif olarak artan konsantrasyonlarda (10%-10*M)
uygulanmistir. Dokular 15 dakikalik aralarla yikanmak suretiyle 1 saat boyunca
dinlenmeye  birakilmistir.  Ardindan  endotel-aracili  gevseme  yanitlarinin
degerlendirilebilmesi icin, NA’min submaksimal konsantrasyonu (10°M) ile
prekontrakte edilmis dokulara endotel-aracili gevsetici bir ajan olan asetilkolin (ACh)
kiimiilatif olarak (10%-10* M) uygulanmistir. Daha sonra dokular 15 dakikalik aralarla

yikanmak suretiyle 1 saat boyunca dinlenmeye birakilmistir. izole sican aorta
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halkalarinda reseptor-aracili olmayan kasilma yanitlarinin degerlendirilmesi i¢in KCI
kiimiilatif olarak artan konsantrasyonlarda (20, 40, 60, 80, 100 mM) dokulara
uygulanmistir. 15 dakikalik aralarla yikanarak 1 saat dinlenmeye birakilmis olan
dokular diiz kas-aracili gevseme yanitlarinin degerlendirilebilmesi i¢in NA’nin
submaksimal konsantrasyonu (3x107) ile prekontrakte edilmis ve ardindan diiz kas-
aracili gevsetici bir ajan olan sodyum nitroprusiyat (SNP) kimiilatif olarak artan
konsantrasyonlarda (10°-10“M) uygulanmustir. Deney sonunda aorta halkalar1 izole
organ banyosu sisteminden c¢ikarilmis ve PVAD’lar1 temizlenerek siizge¢ kagidi
tizerinde Kurutulmustur. Daha sonra PVAD ‘lar tartilmis ve agirliklart elde edildikleri

aorta halkalarinin uzunluguna gore normalize edilmistir.

3.5. PVAD’da Adipokin ve inflamatuvar Sitokin Diizeyi Ol¢iimii

Deney sonunda izole edilip -80°C’de saklanan PVAD o6rneklerinde adipokin
(adiponektin, leptin) ve inflamatuvar sitokin (TNF-o, IL-6) diizeyleri 6l¢iimi igin
ELISA yontemi kullanilmistir. Olgiimler igin PVAD 6rneklerinden protein izolasyonu

islemi gerceklestirilmis ve total protein miktar1 Bradford metodu ile dl¢tilmiistiir.

3.5.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu i¢in sivi azotta dondurularak -80°C’de saklanmis PVAD
ornekleri kullanilmistir. Bu amagla her bir sigandan izole edilen 25 mg PVAD dokusu
450 pL RIPA lizis tamponu (Santacruz, USA), 1/100 oraninda proteaz inhibitor kokteyli
ve 1.66 pL fenilmetansiilfonil floriir ile muamele edildikten sonra sonikator yardimi ile
homojenat haline getirilmistir. Daha sonra +4 “C’de 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Olusan 3 fazli yapinin orta fazi alinmistir (homojenize edilen materyal
adipoz doku oldugu icin en istte yag tabaka bulunmaktadir). Daha sonra 20 pL’lik
kisim total protein miktar tayini i¢in kullanilmis geriye kalan kisim eppendorf tiiplere

porsiyonlanmis ve sonraki analizler i¢in -80°C’de saklanmaistir.

3.5.2. Total Protein Miktar Tayini

Total protein miktar tayini Bradford yontemi kullanilarak yapilmistir. Protein
izolasyonu isleminden elde edilen homojenatlar (1/1 ve 1/50 diliisyonu) ile daha
onceden hazirlanan sigir serum albumin (BSA) standartlar1 (400, 200, 100, 50, 25, 12,5,
0 ug/mL) duplike olacak sekilde mikroplate kuyucuklarina uygulanmistir. Daha sonra
tizerlerine 200 pL Bradford boya ¢ozeltisi (1 kisim Bradford reaktifi+4 kisim distile su)
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ilave edilmistir. 20 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 595 nm’de absorbans
degerleri Ol¢lilmiistiir. Diliie edilmemis homojenat 6rneklerinin absorbans degerlerinin
BSA standartlarinin absorbans araliginin disinda olmasi nedeniyle standartlarin
aralifinda bulunan 1/50 homojenat diliisyonlar1 total protein hesaplamasinda esas
alinmistir. BSA standartlarinin absorbans degerleri ile Excel 2013 program1 (Microsoft,
ABD) vasitasiyla ¢izdirilen grafigin denklemi (3. derece polinomial) olusturulmus ve

buna gore orneklerin absorbans degerlerinden total protein miktarlari hesaplanmistir.

3.5.3. PVAD’da Adiponektin Diizeyi Ol¢iimii

PVAD’da adiponektin 6l¢iimii ELISA yontemi ile Rat Adiponectin ELISA Kit
(Cusabio, China) kullanilarak yapilmistir. Kit igerisinde yer alan standardlarin optik
dansite (OD) degerlerinin olusturdugu araliga denk gelecek diliisyon oranini tespit
etmek i¢in, her gruptan birer 6rnegin farkli diliisyonlari ile deneme yapilmistir. Yapilan
deneme neticesinde 1/200 diliisyon orani uygun bulunmus ve tiim 6rnekler, Kitte yer
alan ornek diliienti ile bu oranda seyreltilerek kit talimatlarina gore galisilmistir. Tiim
ornekler, standardlar ve blankler duplike olacak sekilde ¢alisilmis ve hesaplama i¢in iki
degerin ortalamasi kullanilmistir. Tiim inkiibasyon iglemleri 37°C’de orbital shaker
kullanilarak (60 rpm) gerceklestirilmistir. Buna gore kuyucuklara standart ve 6rnekler
100 pL hacminde uygulanmis ve 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu siirecin sonunda
kuyucuklardaki sivi uzaklastirilmis ve kuyucuklara 100 pL biotin-antikor uygulanmastir.
1 saatlik inkiibasyonun ardindan kuyucuklar otomatik yikayict (ELx50, Biotek, ABD)
ile 3 kez yikanmis ve yikanan kuyucuklara 100 pL. HRP-avidin uygulanmistir.
Tekrardan 1 saatlik inkiibasyon yapilmis, kuyucuklar 5 kez yikanmis ve 90 uL TMB
substrat uygulanmistir. Bu asamada kuyucuklart 1giktan korumak igin plate aliiminyum
folyo ile kaplanmis ve 15-30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda kuyucuklara
50 uL stop solution ilave edilmis ve mikroplate reader (ELx800, Biotek, ABD) ile OD
degerleri okunmustur. Standardlardan elde edilen OD degerlerinin blank OD degeri
cikarildiktan sonra CurveExpert 1.4 programi kullanilarak four parameter logistic (4-
PL) denklemi cikarilmis ve orneklerin OD degerlerine karsilik gelen adiponektin
miktarlart bu denkleme gore hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar diliisyon oraniyla

carpilmis ardindan total protein miktarlarina goére normalize edilmistir.



65

3.5.4. PVAD’da Leptin Diizeyi Olciimii

PVAD’da leptin olgiimii ELISA yontemi ile Rat Leptin ELISA Kit (Sunred,
China) kullanilarak yapilmistir. Kit igerisinde yer alan standardlarin OD degerlerinin
olusturdugu araliga denk gelecek diliisyon oranini tespit etmek igin, her gruptan birer
ornegin farkli diliisyonlar1 ile deneme yapilmistir. Yapilan deneme neticesinde 1/250
diliisyon orani uygun bulunmus ve tiim ornekler PBS ile bu oranda seyreltilerek kit
talimatlarina gore ¢alisilmistir. Tiim Ornekler, standardlar ve blankler duplike olacak
sekilde ¢alisilmis ve hesaplama igin iki degerin ortalamasi kullanilmigtir. Tim
inkiibasyon iglemleri 37°C’de orbital shaker kullanilarak (60 rpm) gergeklestirilmistir.
Buna gore standartlardan 50 pl ve Orneklerden 40 pL kuyucuklara uygulanmis ve
yalnizca Orneklerin tizerine 10 pL biotin-antikor ilave edilmistir. Daha sonra tiim
standart ve Ornek kuyucuklarina 50 pL streptavidin-HRP uygulanmistir. Blank
kuyucuklara bu asamada higbir uygulama yapilmamistir. 1 saat inkiibasyonun ardindan
kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile 5 kez yikanmis ve tiim kuyucuklara (blank dahil) 50 uL
Chromogen solution A ve yine 50 pL Chromogen solution B uygulanmistir. Bu
asamada kuyucuklar1 1giktan korumak i¢in plate aliiminyum folyo ile kaplanmig ve 10
dakika inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda yine tiim kuyucuklara 50 pL stop solution
ilave edilmis ve OD degerleri okunmustur. Blank OD degerinin O konsantrasyon
karsilik geldigi kabul edilmis ve CurveExpert 1.4 programi kullanilarak standartlarin
four parameter logistic (4-PL) denklemi ¢ikarilmis ardindan 6rneklerin OD degerlerine
karsilik gelen leptin miktarlar1 bu denkleme goére hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar
diliisyon oraniyla carpilmis ardindan total protein miktarlarina goére normalize

edilmistir.

3.5.5. PVAD’da TNF-a Diizeyi Ol¢iimii

PVAD’da TNF-a 6l¢iimii ELISA yontemi ile Rat TNF-o ELISA Kit (Sunred,
China) kullanilarak yapilmistir. Kit icerisinde yer alan standardlarin OD degerlerinin
olusturdugu araliga denk gelecek dillisyon oranini tespit etmek i¢in, her gruptan birer
ornegin farkli diliisyonlar1 ile deneme yapilmistir. Yapilan deneme neticesinde 1/100
diliisyon oran1i uygun bulunmus ve tiim 6rnekler bu oranda seyreltilerek kit talimatlarina
gore calisilmistir. Tim Ornekler, standardlar ve blankler duplike olacak sekilde
calisilmis ve hesaplama icin iki degerin ortalamasi kullanilmistir. Tiim inkiibasyon

islemleri 37°C’de orbital shaker kullanilarak (60 rpm) gerceklestirilmistir. Buna gore
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standartlardan 50 pL. ve Orneklerden 40 pL kuyucuklara uygulanmis ve yalnizca
orneklerin tizerine 10 pL biotin-antikor ilave edilmistir. Daha sonra tiim standart ve
ornek kuyucuklarina 50 pL streptavidin-HRP uygulanmistir. Blank kuyucuklara bu
asamada hicbir uygulama yapilmamistir. 1 saat inkiibasyonun ardindan kuyucuklar
yikama ¢ozeltisi ile 5 kez yikanmis ve tiim kuyucuklara (blank dahil) 50 uLL. Chromogen
solution A ve yine 50 pL Chromogen solution B uygulanmistir. Bu asamada
kuyucuklart 1siktan korumak igin plate aliiminyum folyo ile kaplanmis ve 10 dakika
inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda yine tim kuyucuklara 50 pL stop solution ilave
edilmis ve OD degerleri okunmustur. Blank OD degerinin 0 konsantrasyon karsilik
geldigi kabul edilmis ve CurveExpert 1.4 programi kullanilarak standartlarin four
parameter logistic (4-PL) denklemi ¢ikarilmis ardindan orneklerin OD degerlerine
karsilik gelen TNF-o miktarlari bu denkleme gore hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar

orneklerin total protein miktarlarina gore normalize edilmistir.

3.5.6. PVAD’da IL-6 Diizeyi Olciimii

PVAD’da IL-6 6lgiimii ELISA yontemi ile Rat IL-6 ELISA Kit (Sunred, China)
kullanilarak yapilmistir. Kit igerisinde yer alan standardlarin optik dansite degerlerinin
olusturdugu araliga denk gelecek diliisyon oranini tespit etmek i¢in, her gruptan birer
ornegin farkli diliisyonlar1 ile deneme yapilmistir. Yapilan deneme neticesinde 1/100
diliisyon orani uygun bulunmus ve tiim 6rnekler bu oranda seyreltilerek kit talimatlarina
gore calisilmistir. Tim Ornekler, standardlar ve blankler duplike olacak sekilde
calisilmis ve hesaplama i¢in iki degerin ortalamasi kullanilmistir. Tiim inkiibasyon
islemleri 37°C’de orbital shaker kullanilarak (60 rpm) gergeklestirilmistir. Buna gore
standartlardan 50 pL ve Orneklerden 40 pL kuyucuklara uygulanmis ve yalnizca
orneklerin iizerine 10 pL biotin-antikor ilave edilmistir. Daha sonra tiim standart ve
ornek kuyucuklarina 50 pL streptavidin-HRP uygulanmistir. Blank kuyucuklara bu
asamada hicbir uygulama yapilmamistir. 1 saat inkiibasyonun ardindan kuyucuklar
yikama ¢ozeltisi ile 5 kez yikanmis ve tiim kuyucuklara (blank dahil) 50 L Chromogen
solution A ve yine 50 pL Chromogen solution B uygulanmistir. Bu asamada
kuyucuklart 1siktan korumak i¢in plate aliiminyum folyo ile kaplanmis ve 10 dakika
inkiibe edilmistir. Bu silirenin sonunda yine tiim kuyucuklara 50 pL stop solution ilave
edilmis ve OD degerleri okunmustur. Blank OD degerinin 0 konsantrasyon karsilik

geldigi kabul edilmis ve CurveExpert 1.4 programi kullanilarak standartlarin four
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parameter logistic (4-PL) denklemi ¢ikarilmis ardindan orneklerin OD degerlerine
karsilik gelen IL-6 miktarlar1 bu denkleme gore hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar

orneklerin total protein miktarlarina goére normalize edilmistir.

3.6. PVAD’da Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Caligmamizda, uygulanan diyabet modelinin ve pioglitazon uygulamasinin
PVAD orneklerinde pioglitazonun hedef molekiili PPAR-y, otofaji ile iliskili Beclin,
LC3-II, p62 genleri ile endoplazmik retikulum (ER) stresi ile iliskili ATF4, CHOP,
GRP78 genlerinin ekspresyon diizeyleri iizerine olan etkileri incelenmistir. PVAD’da
gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in -80 °C’de saklanmis olan PVAD doku
ornekleri kullamilmistir. Bu amagla Oncelikli olarak PVAD oOrneklerinden RNA
izolasyonu gerceklestirilmis, ardinda cDNA sentezlenmis ve ilgili genlerin ekspresyon

diizeyleri 6l¢iilmistiir.

3.6.1. PVAD’dan RNA izolasyonu

PVAD’da RNA izolasyonu gergeklestirmek amaciyla her 6rnek igin (10 mg)
PVAD kit vasitasiyla (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Germany) calisilmistir.
Buna gore 10 mg PVAD orneklerine 400 plL Lysis Buffer eklenmis ve el
homojenizatori ile homojenize edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant kismi
alinmis tizerine absolii etanol eklenerek filtreli tiipe aktarilmis ve tekrar 15 sn. 8000g’de
santrifiij edilmistir. Ardindan daha 6nceden hazirlanmis olan DNAase ¢ozeltisi (90 puL
DNAase incubation buffer+ 10 uL DNAase enzimi) ilave edilerek oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodunun ardindan 500 uL yikama tamponu |
eklenerek 15 sn. 8000g’de santrifiij yapilmistir. Daha sonra 500 pL yikama tamponu 11
eklenmis ve yine 15 sn. 8000g’ de santrifiij yapilmistir. Ardindan 200 pL yikama
tamponu II eklenmis ve 2 dk. 13.000g’de santrifiij islemi yapilmistir. Son asamada 100
pL eliisyon tamponu eklenmis 8000g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Mikrosantrifiij

tiipte kalan RNA 6rneklerinin miktarlari spektrofotometrik yontemle dl¢iilmiistiir.

3.6.2. PVAD’dan Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen RNA’lardan ¢cDNA kit vasitasiyla (High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Thermofischer, USA) sentezlenmistir. 10 pL total RNA’dan cDNA
sentezi i¢in asagidaki karisim hazirlanmistir (Tablo 3-4). Her bir 6rnek igin hazirlanmig

olan 10 pL’lik karistm 10 pL total RNA iizerine eklendikten sonra 6rnekler 25°C’de 10
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dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5dk ve 4°C’de 5dk olacak sekilde programlanan thermal
cycler PCR (Axygen, ABD) cihazina yerlestirilmistir. Reaksiyon siiresinin sonunda elde
edilen cDNA 6rnekleri gen ekspresyonlarini belirleme asamasi i¢in yapilacak RT-PCR

islemine kadar -20°C’de saklanmustir.

Tablo 3-4: Hazirlanan ¢cDNA reaksiyon karisimi (n=1 i¢cin gosterilmistir).

icerik Miktar
10X RT Tampon 2 uL
25X dNTP 0,8 uL
10X RT Random Primer 2 ulL
MultiScribe™ Ters Transkriptaz 1 uL
RNAaz Inhibitér 1 uL
ddH,0O 3,2 ul
RNA 10 pl

Toplam Hacim 20 ul
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3.6.3. PVAD’da PPAR-y, LC3-1l, p62, Beclin, GRP78, ATF4, CHOP Ekspresyon
Diizeylerinin Belirlenmesi

Kantitatif PCR analizi SYBR Green I Master kiti (Roche, Germany) kullanilarak
ve LightCycler 480 (Roche, Germany) cihaz1 ile RT-PCR reaksiyonu ile
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in kullanilan primerlerin baz dizileri ve baglanma

sicakliklar1 Tablo 3-5’te verilmistir.

Tablo 3-5: Ekspresyon diizeyleri bakilan genlerin primerlerinin baz dizileri ve baglanma

sicakliklar:

Gen Baz Dizisi Baglanma Sicakhigi
PPAR fleri: TGC TGC AGG CCC TGG AAC TC 63,5°C
! Geri: AGC ACC TTG GCG AAC AGC TGG 63,7°C
L] fleri: GTT AAG CCC CTA CCA AGG CA 59,4°C
Geri: AGG GAC TGT TTC CAG GGA CT 59,4°C
P62 fleri: CTA GGC ATC GAG GTT GAC ATT 57,9°C
Geri: CTT GGC TGA GTACCACTCTTATC 60,6°C
Becli fleri: CTC TCG TCA AGG CGT CAC TTC 61,8°C

eclin
Geri: CAT TCT TTAGGC CCC GAC G 58,8°C
GRPT8 fleri: CCA ATG ACC AAA ACC GCC TG 59,4°C
Geri: TGG CTT TCC AGC CAT TCG AT 57,3°C
ATF4 fleri: CCC CAG GGT TTC TGT CTT CC 61,4°C
Geri: TGG CGA GAG AAT CTG CCT TC 59,4°C
CHOP fleri: CTG TTG GCA TCA CCT CCT GT 59,4°C
Geri: AGT GTACAAGCC CCTCTCCT 59,4°C
] fleri: CGT GCG TGA CAT TAA AGA G 54,5°C
B-Aktin

Geri: TTG CCG ATAGTG ATGACCT 54,5°C
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Ekspresyon diizeyi bakilacak genlere 6zgiil liyofilize halde gelen primerler son
konsantrasyonlar1 100uM olacak sekilde PCR safligindaki su ile ¢oziilerek ana stoklari
hazirlanmistir.  Hazirlanan  stoktan  1/10  diliisyon yapilarak 10uM  final
konsantrasyonlardaki ara stoklar olusturulmustur. Her bir 6rnek i¢in 6 ul distile su, 1 ul
ileri primer, 1 pl geri primer, 10 pul SensiFAST SYBR Mix (Bioline, ABD) eklenerek
mikrosantrifiij tliptine konulmustur. Hazirlanan PCR karisimi vortekslenerek her bir
ornek icin lightcycler kapiller tiiplere 18 ul olacak sekilde aktarilmis ve 2 ul cDNA
ornekleri eklenmistir. Uygulanmis olan RT-PCR reaksiyonunun genel protokolii Tablo

3-6’te verilmistir.

Tablo 3-6: RT-PCR protokolii

Program adi Siklus Sicaklik °C  Siire
Polimeraz aktivasyonu 1 95 2 dk.
Denatiirasyon 40 95 5sn.
Primerlerin hedef DNA’ ya

40 54-64 10 sn.
baglanmasi
Uzama 40 72 5-20 sn.
Uzama 1 72 1 dk.

Genlerin mRNA seviyesindeki degisimler B-aktin mRNA’smin kontrol olarak
kullanilmas ile hesaplanmistir. SYBR Green hidrolizine bagh floresan artisi goriilen
inceleme Orneklerinden elde edilen grafiklerdeki esik dongiisii (CT) verileri
degerlendirilmistir. mRNA ekspresyon degerlerinin belirlenmesi i¢in yapilan gergek
zamanli PCR (RT-PCR) deneylerinde kullanilan 6rneklerin her biri duplike olarak
calisiimis ve elde edilen CT degerlerinin ortalamasi alinmistir. Genlerin artis, azalis
oranlar1 2-AACt (hedef gen-referans gen) yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Yontem

formiilii su sekildedir:
ACT= CT(hedef) — CT(referans)

AACT= 2~"ACT = Uriin miktar1 orani
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3.7. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme i¢in 15 haftalik deney siireci sonunda sakrifiye
edilen siganlardan izole edilen kalp, karaciger ve 2 mm’lik PVAD’l1 torasik aorta
halkalar1 kullanilmistir. Dokular %10’luk formalin soliisyonu ile fikse edildikten sonra
parafinize edilmis ve Sum’lik 3 enine kesit alinmistir. Ardindan kesitler ksilen ile
deparafinize edilmis ve hematoksilen-eozin boyama yoOntemi histopatolojik agidan
degerlendirilmistir (Araujo vd., 2015). Degerlendirme calismada yer alan patolog
aragtirmaci tarafindan her bir 6rnegin hangi gruba ait oldugu bilinmeksiniz korleme
olarak yapilmistir. Incelenen organ ve dokularda gesitli hasar parametreleri
degerlendirilmis ve skorlama yapilmustir. Tlgili hasar parametreleri ve skorlama Tablo 3-

7 ve Tablo 3-8’da verilmistir.

Tablo 3-7: incelenen organ ve dokularda histopatolojik degerlendirme parametreleri

Kalp Karaciger PVAD Aorta

Miyokard kas liflerinde

bozulma ve kollaps, Adipositlerde Damar duvarinda
] Steatoz
myokardiyal genisleme kalinlagsma
dejenerasyon

Tablo 3-8: incelenen organ ve dokularda histopatolojik degerlendirme skorlar

0 1 2 3
Yok Hafif Orta Yogun

3.8. Istatistiksel Analiz
Calismada yer alan “n” sayis1 deneyde ilgili analiz i¢in kullanilan her bir sican

sayisini ifade etmektedir. Tiim sonuglar “ortalama =+ st. hata (SEM)” olarak verilmistir.

Sican agirliklar1 gram (g) cinsinden ifade edilmis ve degerlendirilme igin
tekrarlayan oOlgiimlerde iki-yonlii varyans analizi (ANOVA) ve bonferroni post-test

kullanilmustir.
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Biyokimyasal parametrelerin (aglik glukoz, total kolesterol ve trigliserit)

degerlendirilmesi igin tek-yonliit ANOVA ve tukey post-test kullanilmistir.

OGTT’de zamana bagli olarak kan glukoz diizeylerinin degerlendirilmesi ve
gruplar arasi karsilastirilmasi igin tekrarlayan Olgiimlerde iki-yonlii ANOVA ve
bonferroni post-test kullanilmigtir. OGTT ile elde edilen kan glukoz-zaman egrilerinden
trapez yontemi ile egri altinda kalan alan (AUC) degerleri hesaplanmis, degerlendirme
igin tek-yonlit ANOVA ve tukey post-test kullanilmistir.

Vaskiiler reaktivitenin degerlendirilmesinde NA’nin kastirict etkisi “KCl’ye
gore % kasilma” iizerinden degerlendirilmistir. “% kasilma” degerlerinin
hesaplanmasinda, 40 mM KCI’nin o dokuda olusturdugu kasilma cevab1 “%100” olarak
kabul edilmis ve kasilma cevaplarinin yiizdesi bu degere gore hesaplanmistir. ACh’in
gevsetici etkisinin degerlendirilmesi i¢in NA prekontraksiyonu “%100” olarak kabul
edilmig, gevseme cevaplarinin yiizdesi bu degere gore hesaplanmistir. Vaskiiler
reaktivitenin degerlendirilmesinde kiimiilatif olarak uygulanan KCI’nin kastirict etkisi
“gram kasilma” olarak verilmistir. SNP’nin gevsetici etkisinin degerlendirilmesi igin
NA prekontraksiyonu “%100” olarak alinmis ve gevseme cevaplarinin ylizdesi bu
degere gore hesaplanmistir. Degerlendirme icin tekrarlayan Ol¢limlerde iki-yonlii

varyans analizi (ANOVA) ve bonferroni post-test kullanilmistir.

Kastirict ve gevsetici maddelerin maksimum (Emaks) degerlerinin hesaplanmasi
icin her bir konsantrasyon-yanit egrisinde non-lineer regresyon analizi yapilmig ve
maksimum gevsetici ve kastirict yanitlarin ortalamalar1 alinmistir. Kastiric1 ve gevsetici
maddelerin pD2 (maksimum kasilma ve gevseme yanitinin %50’sini olusturmak i¢in
gereken agonist konsantrasyonunun negatif logaritmasi, -logECso) degerlerinin

hesaplanmasi i¢in her bir konsantrasyon yanit egrisi i¢in non-lineer regresyon analizi

yapilmis ve elde edilen sonuglarin ortalamasi alinmistir.

PVAD agirliklarinin degerlendirilmesi igin tek-yonli ANOVA ve tukey post-
test kullanilmastir.

PVAD’dan total protein miktar tayini i¢gin BSA standart egrisi Microsoft Excel
programi ile ¢izilmis ve egrinin 3. dereceden polinomial denklemi ayni program

vasitastyla hesaplanmistir.
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PVAD’da adiponektin ve leptin diizeylerinin degerlendirilmesi igin tek-yonlii
ANOVA ve tukey post-test kullanilmistir.

PVAD’da TNF-a ve IL-6 diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in tek-yonlii ANOVA

ve tukey post-test kullanilmastir.

PVAD’da gen ekspresyon diizeylerinin degerlendirilmesi igin tek-yonlii

ANOVA tukey post-test kullanilmistir.

Histopatolojik degerlendirmede hasar skorlarinin degerlendirilmesi icin tek-

yonlii ANOVA tukey post-test kullanilmustir.

Tim istatistiksel analizler Graphpad Prism (version 5.00) kullanilarak

yapilmistir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlarin Agirhklarmin Olgiilmesi

Sakrifikasyon isleminin ger¢eklestirildigi son giin siganlar tartilmis ve baglangic
agirliklar ile kiyaslanmistir (Tablo 4-1). Deney siirecinin baslangicinda tiim gruplarda
sigan agirliklart yaklasik olarak ayni diizeydedir (~250 g). T2DM+MC grubunda STZ
uygulamasina baglh olarak istatistiksel olarak anlamli diizeyde kilo kayb1 gozlenmis,
ayrica pioglitazon uygulanan diyabetik siganlarda kontrol diyabetik siganlara gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde agirlik artisi oldugu tespit edilmistir. Kontrol
gruplarinda ise pioglitazon uygulamasi herhangi bir agirlik artisina yol agmamistir

(Sekil 4-1).
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Tablo 4-1: Deney siirecinin baslangicinda (0. Hafta) ve sonunda (15. Hafta) sican agirhiklar:

Agirhik (g) Kontrol+MC Kontrol+Pio T2DM+MC T2DM+Pio
Baslangic

245,925+7,28 241,53+8,03 255,17+8,02 260,45+8,74
(0. Hafta)
Deney
Sonu 403,33+9,81 408,86+6,41 359,54+13,02""  404,48+12,97%
(15.Hafta)

"p<0.01 T2DM+MC 15. Hafta vs Kontrol+MC 15. Hafta, #p<0.01 T2DM+Pio 15. Hafta vs T2DM+MC 15. Hafta,
tekrarlayan olgiimlerde ¢ift-yonlii varyans analizi, bonferroni post-test (n=12-15, ortalama+SEM).
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Sekil 4-1: Deney siirecinin baslangicinda (0. Hafta) ve sonunda (15. Hafta) sican agirhiklar

*p<0.01 T2DM+MC 15. Hafta vs Kontrol+MC 15. Hafta, #p<0.01 T2DM+Pio 15. Hafta vs T2DM+MC 15. Hafta,
tekrarlayan olgiimlerde ¢ift-yonlii varyans analizi, bonferroni post-test (n=12-135, ortalama+SEM).
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4.2. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

4.2.1. Achik Kan Glukozu Diizeyinin Degerlendirilmesi

15. hafta sonunda sakrifikasyon isleminden Once glukometre vasitasiyla
siganlarin kuyruk ucundan 8 saatlik aglik kan glukoz diizeyleri dlglilmiistiir. 15. hafta
sonunda Olgiilen degerler ile uygulanan diyabet modelinin kontrol grubuna goére kan
glukoz diizeyleri artmaktadir. Pioglitazon uygulamasi ile diyabet grubunda kan glukoz

diizeyleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (Tablo 4-2, Sekil 4-2).

Tablo 4-2: Deney siirecinin baslangicinda (0. Hafta) ve sonunda (15.hafta) sicanlarda 8
saatlik achik sonrasi ol¢iilen glukoz degerleri

Glukoz (mg/dL) Kontrol+MC  Kontrol+Pio T2DM+MC T2DM+Pio
Baslangic

80,38+2,25 81,5+1,21 82,88+1,63 82,5+1,11
(0. Hafta)
Deney Sonu e

75,25+1,93 71,25+1,94 205,8+18,00 96,003,447
(15. Hafta)

**p<0.001, T2DM+MC 15. Hafta vs. Kontrol+MC 15. Hafta, ##p<0.001, T2DM+Pio 15. Hafta vs. T2DM+MC 15.
Hafta, tek-yonlii varyans analizi, tukey post-test (n=5-8, ortalama+SEM)
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Sekil 4-2: Deney siireci sonunda (15.haftada) élgiilen 8 saatlik achk kan glukoz diizeyleri.

***p<0.001 T2DM+MC vs. Kontrol+MC, ##p<0.001 T2DM+Pio vs. T2DM+MC tek-yonlii varyans analizi, tukey
post-test (n=5-8, ortalama+SEM).



77

422. OGTT
Deney siirecinin sonunda siganlara OGTT uygulanmistir. HFD/STZ modelinin

kan glukoz diizeyini artirdigi, pioglitazon uygulamasinin diyabetik hayvanlarda glukoz
diizeyini azalttigi bulunmustur (Sekil 4-3). Paralel olarak egri altinda kalan alanin
(AUC) diyabetik kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gosterdigi,
pioglitazon uygulamasinin ise diyabetik siganlarda AUC’yi anlamli olarak azalttigi
belirlenmistir (Sekil 4-4).

*kx Fkk
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Sekil 4-3: Deney siireci sonunda (15.hafta) sicanlarda OGTT uygulamasi ile elde edilen
kan glukoz diizeylerinin zamana bagh degisimi.

"p<0.01, *"p<0.001 T2DM+MC vs Kontrol+MC, #p<0.05, #p<0.01, #p<0.001 T2DM+Pio vs T2DM+MC, tek-
yonlii varyans analizi, tukey post test (n=4-5, ortalama+SEM).
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Sekil 4-4: Deney siireci sonunda sicanlara uygulanan OGTT ile elde edilen AUC degerleri.

**p<0.001, T2DM+MC vs Kontrol+MC, #p<0.01 T2DM+Pio vs T2DM+MC, tek-yénlii varyans analizi, tukey post-
test (n= 4-5, ortalama+SEM)
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4.2.3. Total Kolesterol ve Trigliserit Diizeylerinin Degerlendirilmesi

15. hafta sonunda, 8 saatlik aclik sonrasi si¢anlarin kalbinden elde edilen
serumdan total kolesterol ve trigliserit 6lgtimleri otomatik analizor ile enzimatik yontem
kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen sayisal degerler Tablo 4-3’te gosterilmistir.
Diyabet grubunda total kolesterol ve trigliserit diizeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak yiikselmistir. Diyabet grubunda 20mg/kg pioglitazon uygulamasi
trigliserit diizeylerinde anlamli bir azalmaya neden olurken, total kolesterol
diizeylerinde azalma anlamli bulunmamistir (Sekil 4-5).

Tablo 4-3: Deney siireci sonunda (15. Hafta) sicanlarda ol¢iilen serum total kolesterol ve
trigliserit diizeyleri

Parametre Kontrol+MC Kontrol+Pio T2DM+MC T2DM+Pio
Total Kolesterol m

35,83+3,64 28,30+3,43 69,30+5,33 60,00+3,37
(mg/dL)
Trigliserit -

43,75+9,36 26,90+2,40 142,66+10,72 03,184+11,17#
(mg/dL)

"p<0.001, T2DM+MC vs. Kontrol+MC, #p<0.01, T2DM+Pio vs. T2DM+MC tek-yonlii varyans analizi, tukey
post-test (n=10-14, ortalama+SEM)
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Sekil 4-5: Deney siireci sonunda (15. Hafta) alinan kandan élciilen total kolesterol ve
trigliserit diizeyleri.

"*p<0.001 T2DM+MC vs. Kontrol+MC, #p<0.01 T2DM+Pio vs. T2DM+MC tek-yonlii varyans analizi, tukey post-
test (n=10-14, ortalama+SEM)
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4.3. Vaskiiler Reaktivite Tayini

4.3.1. Reseptor-Aracili Kasilma Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Deney gruplarindan izole edilen ikisi PVAD’I1 ikisi PVAD’siz si¢an torasik
aorta halkalarinda reseptor-aracili kasilma yanitlarinin degerlendirilmesi i¢in organ
banyosu sisteminde NA (108-10* M) kiimiilatif olarak uygulanmis ve konsantrasyon-
yanit egrileri elde edilmistir. Kontrol+MC grubunda PVAD’mm NA kasilmasini
baskiladigi yani antikontraktil etkisi oldugu tespit gozlenmistir (Emaks
PVAD(+)/Emaks PVAD(-) =~%67; Sekil 4-6A). T2DM+MC grubunda gevsetici
etkinin kismen azalmig oldugu (Emaks PVAD(+)/Emaks PVAD(-) =~%80; Sekil 4-6C)
ve pioglitazon uygulamasi ile bu etkinin kismen geriye dondiigii gézlenmis (Emaks
PVAD(+)/Emaks PVAD(-) =~%74; sekil 4-6D) ancak bu farklilik istatistiksel olarak
anlamlt bulunmamistir (Sekil 4-7). Buna ilaveten Kontrol+Pio grubunda PVAD’in
gevsetici  bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica gruplar arasinda pD2

degerlerinin de istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli olmadig tespit edilmistir.
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Sekil 4-6: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda NA (108-10
4 M) konsantrasyon-yamt egrileri.

*p<0.05, “p<0.01, ""p<0.001 tekrarlayan dlgiimlerde ¢ift-yonlii varyans analizi (n=6-8, ortalama+SEM).
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NA Emaks ve pD2 degerleri tiim gruplar i¢in Sekil 4-7 ve Tablo 4-4’te

verilmigtir.

1404
120+
1004

B3 PVAD()
E3 PVAD(+)

NA Kasilma (%KCI)
3

Sekil 4-7: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda NA Emaks
degerleri.

*p<0.01, ""p<0.001 tekrarlayan dlgiimlerde ¢ift-ydnlii varyans analizi (n=6-8, ortalama+SEM).

Tablo 4-4: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda NA Emaks
ve pD2 degerleri.

Emaks (%) pD2 N

PVAD () PVAD(+)  PVAD (-) PVAD (+)

Kontrol+MC 121,57+7,84 82,8349,88™" 6.57+0,17 6.61+0,08 8
Kontrol+Pio 109,48+7,34 86,07+5,73"™  6.79+0,12 6.60+0,09 8
T2DM+MC 128,23+9,63 101,96+7,99™" 6.54+0,08 6.44+0,07 8
T2DM+Pio  112,68+6,20 83,72+7,02™  6.49+0,14 6.31+0,19 6

pD2 : Maksimum kasilma yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun negatif logaritma degeri (-logEC50)
Emaks : Maksimum kasilma yanitinin %KCl 40mM cinsinden degeri
N: izole aorta say1st

*p<0.01, "p<0.001 tekrarlayan dlgiimlerde ¢ift-ydnlii varyans analizi (n=6-8, ortalama+SEM).
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4.3.2. Reseptor-Aracili Olmayan Kasilma Yamtlarinin Degerlendirilmesi

Deney gruplarindan izole edilen ikisi PVAD’1 ikisi PVAD’siz sigan torasik
aorta halkalarinda reseptor-aracili olmayan kasilma yanitlarinin degerlendirilmesi igin
organ banyosu sisteminde KCL (20-100 mM) kiimiilatif olarak uygulanmis ve
konsantrasyon-yanit egrileri elde edilmistir. Reseptor-aracili olmayan kasilma
yanitlarinda PVAD’1n, uygulanan diyabet modelinin ya da pioglitazon uygulamasinin

herhangi bir etkisi tespit edilmemistir (Sekil 4-8, Tablo 4-5).
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Sekil 4-8: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda KCI (20-100
mM) konsantrasyon-yanit egrileri.

p>0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi, (n=8-10, ortalama+SEM)
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KCl duyarliliginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.

KCl’ye ait Emaks ve pD2 degerleri tiim gruplar i¢in Sekil 4.9 ve Tablo 4.5te

verilmistir.

Kasilma (gram)
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e

e
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B3 PVAD()
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Sekil 4-9: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda KCI Emaks

degerleri.

p>0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi, (n= 8-10, ortalama+SEM)

Tablo 4-5: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda KCl

Emaks ve pD2 degerleri.

pD2 (Mm)

PVAD (-) PVAD (+)

Emaks (g)
PVAD (-) PVAD (+)
Kontrol+MC 2,10£0,12  2,12+0,13
Kontrol+Pio 2,07+0,07 2,03+0,16
T2DM+MC  2,19+0,07 2,18+0,06
T2DM+Pio  2,30+0,14 2,15+0,13

39,66+0,07 39,72+0,08
39,48+0,07 39,43+0,05
38,78+0,74 39,78+0,75

39,46+0,09 39,56+0,04

10

pD2 : Maksimum kasilma yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun negatif logaritma degeri (-logEC50)

Emaks : Maksimum kasilma yanitinin gram cinsinden degeri

N: izole aorta say1st

p>0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi,
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4.3.3. Endotel-Aracili Gevseme Yamitlarinin Degerlendirilmesi

Deney gruplarindan izole edilen ikisi PVAD’l1 ikisi PVAD’si1z sican torasik

aorta halkalarinda endotel-aracili

gevseme

yanitlarinin  degerlendirilmesi icin

submaksimal NA (10® M) ile prekontrakte edilen dokulara kiimiilatif (108-10* M)

olarak ACh uygulanmis ve elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri degerlendirilmistir.

Endotel-aracili gevseme yanitlarinda PVAD’in, uygulanan diyabet modelinin ya da

pioglitazon uygulamasinin deney gruplari tizerine herhangi bir etkisi tespit edilmemistir.

(Sekil 4-10, Tablo 4-6)
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Sekil 4-10: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda ACh (10°-

10* M) konsantrasyon-yanit egrileri.

p>0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi, (n=8-9, ortalama+SEM).
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ACh duyarliliginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tepit edilmemistir. ACh
Emaks ve pD2 degerleri tiim gruplar i¢in Sekil 4-11 ve Tablo 4-6’da verilmistir.

ACh

Ea PVAD(-)
E3 PVAD(+)

Gevseme (%)

Sekil 4-11: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda ACh
Emaks degerleri.

p>0.05 istatistiksel anlamhilik diizeyi, (n=8-9, ortalama+SEM).

Tablo 4-6: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda
ACh Emaks ve pD2 degerleri.

N Prekontrak

Emaks (%) pD2 .
siyon (g)
PVAD () PVAD (+) PVAD () PVAD (+)
Kontrol+MC 64,38+2,65 71,25+5,28 6,90+0,18 6,81+0,20 8 0,80+0,14
Kontrol+Pio 63,58+4,30 63,45+5,80 7,11+0,02 7,10+0,06 8 0,93+0,09
T2DM+MC 71,70+£3,08 69,29+3,36 6,88+0,18 6,91+0,19 9 0,97+0,1
T2DM+Pio  70,88+3,34 72,68+4,27 7,01+0,16 6,94+0,22 8 0,82+0,12

pD2: Maksimum gevseme yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun negatif logaritma degeri (-logEC50)
Emaks: Maksimum gevseme yanitinin %NA prekontraksiyonu cinsinden degeri
N: izole aorta say1st

p>0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi
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4.3.4. Diiz Kas-Aracih Gevseme Yamtlarinin Degerlendirilmesi

Deney gruplarindan izole edilen ikisi PVAD’l1 ikisi PVAD’si1z sican torasik
aorta halkalarinda diiz kas-aracili gevseme yanitlarinin degerlendirilmesi ig¢in
submaksimal NA (3x10° M) ile prekontrakte edilen dokulara kiimiilatif (10°-10* M)
olarak SNP uygulanmis ve elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri degerlendirilmistir.
Pioglitazon uygulanan gruplarda ve diyabetik kontrol grubunda PVAD’l1 halkalarin
SNP yanitlarinda duyarliligin azaldig1 gézlenmis ve bu degisiklik istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (Sekil 4-12 B, C ve D).

A) Kontrol+MC B) Kontrol+Pio
01 01 ok
20- . 201
£ 4] E 40 Y
2 £
g 60- Q 601 Fhk
o [
o 80 3 804
© © 100
1001 o~ PVAD (1) - PVAD (-)
120- g pyAD (+) 120~ = PVAD (+)
s 8 7 6 5 4 s 8 7 6 5 4
SNP (- log M) SNP (- log M)
C) T2DM+MC D) T2DM+Pio
01 0-
*%
20+ e 201
J (J
S S 401 -
Q Kk o
E 601 £ 601
o *% o
2 80- 2 804
© © 100
100 i :
e PVAD () -»- PVAD (-)
120~ .- PVAD (+) 120~ = PVAD (+)
9 8 7 6 5 4 9 8 7 6 5 4
SNP (- log M) SNP (- log M)

Sekil 4-12: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda SNP (10°°-
10* M) konsantrasyon-yanit egrileri

"p<0.01, "p<0.001 tekrarlayan dlgiimlerde ¢ift-yonlii varyans analizi (n=6-9, ortalama+SEM).
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Kontrol+Pio, T2DM+MC ve T2DM+Pio gruplarinda PVAD varliginin SNP’ye

olan duyarlilig: artirdig: tespit edilmistir. SNP Emaks ve pD2 degerleri tim gruplar igin

Sekil 4-13 ve Tablo 4-7°de verilmistir.
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Sekil 4-13: izole edilen PVAD (-) ve PVAD (+) sican torasik aorta halkalarinda SNP

Emaks degerleri.

p>0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi, (n=6-9, ortalama+SEM)

Tablo 4-7: izole edilen torasik aortalara ait SNP Emaks ve pD2 degerleri

Prekontrak
Emaks (%) pD2 ]
siyon ()
PVAD (-) PVAD (+) PVAD(-) PVAD (+)

Kontrol+MC 96,86+0,31 105,94+6,13  7,54+0,11 7,16+0,28 0,82+0,23
Kontrol+Pio 98,41+0,78 104,46+2,18 7,36+0,16 6,75i0,12** 1,06+0,15
T2DM+MC 99,50+0,66 99,39+2,55 7,83+0,07  7,33+0,08™ 0,92+0,11
T2DM+Pio  100,86+1,74 104,59+2,12 7.79+0,16  7,22+0,20™ 0,85+0,18

pD2: Maksimum gevseme yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun negatif logaritma degeri (-logEC50)

Emaks: Maksimum gevseme yanitinin %NA prekontraksiyonu cinsinden degeri

N: izole aorta say1si

*p<0.01, tekrarlayan dlgiimlerde gift-ydnlii varyans analizi (n=6-9, ortalamaSEM).
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4.4. PVAD Agirhklariin Olgiilmesi
Izole organ banyosu deneyleri sonunda sigan torasik aorta halkalar: sistemden

cikarilmis, PVAD’lar1 temizlenmis, ardindan damar halkalarinin boylar1 6l¢iilmiis ve
temizlenen PVAD’lar tartilarak agirliklart damar halkalarinin boylarina gére normalize
edilmistir. Gerek kontrol gerekse diyabet gruplarinda pioglitazon uygulamasinin
siganlarin PVAD agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugu bu
artisin diyabet grubunda daha belirgin oldugu goézlenmistir. PVAD agirliklar1 damar

boylarina gore normalize edilmis olarak Sekil 4-14’te ve Tablo 4-8’de verilmistir.

300- it
*%k |—|
€ —
O
?
£ 200- -
x
5e))
< 100-
g —
>
o
0 :
: @] Xe)
N N N
¢°\x \«°\x o@x o&
s ¢ T4

Sekil 4-14: PVAD agirhiklarinmin gruplar arasi karsilastirmasi. (PVAD agirliklar aorta
halkasinin uzunluguna gore normalize edilmistir.)

"*p<0.001 Kontrol+Pio vs. Kontrol+MC, #p<0.001 T2DM+Pio vs. T2DM+MC, tek-yonlii varyans analizi, tukey
post-test (n=6-9, ortalama+SEM)

Tablo 4-8: PVAD agirhiklarinin gruplar arasi karsilastirmasi.

PVAD Agirh@ (mg/cm) N
Kontrol+MC 84,78+10,67 8
Kontrol+Pio 175,45419,27™ 6
T2DM+MC 79,64+5,68 9
T2DM+Pio 235,47+18,69%# 8

"*p<0.001 Kontrol+Pio vs. Kontrol+MC, #p<0.001 T2DM+Pio vs. T2DM+MC, tek-yonlii varyans analizi, tukey
post-test (n=6-9, ortalama+SEM)



89

4.5. PVAD’da Adipokin ve Inflamatuvar Sitokin Diizeyi Ol¢iimii

4.5.1. Protein izolasyonu ve Miktar Tayini
PVAD o6rneklerinde protein izolasyonu gergeklestirilmis ve miktar tayini
Bradford yontemi ile gergeklestirilmistir. Bradford yontemi ile elde edilmis olan

standart egri ve egrinin denklemi Sekil 4-15’te gdsterilmistir.

y = -2E-08x% + 6F-06x2 +0,0027x+0,0359

R? = 0,9954
0,9

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
03

Absorbans (595 nm)

0,2

0,1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

ug/mL

Sekil 4-15: BSA standart egrisi ve 3. dereceden polinomial denklemi.
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4.5.2. Adiponektin Miktar Tayini

ELISA yontemi kullanilarak PVAD’dan yapilan adiponektin 6l¢limii neticesinde
kontrol grubunda pioglitazon uygulamasinin adiponektin miktarinda istatistiksel olarak
anlamli bir artisa neden oldugu gézlenmistir. Uygulanan diyabet modeli ile adiponektin
miktarinda kontrol gruba gore kismen bir diisiis (~%20) gozlenmis fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Ayrica, diyabet grubunda pioglitazon
uygulamasinin adiponektin miktarinda degisiklige neden olmadigi tespit edilmistir.

(Sekil 4-16, Tablo 4-9)
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Sekil 4-16: PVAD’da ol¢iilen adiponektin miktarinin gruplar arasi degisimi.

*p<0.05 tek-yonlii varyans analizi, tukey post test (1=3-6, ortalama+SEM)
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4.5.3. Leptin Miktar Tayini

ELISA yontemi kullanilarak PVAD’dan yapilan leptin Ol¢limii neticesinde
T2DM-+MC ve Diyabet+Pio gruplarinda kismi bir artis gozlenmis fakat s6z konusu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Sekil 4-17, Tablo 4-9).

N
S

w
e

[
i

Leptin (pg/ug protein)
N
o

Sekil 4-17: PVAD’da 6lciilen leptin miktarinin gruplar arasi degisimi.

p>0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi, (n=4-6, ortalama+SEM)

Tablo 4-9: PVAD’da él¢iilen adiponektin ve leptin miktarinin gruplar arasi degisimi.

Adiponektin N Leptin N

(ng/ug protein) (pg/ug protein)
Kontrol+MC 0,273+0,038 3 27,215+3,828 4
Kontrol+Pio 0,47+0,069" ) 25,898+2,015 6
T2DM+MC 0,216+0,009 5 32,866+2,335 6
T2DM+Pio 0,217+0,016 6 33,208+3,151 5

"p<0.05 Kontrol+Pio vs. Kontrol+MC, tek-yonlii varyans analizi, tukey post-test (n=3-6 adiponektin, 4-6 leptin,
ortalama+SEM)
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4.5.4. TNF-o Miktar Tayini
ELISA yontemi kullanilarak PVAD’dan yapilan TNF-a 6l¢iimii neticesinde

T2DM+MC grubunda Kontrol+MC grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmistir. Ayrica, diyabet grubunda pioglitazon uygulamasinin TNF-a miktarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugu tespit edilmistir. (Sekil 4-18, Tablo 4-
10).
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Sekil 4-18: PVAD’da 6lciillen TNF-o miktarinin gruplar arasi degisimi.

“p<0.05 T2DM+MC vs. Kontrol+MC, ##p<0.001 T2DM+Pio vs. T2DM+MC, tek-yonlii varyans analizi, tukey post-

test (n=5, ortalama+SEM)
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4.5.5. IL-6 Miktar Tayini

ELISA yontemi kullanilarak PVAD’dan yapilan IL-6 Olgiimii neticesinde,
uygulanan diyabet modelinin veya pioglitazonun IL-6 diizeyleri {izerine etkisi olmadigi
tespit edilmistir. (Sekil 4-19, Tablo 4-10)

IL-6 (pg/ug protein)

Sekil 4-19: PVAD’da 6lciilen IL-6 miktarinin gruplar arasi degisimi.

p>0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi, (n=5-6, ortalama+SEM)

Tablo 4-10: PVAD’da ol¢iilen TNF-a ve IL-6 miktarinin gruplar arasi degisimi.

TNF-a IL-6
. N . N
(pg/ug protein) (pg/ug protein)
Kontrol+MC 2,696+0,271 5 1,692+0,234 5
Kontrol+Pio 2,498+0,147 5 1,498+0,186 6
T2DM+MC  3,844+0,248" 5 1,902+0,171 5
T2DM+Pio  6,02+0,232%# 5 2,477+0,244 6

*p<0.05 T2DM+MC vs. Kontrol+MC, ##p<0.001 T2DM+Pio vs. T2DM+MC, tek-yonlii varyans analizi, tukey post-
test (n=5 TNF-a, 5-6 IL-6, ortalama+SEM)
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4.6. PVAD’da Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

4.6.1. PVAD’da PPAR-y Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

izole edilen sican torasik aortalarmdan elde edilen PVAD’da PPAR-y
ekspresyonunun kontrol grubunda pioglitazon uygulamasina bagli olarak degismedigi,
diyabet grubunda ise pioglitazon uygulmasinin PPAR-y ekspresyon diizeylerini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirdig tespit edilmistir (Sekil 4-20, Tablo 4-11).
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Sekil 4-20: Torasik aortalardan elde edilen PYAD’da PPAR-y ekspresyon diizeylerinin
gruplar arasi degisimi.

##11<0.001 tek-yonlii varyans analizi, tukey post-test (n=5, ortalama+SEM).



95

4.6.2. PVAD’da Otofaji ile iliskili Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi
Torasik aortalardan elde edilen PVAD’da otofaji ile iligkili genlerin ekspresyon

diizeyleri incelendiginde, Beclin ve LC3-1l genlerinin ekspresyon diizeylerinin diyabet

varhiginda belirgin bir artis gosterdigi ayrica pioglitazon uygulamasi ile bu artisin

istatistiksel diizeyde anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir.

p62 gen ekspresyonu ise diyabet varliginda degisiklik gostermemis ancak hem
kontrol hem de diyabet gruplarinda pioglitazon uygulamasina bagli olarak istatistiksel

olarak anlamli diizeyde artmustir (Sekil 4-21, Tablo 4-11).
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Sekil 4-21: PVAD’da Beclin, LC3-11 ve p62 gen ekspresyon diizeylerinin gruplar arasi
degisimi.

¥¥p<0.001 Kontrol+Pio vs. Kontrol+MC, **p<0.001 T2DM+MC vs. Kontrol+MC, #p<0.05, ##p<0.001 T2DM+Pio
vs. T2DM+MC, tek-yonlii varyans analizi, tukey post-test (n=5, ortalama+SEM)
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46.3. PVAD’da ER
Belirlenmesi

Stres ile 1ligkili Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin

Torasik aortalardan elde edilen PVAD orneklerinde ER stres ile iligkili olan
CHOP, ATF4 ve GRP78 genlerinin ekspresyon diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Elde ettigimiz
bulgular, kontrol grubunda pioglitazon uygulamasinin ATF4 gen ekspresyonu diizeyini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdigini, diyabet grubunda ise pioglitazonun bir
etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Ayrica, uygulanan diyabet modelinin de ATF4

ekspresyon diizeyini istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdig: tespit edilmistir.

CHOP gen ckspresyonu da ATF4 ile benzer sekilde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda pioglitazon uygulamasi ile ve diyabet varliginda istatistiksel olarak

anlamli artig géstermistir.

Son olarak, GRP78 gen ekspresyon diizeyi hem kontrol hem de diyabet
grubunda pioglitazon uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmustir.
Ozellikle diyabet grubunda bu artis daha belirgin bulunmustur. Ayrica, diger ER stres
iligkili gen diizeylerinde oldugu gibi uygulanan diyabet modelinin GRP78 gen
ekspresyon diizeylerini de istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdig1 tespit edilmistir
(Sekil 4-22, Tablo 4-11).

Tablo 4-11: PVAD’da gen ekspresyon diizeylerinin gruplar arasi degisimi.

Kontrol+MC Kontrol+Pio T2DM+MC T2DM+Pio
PPAR-y 1,002+0,049 2,132+0,096 1,730+0,253 10,35+0,636"#
Beclin 1,000+0,043 2,004+0,071 23,74+1,355™ 13,87+0,627%#
LC3-11 1,000+0,077 1,136+0,035 2,342+0,097" 2,034+0,078"
P62 1,000+0,043 2,156+0,184¥¥ 1,336+0,062 2,556+0,196%#
CHOP 1,000+0,044 2,355+0,298% 2,454+0,086™" 2,57+0,295
ATF4 1,000+0,042 8,138+0,416% 2,95+0,243™" 3,548+0,182
GRP78 0,997+0,023 8,002+0,535%  4,794+0,216™ 17,83+1,099%#

"p<0.01, ""p<0.001 T2DM+MC vs. Kontrol+MC, #p<0.05, ##p<0.001 T2DM+Pio vs. T2DM+MC, ¥¥p<0.01,
¥¥p<0.001 Kontrol+Pio vs. Kontrol+MC, tek-ydnlii varyans analizi, tukey post-test (n=4-5, ortalama+SEM)
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Sekil 4-22: PVAD’da ATF4, CHOP ve GRP78 gen ekspresyon diizeylerinin gruplar arasi
degisimi.
"p<0.01, "™"p<0.001 T2DM+MC vs. Kontrol+MC, ##p<0.001 T2DM+Pio vs. T2DM+MC, ¥p<0.01, ¥¥p<0.001

Kontrol+Pio vs. Kontrol+MC tek-yonlii varyans analizi, tukey post-test (n=5, ortalama+SEM)
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4.7. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirmede deney siirecinin sonunda (15. Hafta) siganlardan
izole edilen kalp, karaciger, aorta ve PVAD’da ¢esitli hasar parametreleri

degerlendirilerek skorlanmistir.

Buna gore incelenen kalp orneklerinde, myokard kas liflerinde bozulma ve

kollaps ile myokardiyal dejenerasyon yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmemistir (Sekil 4-23A, Sekil 4-24A ve 4-24B)

Karaciger oOrneklerinde steatoz degerlendirilmis ve olusturulan HFD/STZ
diyabet modelinin steatozu istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdigi (Sekil 4-23B,

Sekil 4-24 D) pioglitazon uygulamasi ile steatozun geriye dondiigli gozlenmistir.

Ayrica, pioglitazon uygulamasmin hem kontrol grubunda hem de diyabet
grubunda PVAD’da yaglanmay1 ve adiposit biiyiikliigiinii istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artirdig1 tespit edilmistir (Sekil 4-23C, Sekil 4-24 E ve 4-24F)

Bunlara ilaveten, diyabet grubunda kontrole gore torasik aortada kalinlasma
oldugu gozlenmistir ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (Sekil 4-
23D, Sekil 4-24 H).
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Sekil 4-23: Deney siirecinin sonunda (15. Hafta) sicanlardan izole edilen (A) Kalp, (B)
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Karaciger, (C) PVAD ve (D) Torasik aorta érneklerinde degerlendirilen hasar parametre

skorlarimin gruplar arasi degisimi.

*p<0.05, "p<0.01 tek-yonlii varyans analizi, tukey post-test (n=5, ortalama+SEM)
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Sekil 4-24: Sicanlardan izole edilen kalp, karaciger, PVAD ve aortada kesitlerinin
hemotoksilen&eosin boyamasi sonrasi 151k mikroskobu altindaki fotograflar:

(A ve B myokard x200, C ve D karaciger x100, E ve F PVAD x400, G ve H aorta x200, tiim dokular i¢in
sol siitun kontrol, sag siitun diyabetik)
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5. TARTISMA

PVAD, damarlarin etrafinda bulunan lokal adipoz doku katmanidir. Viicuttaki
yag depolarmin kiiciik bir kismini olusturmasina karsin PVAD, vaskiiler tonusun
diizenlenmesi ve vaskiiler remodeling gibi olaylarda rol almasi nedeniyle, fizyolojik ve
patolojik acidan olduk¢a 6nem arz etmektedir. PVAD’in bu 6neminden biiyiik olciide
PVAD’dan saliman adipokinlerin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. T2DM,
hipertansiyon, metabolik sendrom gibi birgok hastalikta PVAD’1n fizyolojik roliiniin
bozuldugu ve patolojik bir karakter kazandigi gozlenmistir. PVAD inflamasyonu,
salman adipokin kompozisyonunun degismesi, oksidatif stres vb. nedenlerin PVAD
disfonksiyonundan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir!’3%302, PPAR-y, adipoz dokuda
yiiksek diizeyde eksprese olmasi ve insiilin duyarliligindaki rolii nedeniyle ilgi ¢ekici bir
terapOtik hedef olarak degerlendirilmistir ve neticede ‘’tiyazolidindionlar’® olarak da
bilinen PPAR-y agonistleri oldukg¢a etkin antidiyabetik ajanlar olarak klinik kullanima
girmistir. PPAR-y agonisti olan pioglitazonun KVS iizerine olumlu etkileri birgok
hayvan ¢aligmasinda ve klinik calismada gosterilmistir?®?. Ortaya atilan birgok farkl
goriise ragmen pioglitazonun KVS iizerine olumlu etkilerinin mekanizmasi tam olarak

acikliga kavusmamastir.

Projemizde, pioglitazonun deneysel T2DM modelinde PVAD f{izerine olasi
etkilerinin ve bu etkilerin KVS agisindan 6neminin ortaya konmasi hedeflenmistir. Bu
amagla wistar albino erkek siganlarda HFD/STZ T2DM modelinde 6 hafta siire ile
20mg/kg oral pioglitazon uygulamasinin biyokimyasal parametreler (acglik glukoz,
OGTT, total kolesterol ve trigliserit), PVAD miktari, vaskiiler reaktivite, PVAD’da
adipokin (adiponektin ve leptin) ve inflamatuvar sitokin (TNF-o ve IL-6) diizeyleri ile
PVAD’da g¢esitli gen ekspresyon diizeyleri iizerine olan etkisi degerlendirilmistir.
Ayrica deney sonunda siganlardan izole edilen kalp, karaciger, torasik aorta ve PVAD

ornekleri histopatolojik agidan degerlendirilmistir.

HFD/STZ T2DM modeli, T2DM’nin metabolik olarak aktif doku ve organlar
(adipoz doku, kalp, karaciger) lizerine olan etkilerini iyi yansitmasi nedeniyle bir¢ok
aragtirmaci tarafindan tercih edilmektedir!®1%2, Calismamizda STZ uygulamasindan 1
hafta sonraki 6l¢iim neticesinde >140 mg/dl (7.8 mmol/L) aglik kan glukozuna sahip
sicanlar diyabetik olarak kabul edilmistir®*>3*’, T2DM dogrulamasini takiben 4 hafta
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beklenmis ardindan kontrol ve diyabetik oldugu tespit edilmis olan hayvanlara (Grup II,
Kontrol+Pioglitazon; Grup 1V, T2DM+Pioglitazon) 20 mg/kg dozda pioglitazon oral
yoldan 6 hafta boyunca uygulanmistir.

15. haftanin sonunda yapilan agirlik 6l¢timlerinde T2DM’ye baglh olarak kilo
kayb1 gozlenmis, pioglitazon uygulanan diyabetik sicanlarda ise kontrol diyabetik
sicanlara gore agirlik artisi oldugu belirlenmistir. Kontrol gruplarinda ise pioglitazon
uygulamasi herhangi bir agirlik artisina yol agmamistir. Bhandari ve arkadaglarinin
siganlarda olusturdugu HFD/STZ T2DM modelinde 20mg/kg dozunda 20 giinliik oral
pioglitazon uygulamasi diyabetik sicanlarda istatistiksel olarak anlamli kilo artigina

neden olmustur!®

. Ayn1 modelin kullanildig: bir baska calismada 20mg/kg pioglitazon
28 giin boyunca uygulanmis ve pioglitazon uygulamasina bagli olarak diyabetik
hayvanlarda kilo artisi oldugu kaydedilmistir®*. HFD/STZ T2DM modelinin
kullanildig1 bir baska c¢alismada pioglitazon sicanlara 1,5mg/kg dozunda 4 hafta
boyunca uygulanmistir. Pioglitazon uygulamasinin diyabetik sicanlarda sinirl bir kilo
artistna neden oldugu gosterilmis fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir®*®

. Klinik ¢alismalarda pioglitazon kullaniminin T2DM’li hastalarda kilo
almma neden oldugu gosterilmistir? 303!, Bu  durumdan pioglitazonun
hipotalamustaki PPAR-y reseptdrlerini uyararak istahi artirmasi®®?, subkiitan adipoz

33 sivi tutulumuna neden olmasi®®® vb. faktorlerin

dokuda adipojenezi uyarmasi
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Tiim bunlara karsin pioglitazon tedavisi ile goriilen
kilo artistnin T2DM’li hastalarda kardiyovaskiiler mortalite ve morbidite ile negatif
korelasyon gosterdigi tespit edilmistir®™. Bu agidan pioglitazon tedavisinin neden
oldugu kilo artisinin kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin patofizyolojisinde roli

olmadig1 diisiiniilmektedir®*,

Pioglitazonun insiilin duyarlilastirma mekanizmasiyla T2DM’de aglik kan
glukozunu diizeylerini diisiirdiigii ve glukoz toleransimi artirdigi bilinmektedir®>>3%°,
Calismamizda pioglitazon uygulamas1 T2DM’de aclik kan glukoz diizeylerini diislirmiis
ayn1 zamanda glukoz toleransinda artigsa neden olmustur. Siganlarda HFD/STZ T2DM
modelinde 10mg/kg dozunda 1 haftalik*®?'8 10mg/kg dozunda 4 haftalik®®’, 1,5mg/kg
dozunda 4 haftalik®*°, 20 mg/kg dozunda 20 giinliik*®*, 20 mg/kg dozunda 4 haftalik34
oral pioglitazon uygulamasinin aglik kan glukozunu diisiiriicii ve glukoz toleransini

artirict etkisini gdsteren ¢aligmalar literatiirde mevcuttur.
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T2DM’ye bagl olarak dislipidemi gozlendigi bilinmektedir. Caligmamizda
T2DM modeline bagl olarak total kolesterol ve trigliserit diizeylerinde istatistiksel
olarak anlaml artis goriilmistiir. Diyabet grubunda pioglitazon uygulamasi ile trigliserit
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli azalma go6zlenirken total kolesterol diizeylerindeki
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Siganlarda HFD/STZ T2DM modeli
kullanilarak yapilan ¢alismalarda 20 mg/kg dozunda 20 giinliik'®*, 20 mg/kg dozunda 4
haftalik®®, 10 mg/kg dozunda 4 haftalik®’, 10mg/kg dozunda 1 haftalik!®?'8 oral
pioglitazon uygulamas: total kolesterol ve trigliserit diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma tespit edilmistir. Siganlarda HFD/STZ T2DM modeli kullanildigr iki
farkli calismada ise 20mg/kg®® ve 1,5mg/kg®* dozunda 4 haftalik oral pioglitazon
uygulamasinin bulgularimiza paralel sekilde serum trigliserit diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli, total kolesterol diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte bu ¢alismalarda pioglitazon
uygulamasi serum HDL-k diizeyini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiikseltmistir.
Calismamizda serum HDL-k diizeyleri Ol¢lilmemistir, total kolesterol diizeylerinde
istatistiksel olarak bir fark goriilmemesinin yiikselen HDL-k diizeyleri ile iligkili

olabilecegi degerlendirilmektedir.

PVAD’in fizyolojik kosullarda damar diiz kas tonusu iizerinde antikontraktil
etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu etkinin gosterildigi ilk ¢alismada sican aortasinda
PVAD’in damar diiz kas1 iizerine NA’nin olusturdugu kastiric1 yaniti1 azalttig tespit
edilmistir’. PVAD’mn sican aortasinda NA’nmin yani sira serotonin, fenilefrin ve
anjiyotensinin kastiric1 yanitlarm da azalttig1 bulunmustur®, PVAD’in damar diiz kasi
lizerine gevsetici rolii insan damarlar1 lizerinde yapilan ¢aligsmalarla da gosterilmistir.
[nsan internal mammaryal arterinde PVAD varhiginda fenilefrin ve U46619’un
(tromboksan A2 analogu) kastiric yanitlarinda azalma meydana geldigi bildirilmistir®.
PVAD’in ayrica internal mammaryal arter ve safen vende NA kastiric1 yanitlarini
azalttig1 da tespit edilmistir'®. PVAD’1n vaskiiler tonus iizerine olan gevsetici etkisinin
cesitli patolojik kosullarda ortadan kalktig1 6ne siiriilmektedir. Hipertansif sicanlarda®?,
diyabetik siganlarda®?, db/db farelerde!® ve metabolik sendrom da'* PVAD’in damar
gevsetici etkisinin ortadan kalktig1 gosterilmistir. Bununla birlikte siganlarda HFD/STZ
T2DM modelinde PVAD’in vaskiiler etkisinin incelendigi bir c¢alisma ise
bulunmamaktadir. Bu baglamda caligmamizin bulgular1 sézkonusu deneysel diyabet

modelinde PVAD c¢alismalarina temel teskil edecektir.
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PPAR-y adipoz doku farklilasmasi, karaciger ve iskelet kasi glukoz
metabolizmasi, lipid homeostazi, makrofaj ve vaskiiler endotel fonksiyonunun

diizenleyicisi konumundadir!®®

. Viseral adipoz doku igin sahip oldugu 6nemin yanisira
PPAR-y’nin PVAD’n yap1 ve islevinde de 6nemli rolleri bulunmaktadir. Damar diiz
kas1 PPAR-y knock-out farelerde PVAD’in bulunmadigi ve buna bagli olarak da endotel
disfonksiyonun olustugu gozlenmistir®®*. PPAR-y agonisti pioglitazonun adipoz doku
tizerindeki etkileri incelenmekle birlikte PVAD iizerine olan etkilerinin vaskiiler

reaktivite yoniinden arastirildig: bir calisma bulunmamaktadir.

Calismamizda 15. haftada sakrifiye edilen si¢anlardan izole edilen PVAD’l1 ve
PVAD’siz torasik aortalar KCl (40mM) ile standardize edildikten sonra, aortalara
vaskiiler reaktivitenin degerlendirilmesi amaciyla NA (108-10“% M), endotel-aracili
gevseme yanitlarmin degerlendirilebilmesi i¢in ACh (108-10% M), reseptor-aracili
olmayan kasilma yanitlarinin degerlendirilmesi igin KCI (20, 40, 60, 80, 100 mM) ve
son olarak diiz kas-aracili gevseme yanitlarinin degerlendirilebilmesi icin SNP (10°-10°
4 M) kiimiilatif olarak uygulanmis ve konsantrasyon-yamit egrileri elde edilmistir.
Kontrol grubunda NA ile elde edilen kasilma yanitlart PVAD varliginda azalmistir. Bu
bulgumuz PVAD’in antikontraktil etkisinin oldugunu gosteren diger calismalari
desteklemektedir’®. Kontrol grubunda KCl ile indiiklenen ve reseptdr-aracili olmayan
kasilma yamitlar1 ise, literatiirde insan mammaryel arteri® ve Wistar sican torasik

aortasinda®®®

yapilmis olan calismalara paralel sekilde PVAD varliginda degismemistir.
Bulgularimiz fizyolojik kosullarda PVAD’dan salinan gevsetici faktorlerin etkilerini
reseptor-aracili kastirict mekanizmalar {izerinden ortaya ¢ikardigina isaret etmektedir.
Calismamizda ayrica kontrol grubunda PVAD’in endotel-aracili gevseme yanitlari

tizerine herhangi bir etkisi olmadigi tespit edilmistir. C57BL6/J fare torasik

360 361

aortasinda™" ve Wistar sican torasik aortasinda® yapilan ¢aligmalarda bulgularimiza
paralel sekilde PVAD varliginda ACh yanitinin degismedigi gézlenmistir. Yapilan bir
baska caligmada ise Wistar sigcan torasik aortasinda PVAD’in ACh yanitlarini azalttigi
tespit edilmistir’®>. Bu calismada PVAD’n etkisi ¢alismamizdan farkli bir sekilde
incelenmistir. PVAD intakt birakilmamis, izole edilen PVAD ile inkiibe edilen
soliisyonun organ banyosuna transferi gerceklestirilmistir. Transfer metodu kullanilan
calismalarda yalnizca PVAD’dan banyo ortamina salinan maddelerin etkinlikleri
degerlendirilebilmektedir. PVAD’in anatomik lokasyonunun PVAD etkisine olan

katkisini tespit edebilmek miimkiin degildir. Calisma metodolojileri arasindaki bu
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farkliligin bulgulara da yansimis olmasi1 miimkiindiir. Calismamizda kontrol grubunda
PVAD’n diiz kas-aracilt maksimum gevseme yanitlari tizerine etkisi olmadigi bununla
birlikte diyabet grubunda ve pioglitazon verilen kontrol ve diyabet grubunda SNP’ye
duyarhiligin azaldig1 gozlenmistir. Literatiirde bulgularimiza paralel olarak domuz
koroner arterinde®%3*%* Wistar sican abdominal aortasinda®®, Wistar sican torasik

36 Sprague Dawley sican torasik aortasinda’, C57BL6/J fare torasik

aortasinda
aortasnda®® SNP yanitlarinin PVAD varhigindan etkilenmedigi gosterilmistir. Sprague
Dawley sican mezenterik arterinde yapilan bir calismada ise PVAD’in SNP
duyarhiliginda azalmaya neden oldugu bildirilmistir®®’. Duyarliliktaki bu azalmanin
PVAD’1n mezenterik arter preperatlarinda fiziksel bir bariyer olusturmasi ve SNP’nin
damar diiz kasma erisimini kismen bloke etmesiden kaynaklanabilecegi oOne

stirtilmiistiir®®’.

Calismamizda pioglitazon uygulanmis diyabetik olmayan grupta (Kontrol+Pio)
PVAD’in gevsetici etkisinin bulundugu fakat bu etkinin istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte Kontrol+MC grubuna kiyasla daha az oldugu tespit edilmistir
(Kontrol+Pio, Emaks PVAD(+)/Emaks PVAD(-) =~%78 vs. Kontrol+MC, Emaks
PVAD(+)/Emaks PVAD(-) =~%67). Gevsetici etkide gozlenen bu azalmadan
pioglitazon uygulamasimnin PVAD(-) halkalarda direkt olarak kastirict yaniti azaltmasi
sorumlu olabilir (Kontrol+Pio Emaks PVAD(-) 109,48+7,34 vs. Kontrol+MC Emaks
PVAD(-) 121,5747,84). Literatiirde pioglitazon ile inkiibasyonun in vitro kosullarda
sican aortasinda NA38:3% ye fenilefrin®%3"! kasilma yamitlarim azaltic1 etkisi oldugu
gosterilmistir. Ayrica in vivo pioglitazon uygulamasinin vazodepresor etkisini gosteren
calismalar mevcuttur3’2373, Calismamizda bu depressér etki PVAD(+) kontrol grubu
damar halkalarinda gozlenmemistir. Literatiirde pioglitazonun vaskiiler reaktivite
tizerine olan etkisinde PVAD’in olasi katkisinin degerlendirildigi bir c¢aligma
bulunmamaktadir. Kontrol+Pio grubunda reseptdr-aracili olmayan kasilma yanitlarinda
PVAD’in herhangi bir etkisi tespit edilmemistir. Ayrica reseptor-aracili olmayan
kasilma yanitlarinda pioglitazon uygulamasma bagli bir etki de gdzlenmemistir
(Kontrol+Pio, PVAD(-) 2,07+0,07 vs. Kontrol+MC, PVAD(-) 2,10+0,12). Bulgumuz in
Vivo pioglitazon uygulamasinin sigan torasik aortasinda KCI yanitlarini degistirmedigini

gosteren literatiir bilgisiyle uyumludur®’.

Endotel-aracili gevseme yanitlar1 da
Kontrol+Pio grubunda PVAD varligindan etkilenmemektedir. Diiz kas-aracili gevseme

yanitlarinda ise PVAD varligina bagh olarak duyarlilikta azalma gozlenmistir.
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Diyabetik kontrol grubunda PVAD’in NA kasilmalarina kars1 olan antikontraktil
etkisi kismen azalmig ancak bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu
bulgumuz onceki caligmalarda PVAD’in antikontraktil etkisinin tamamen ortadan
kalktigin1 gosteren hatta etkinin kontraktil yonde degistigini ortaya koyan T1DM veya
T2DM modellerinden farkli bulunmustur'?!®>!® Bu farklilk kullandigimiz T2DM
modeli ile iligkili olabilir. Diyabet grubunda pioglitazon uygulamas1 PVAD’1n diyabetle
azalmis olan antikontraktil etkisini kismen geriye ¢evirmekle birlikte bu etkide
istatistiksel bir anlamlilik tespit edilmemistir. Ote yandan KCI ile indiiklenen ve
reseptor-aracili olmayan kasilma yanitlarinda gerek PVAD’1n gerek uygulanan diyabet
modelinin herhangi bir etkisi gézlenmemistir. Benzer sekilde T2DM+MC grubunda
ACh ile indiiklenen endotel-aracili gevseme yanitlarinda PVAD varligina bagl olarak
herhangi bir farklilik olmadig: tespit edilmistir. Bunun yani sira kullanmis oldugumuz
HFD/STZ T2DM modelinin endotel disfonksiyonuna neden olmadigi gozlenmistir
(Kontrol+MC, PVAD(-) Emaks 64,38+2,65 vs. T2DM+MC, PVAD(-) Emaks
71,70+3,08). Bu durumun kullandigimiz modelde kan glukoz diizeylerindeki artisin
thmli diizeyde olmast ile iligkili oldugu degerlendirilmektedir. Uygulanan HFD/STZ
T2DM modelinde PVAD varligina bagli olarak SNP ile indiiklenen endotel aracisiz

gevseme yanitlarinda duyarlilik azalmasi oldugu gozlenmistir.

Calismamizda diyabetik siganlarda azalan PVAD’mn gevsetici etkisinin
(T2DM+MC, NA Emaks PVAD(+)/Emaks PVAD(-) =~%80) pioglitazon uygulamasi
ile kismen geriye dondiigii gozlenmis (T2DM+Pio. NA Emaks PVAD(+)/Emaks
PVAD(-) =~%74) ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
Pioglitazon uygulanmis diyabetik sicanlarda KCI kasilma yanitlar1 ve ACh gevseme
yanitlarinin PVAD varliginda degismedigi gozlenmistir. PVAD varliginda SNP’ye olan
duyarliligin azaldigi tespit edilmistir. Pioglitazonun in vitro kosullardaki etkisinin
incelendigi bir ¢aligmada kontrol ve diyabetik si¢an aortalarinda pioglitazonun fenilefrin
kasilmalarin1 azaltti1, asetilkolin gevseme yanitlarini artirdigi gosterilmistir. SNP
yanitlarinda ise kontrol ve diyabetik kosullarda fark goriilmemistir®™. Pioglitazonun in
vivo etkilerinin incelendigi bir g¢alismada ise bahsi gegen in vitro ¢alismalarin
bulgularina benzer bir sekilde pioglitazon uygulamasi ile STZ diyabetik siganlarda
fenilefrin kasilmalarmin azaldigi, asetilkolin gevseme yanitlarinin arttigi, SNP gevseme

yanitlarinin ise degismedigi gozlenmistir**2. Bu bulgular ile ¢alismanuzin bulgulari
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arasindaki farkliligin kullanilan hayvan tiirii ve yasi, uygulanan diyabet modeli ve

stiresi, pioglitazon dozu ile iliskili olabilecegi degerlendirilmektedir.

PPAR-y aktivasyonu iskelet kaslarma glukoz alimimi artirir ve hepatik
glukoneojenezi azaltir. Ayrica adipoz dokuda lipid depolanmasini artirir'®®, Literatiirde
pioglitazon uygulamasinin PVAD miktar1 iizerine etkisinin incelendigi herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. izole organ banyosu deneyleri sonunda PVAD dokusu
torasik aortadan izole edilerek tartilmis ardindan doku uzunluguna gore normalize
edilmistir. Calismamizda pioglitazon uygulamasmin gerek kontrol gerekse diyabet
grubunda PVAD miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugu bu
artisin diyabet durumunda daha belirgin oldugu tespit edilmistir. Siganlarda torasik
PVAD yap1 olarak agirlikla kahverengi adipoz doku icermektedir. Obez Zucker fa/fa
sicanlarda pioglitazon uygulamasimin kahverengi adipoz doku miktarini artirdig
gosterilmistir’?®, Pioglitazonun diger adipoz doku katmanlarmin miktari ile iliskisinin
incelendigi bir calismada pioglitazon T2DM’de VAD miktarin1 azaltirken subkiitan
adipoz doku miktarini ise artirmistir®?, Pioglitazon uygulamasina bagli olarak goriilen
subkiitan adipoz dokudaki artisin adiposit sayisinin artis1 yani adipojenez ile iligkili
oldugu siiriilmektedir®”>%®. Calismamizda ilk kez pioglitazonun gerek kontrol gerekse

de diyabetik sicanlarda PVAD miktarinda bir artis meydana getirdigini gosterilmistir.

Obezitede PVAD’dan saliverilen kastirict ve gevsetici adipokinlerin
kompozisyonunda degisiklik meydana geldigi ve net fizyolojik etkinin gevsetici etkiden

kastiric1 etkiye kaydig1 bildirilmistir®®!

. Adiponektinin damar diiz kasi iizerine gevsetici
bir etkisi oldugu ve bu etkinin hem endotel-aracili (NO sentezi), hem de K+ kanallari
iizerinden oldugunu 6ne siiren ¢alismalar mevcuttur®*?>*, Damar iizerine gevsetici
etkisinin yan: sira adiponektinin damar diiz kas hiicre proliferasyonunu azalttigi
gosterilmistir®®?. Insan safen veninde ve mamaryal arterinde PVAD’dan adiponektin
salimmmin PPAR-y bagimli bir mekanizma ile gerceklestigi bildirilmistir®’’.
Calismamizda PVAD’dan yapilan adiponektin dl¢iimiinde kontrol grubunda pioglitazon
uygulamasina bagli olarak adiponektin miktarinin arttifi goézlenmistir. Uygulanan
diyabet modeli ile adiponektin miktarinda hafif diizeyde bir diislis gézlenmis fakat bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica diyabet grubunda pioglitazon
uygulamasinin adiponektin miktarinda degisiklige neden olmadig1 gézlenmistir. Db/Db

farelerde yapilan bir ¢alisma T2DM kosulunda PVAD’da adiponektin miktarinin
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azaldigini  gostermektedir’®. Fakat T2DM’li hastalarda yapilan bir ¢alisma bu
calismanin aksine T2DM’de azalan serum adiponektin diizeylerinin PVAD’da oksidatif
mekanizmalar vasitasiyla adiponektin miktarin1 artmasina neden oldugunu One

stirmektedir®®*

. Bu ag¢idan T2DM’nin PVAD adiponektin diizeylerini ne yonde
etkiledigi literatiirde net olarak tanimlanmamistir. Aymi sekilde pioglitazon
uygulamasinin serum adiponektin diizeyleri lizerindeki etkisinin incelendigi ¢calismalar
da ¢eliskilidir. Yapilan bir ¢alisma T2DM’li hastalarda 4 hafta siire ile pioglitazon
uygulamasinin plazma adiponektin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik olusturmadigmi gostermistir®’®. Buna karsin PPAR-y agonistleri ile tedavi
edilen diyabetik hastalarda dolasimdaki adiponektin seviyelerinin arttigini gdsteren

klinik arastirmalar da mevcutturs”

. Calismamizda pioglitazonun serum seviyeleri
Olclilmemistir. Literatiirde pioglitazon uygulamasinin normal ya da T2DM kosulunda
PVAD’daki adiponektin miktar1 lizerine etkisini gosteren herhangi bir calisma ise
mevcut degildir. Adiponektinin adipoz dokuda PPAR-y aracili olarak sentezlendigi
bilinmektedir. Kontrol grubunda beklendigi tizere pioglitazon uygulamasi ile PVAD’da

adiponektin miktarinda artis gortilmiistir.

Enerji homestazinda kritik bir role sahip olmasinin yani sira, leptinin KVS
iizerine dogrudan etkileri oldugu yapilan birgok calisma ile gosterilmistir®®38!, Leptinin
dogrudan damar fonksiyonu iizerine etkisini gosteren calismalar da literatiirde
mevcuttur. Leptinin damar diiz kas iizerinde gevsetici rolii oldugu ve bu gevsetici
etkiden endotel hiicrelerinden salman NO ve endotel kaynakli hiperpolarize edici
faktoriin sorumlu oldugu gosterilmis olmasma3®28 karsi, fizyolojik kosullarda ortaya
cikan bu etkinin obezite gibi patolojik kosullarda ortadan kalktigi belirlenmistir. Bu
durumun obez hastalarda goriilen endotel disfonksiyonunun nedenlerinden biri

384

olabilecegi one siiriilmektedir>*®. Yapilan ¢aligmalar ¢esitli patolojik kosullarda adipoz

dokuda leptin diizeylerinin degistigi gostermektedir. Bir ¢alismada yiiksek yag yiiksek
slikroz igeren diyet ile beslenen obez farelerin VAD ve SAD’inda leptin mRNA’sinin
arttig1  gosterilmistir®™®. PVAD’m anatomik pozisyonu, sekresyon profilini damar
fonksiyonu agisindan 6nemli hale getirmektedir. Bu baglamda obezite ve T2DM vb.
patolojilerde PVAD’da leptin miktarinin degisimi énem kazanmaktadir. Bu konu ile
ilgili yapilan bir ¢alismada Bat1 tarzi diet (%45 yag, kalori cinsinden) ile beslenen
farelerde abdominal PVAD leptin mRNA’sinda ve buna paralel olarak abdominal

PVAD’dan salinan leptin miktarinda artis oldugu bildirilmistir®®. Calismamizda T2DM
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ile PVAD leptin miktarinda artis gozlenmis fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Pioglitazon uygulamasinin T2DM kosullarinda plazma leptin
diizeylerini diisiirdiigii hem klinik calismalar®®’ hem de hayvan calismalari®® ile
gosterilmistir. Fakat literatiirde pioglitazon uygulamasinin PVAD’da leptin diizeylerine
etkisi lizerine herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Caligmamiz normal ve diyabetik
kosullarda pioglitazon uygulamasinin PVAD leptin diizeylerini degistirmedigini
gostermektedir. Bulgularimiz PVAD’da leptin protein ekspresyonunun PPAR-y

bagimsiz bir yolak iizerinden kontrol edildigine isaret etmektedir.

Obezite, diyabet, hipertansiyon vb. patolojilerde diisiik yogunluklu inflamasyon
gozlenmektedir. Inflamasyon seviyesindeki artisin bahsi gegen hastaliklarin KVS
lizerine olan etkilerinde 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. Farelerde yapilan
bir calismada gevsetici etkideki azalmadan makrofaj infiltrasyonun sorumlu oldugu 6ne
siiriilmektedir!’. Bu yaklasima gore makrofajlardan salinan TNF-a, PVAD’dan salian
vazodilatér maddelerin salinimin1 azaltmaktadir. Yapilan bir diger ¢alismada bu
yaklagimla uyumlu olarak inflamatuvar kosullarda PVAD’dan TNF-a salinimindaki
artisin adiponektin salimimindaki azalmayla korelasyon gosterdigi bildirilmistir'®. Yine
bu bulgulara paralel bir sekilde, yiiksek yagl diyet ile kemirgenlerde T-hiicreleri,
makrofaj ve proinflamatuvar adipokin diizeylerinde artis tespit edilmistir’®. T2DM
kosulunda PVAD inflamasyonun roliine isaret eden caligmalar sayica oldukca azdir.
Db/Db diyabetik farelerde yapilan bir ¢alismada mezenterik adipoz dokuda TNF-y
mRNA’sinin arttif1i gosterilmistir'®>. T2DM kosullarinda pioglitazon uygulamasinin
PVAD’da TNF-a ve IL-6 diizeyleri iizerine etkisinin incelendigi bir ¢alisma literatiirde
bulunmamaktadir. Calismamizda T2DM  kosulunda PVAD’da inflamasyon
degerlendirilmesi i¢in inflamatuvar sitokinler olan TNF-o ve IL-6 dizeyleri
Olglilmistiir. Calisgmamizdan elde ettigimiz bulgular literatiirle paralel olarak, T2DM
varhiginda PVAD’da TNF-o miktarinin arttigini gostermektedir. Ayni sekilde T2DM ile
PVAD IL-6 diizeyinde kismi miktarda artis gézlenmis fakat bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Pioglitazon uygulamasi ise kontrol gruplarinda TNF-a ve IL-6
diizeylerinde herhangi bir degisiklige neden olmazken diyabet grubunda TNF-a
miktarinda anlamli bir artisa neden olmustur. T2DM’li hastalarda pioglitazon
tedavisinin serum TNF-a diizeylerini degistirmedigi, IL-6 diizeylerinde ise azalmaya

neden oldugu gosterilmistir®®. Baska bir calisma stent takilmis koroner arter hastaligi
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bulunan T2DM’li hastalarda 6 aylik pioglitazon tedavisinin TNF-a ve IL-6 diizeylerini

etkilemedigi goriilmiistiir®,

Son yillarda yapilan ¢alismalar T2DM ile iligkili kardiyovaskiiler hastaliklarda

ER Stresin39w393 394-396

ve otofajinin roliine isaret etmektedir. Bu noktadan hareketle
calismamizda, uygulanan diyabet modelinin ve pioglitazon uygulamasinin PVAD
orneklerinde, otofaji ile iligkili Beclin, LC3-Il, p62 genleri ile ER stresi ile iliskili
ATF4, CHOP, GRP78 genlerinin ekspresyon diizeyleri {izerine olan etkileri
incelenmistir. Bunlara ek olarak pioglitazonun hedef molekiili PPAR-y’nin gen
ekspresyon diizeyi de degerlendirilmistir. Calismamizda kontrol grubunda pioglitazon
uygulamasina bagl olarak PPAR-y ekspresyon diizeyinde artis goriilmiis fakat bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. PVAD’da PPAR-y ekspresyonunun diyabet
grubunda pioglitazon uygulamas: ile belirgin bir sekilde arttig1 goézlenmistir.
Bulgularimizla paralel olarak bir ¢alismada yiiksek yagli diyetle beslenen farelere
pioglitazon uygulamasmin hem SAD hem de VAD’da PPAR-y ekspresyonunu arttirdigi

bulunmustur®®’.

Buna karsin diyabetik hastalarda yapilan klinik bir g¢alismada
pioglitazon Kkullaniminin subkiitan adipoz dokuda PPAR-y ekspresyon diizeylerini
degistirmedigi gosterilmistir®®. Benzer sekilde, fare T2DM modelinde yapilan bir
arastirmada pioglitazon uygulanan farelerin karacigerlerinde PPAR-y ekspresyon

diizeylerinin degismedigi belirlenmistir®®®.

Yapilan c¢alismalar T2DM ve iliskili patolojilerde oksidatif stres ve
inflamasyona ilaveten otofaji ve ER stresinin de adipoz dokuda arttigma isaret
etmektedir. Metabolik sendromlu hastalarin omental adipoz dokularinda otofajinin ve
ER stresin artig1 gosterilmistir®®. Obez T2DM’li hastalarm subkiitan adipoz
dokularindan elde edilen adipositlerde de otofajinin aktive oldugu bildirilmistir®.
Yapilan diger bir klinik ¢alismada ise T2DM kosullarinda otofaji aktivasyonunun
incelenen adipoz doku katmanmin c¢esidine gore farklilik gosterebildigi 6ne
siiriilmektedir?. Bu baglamda literatiir incelendiginde HFD/STZ T2DM modelinde
PVAD’da otofajinin roliiniin incelendigi bir calisma bulunmamaktadir. Bununla
birlikte, PVAD’da ER stresin incelendigi tek caligmada ise diyabetik db/db farenin
aortik PVAD’inda ER stresin belirtegleri ATF4, CHOP ve GRP78 gen ekspresyon
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir??. Literatiirde pioglitazon uygulamasinin PVAD’da

otofaji ve ER stres 1lzerine etkilerinin incelendigi herhangi bir c¢alisma
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bulunmamaktadir. Calismamizda otofaji ile iliskili genlerin ekspresyon diizeyleri
incelendiginde LC3-II ve Beclin genlerinin ekspresyon diizeylerinin diyabet ile artis
gosterdigi ayrica pioglitazon uygulamasi ile bu artisin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azaldig: tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada ¢alismamiza benzer sekilde,
pioglitazon uygulamasiin Wistar Kyoto sigan rostral ventrolateral medullasinda yiiksek

401 Caligmamizda p62 gen

fruktoz ile indiikklenen otofajiyi azalttigi gosterilmistir
ekspresyonu hem kontrol hem de diyabet gruplarinda pioglitazon uygulamasina bagl
olarak artmistir. Rodrigez ve ark.’lar1 adipojenez esnasinda p62’in uyarildigini

gdstermistir?®?

. Calismamizda pioglitazon ile 6zellikle diyabette artan PVAD miktarini
dikkate aldigimizda pioglitazon’un adipojenezi uyararak p62 ekspresyonunun
yiikselmesine aracilik ettigi diisliniilebilir. T2DM’de ¢esitli doku ve organlarda ER

390393 Caligmamizda literatiirle

stresin arttigin1 gosteren bircok calisma mevcuttur
uyumlu bir bi¢imde, ER stres belirte¢lerinden ATF4, CHOP ve GRP78 mRNA’larinin
T2DM kosulunda PVAD’da arttigi gozlenmistir. Pioglitazonun PVAD’da ER stres
tizerine etkisininin ilk kez incelendigi ¢alismamizda pioglitazonun ER stresi azalttigini

337,403,404

gbsteren calismalarin aksine pioglitazon uygulamasina bagli olarak o6zellikle

kontrol gruplarinda ER stresin indiiklendigi tespit edilmistir.

Deney sonunda sicanlardan izole edilen kalp, karaciger ve PVAD’11 torasik aorta
halkalarinda histopatolojik degerlendirme yapilmistir. Buna goére incelenen kalp
orneklerinde myokard kas liflerinde bozulma ve kollaps ile myokardiyal dejenerasyon
yonilinden gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. Literatirde T2DM ile
sicanlarda  kardiyomiyopati  olustugunu  gosteren ¢alismalar mevcuttur'®40%,
Calismamizda benzer bulgularin elde edilmemesinin uygulanan diyabet modelinin
farkliligindan  kaynaklandigr  diisiiniilmektedir. Calismamizda ayrica karaciger
orneklerinde steatoz degerlendirilmis, HFD/STZ T2DM modelinde steatozun arttigi,
pioglitazon uygulamasinin karacigerdeki steatozu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalttigr tespit edilmistir. HFD/STZ T2DM modelinin kullanildigr c¢alismalarda

calismamiza paralel sekilde karaciger steatozunun arttigi  bildirilmistir®®-4%,

Pioglitazonun karaciger steatozu iizerine olumlu etkisi oldugu bilinmektedir*®®4,
Pioglitazon uygulamasinin beklendigi iizere hem kontrol gruplarinda hem de diyabetik
gruplarda PVAD’da yaglanmay1 ve adiposit biiylikliigilinii istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artirdig1 gézlenmistir. Bunlara ilaveten diyabetik kontrol grubunda ise aortada

kalinlasma oldugu bu etkinin pioglitazon uygulamasi ile tamamen geriye dondiigi
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gozlenmistir. Yapilan caligmalar bulgularimiza paralel sekilde diyabetin aortada
kalinlasmaya neden oldugunu gostermektedir*'#!?, Pioglitazon arter kalinlasmasi
izerine olan etkisi, T2DM hastalarinda karotid arter intima media kalinligin1 azalttiginm

413

bildiren bir klinik ¢alisma ile gosterilmistir*°. Bulgularimiz klinikte pioglitazon

kullanimina bagli olarak organ diizeyinde gozlenen etkileri desteklemektedir!441°,

Calismamiz pioglitazon tedavisinin, T2DM gibi patolojik bir kosulda meydana
gelen PVAD disfonksiyonu iizerine olan etkisini incelemeyi hedeflemistir. Bulgularimiz
siganlarda HFD/STZ T2DM modelinde 6 hafta siire ile pioglitazon uygulamasinin kan
glukozu ve lipid profilinde olumlu etkiler gosterdigi, PVAD miktarini arttirdigi,
bununla birlikte PVAD’mn vaskiiler reaktivite tizerindeki antikontraktil etkisini anlamli
bir diizeyde degistirmedigi, endotel-aracili veya endotel aracisiz gevseme yanitlari
tizerinde bir etkisinin olmadigi, adiponektin, leptin ve IL-6 diizeylerini degistirmezken
TNF-o diizeylerini artirdigi gozlenmistir. Ayrica diyabet grubunda PVAD dokusunda
PPAR-y ekspresyon diizeylerini belirgin diizeyde artirmistir. Buna ilaveten pioglitazon
diyabet grubunda otofaji ile iligskili Beclin ve LC3-II gen ekspresyon diizeylerinde
anlamli bir azalma olusturmustur. Pioglitazon’un bu diyabet modelinde organ
diizeyindeki etkilerini ortaya koyan ilk histopatolojik bulgular olup varolan klinik
calismalar1 destekler niteliktedir. Sonu¢ olarak bulgularimiz siganlarda HFD/STZ
T2DM modelinde pioglitazon uygulamasiin vaskiiler fonksiyonu, biyokimyasal
parametreler, histopatolojik degerlendirme ve PPAR-y, otofaji ile iligkili gen
ekspresyonlarindaki degisiklikleri inceleyen ilk c¢aligmadir. Diyabette pioglitazon’un
PVAD aracili vaskiiler antikontraktil etkide belirgin bir degisiklik olusturmamasi
kullanilan diyabet modeli ve pioglitazon’un uygulama siiresi ile iligkili olabilir.
PVAD’in hemen hemen tiim arterlerin ¢evresinde bulunmasi ve salgiladig1 adipokinler
vasitastyla KVS’nin isleyisinde iistlendigi rol goz oniine alindiginda PVAD’1n ¢esitli
patolojilerde vaskiiler tonus {iizerindeki Oneminin agiklia kavusturulmasi ileri

caligmalara temel teskil edecektir.
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