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OZET

Streptozotosin ile Olusturulan Diyabetik Sican Modelinde Alfa-Lipoik Asit ve

Kuersetinin Diyafram Fonksiyonu Uzerine Etkilerinin Arastirllmasi

Diabetes mellitus (Diyabet) viicuttaki glukoz, lipid ve amino asit metabolizmasindaki
degisiklikler ile karakterize, kronik komplikasyonlara neden olan metabolik bir hastaliktir.
Bu komplikasyonlar solunum sistemi tizerinde de etkili olmaktadir. Bu c¢alismada
streptozotosin (STZ) ile olusturulan diyabetik sicanlarda a-lipoik asit (ALA) ve kuersetinin
(KUE) diyafram kas kontraksiyonu tizerine etkilerinin arastirllmasi amaglanmistir.
Diyafram solunumda 6nemli rol oynayan bir kas olup, diyabetin bu kasin fonksiyonlarini
nasil etkiledigi ve bu etkinin oksidatif stresle olan iligkisi arastiritlmistir. Calismada 83 adet
Sprauge Dawley tiirii erkek si¢an (8-10 haftalik) kullanildi. STZ ile diyabet olusturulduktan
sonra 13 gruba ayrilan sicanlara sekiz hafta boyunca intraperitoneal serum fizyolojik,
sodyum bikarbonat, ALA (30, 60 ve 120 mg/kg), KUE (30, 60 ve 120 mg/kg) ve subkutan
instilin (8 IU/kg) uygulandi. Ayrica insiilin (8 1U/kg) ile kombinasyon seklinde ALA (30,
60, 120 mg/kg) subkutan uygulandi. Diyaframin biyomekanik 6zellikleri izole organ banyo
sisteminde diyafram kas preparatina elektriksel alan stimiilasyonu uygulanarak belirlendi.
Diyafram dokusunda oksidatif stres durumunu tespit etmek i¢in malondialdehit (MDA)
diizeyi ile stliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
aktiviteleri 6l¢iildii. Biitiin diyabetik gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda diyaframda
maksimum kasilma ve tetanik kasilma kuvvetlerinin azaldig1 saptanmistir (p<0.05). Insiilin
ile kombinasyon seklinde uygulanan 120 mg/kg ALA diyabetik siganlarin diyaframinda
maksimum kasilma cevabi ve tetanik kasilma kuvvetini artirmistir (p<<0.05). Diyabetik
hayvanlarda yiiksek ¢ikan MDA diizeyini ALA ve KUE uygulamalar1 azaltmistir (p<0.05).
Diyabetik hayvanlarda diisiik seviyede bulunan CAT ve GPx aktivitesini ALA ve KUE
uygulamasi artirmigtir (p<0.05). Sonug olarak STZ ile olusturulan diyabetin diyaframin
biyomekanik fonksiyonlari olumsuz etkiledigi ve kasilma kuvvetinde azalmaya neden
oldugu belirlenmistir. Insiilinle kombinasyon seklinde uygulanan 120 mg/kg ALA’nin
diyafram kas performansini1 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi gézlemlenmistir. ALA’nin, diyabetin
kas ve oksidatif stres iizerindeki olumsuz etkilerini azaltmada potansiyel bir tedavi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu baglamda diyabet tedavisinde oksidatif stresi hedef alan
yaklasimlar uzun vadede solunum kas fonksiyonlar1 {izerinde olumlu sonuclar
olusturabilecigini diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Alfa-lipoik asit, Diabetes Mellitus, Diyafram, Kuersetin, Streptozotosin
Xvi



ABSTRACT

Investigation of Effects of Alpha-Lipoic Acid and Quercetin on Diaphragm Function

in Streptozotocin-Induced Diabetic Rat Model

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by changes in glucose, lipid
and amino acid metabolism, leading to chronic complications that also affect the respiratory
system. This study aimed to investigate the effects of a-lipoic acid (ALA) and quercetin
(QUE) on diaphragm muscle contraction in streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats. The
diaphragm is a muscle that plays an important role in respiration, and the study was
investigated how diabetes affects the function of this muscle and the relationship of this
effect with oxidative stress. A total of 83 male Sprauge Dawley rats (8-10 weeks old) were
used in the study. After diabetes was induced with STZ, rats were divided into 13 groups
and intraperitoneally saline, sodium bicarbonate, ALA (30, 60 and 120 mg/kg), QUE (30,
60 and 120 mg/kg), and subcutaneous insulin (8 1U/kg) were administered for eight weeks.
In addition, ALA (30, 60, 120 mg/kg) was administered subcutaneously in combination with
insiilin. The biomechanical properties of the diaphragm were determined by applying
electrical field stimulation to the diaphragm muscle preparation in the isolated organ bath
system. Malondialdehyde (MDA) levels and superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)
and glutathione peroxidase (GPx) activities were measured to determine the oxidative stress
in the diaphragm tissue. Compared to the control group, all diabetic groups showed a
significant reduction in maximum contraction and tetanic contraction forces in the
diaphragm (p<0.05). The administration of 120 mg/kg ALA in combination with insulin
increased maximum contraction response and tetanic contraction force in the diaphragm of
diabetic rats (p<0.05). ALA and QUE applications decreased the high MDA level in diabetic
animals (p<0.05). ALA and QUE applications increased the CAT and GPx activities, which
were found to be low in diabetic animals (p<0.05). As a result, it was determined that STZ-
induced diabetes negatively affected the biomechanical functions of the diaphragm and
caused a decrease in contraction force. It was observed that 120 mg/kg ALA administered
in combination with insulin significantly improved diaphragm muscle performance. It is
thought that ALA may be a potential treatment to reduce the negative effects of diabetes on
muscle and oxidative stress. Therefore, we suggest that approaches targeting oxidative stress

in diabetes treatment may have long-term positive effects on respiratory muscle function.

Keywords: Alpha-lipoic acid, Diabetes Mellitus, Diaphragm, Quercetin, Streptozotocin
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1. GIRIS ve AMAC

Diabetes Mellitus (Diyabet, DM) modern ¢agin en yaygin saglik sorunlarindan biri
olarak goriilmekte ve diyabetik hasta sayisi siirekli olarak artis gostermektedir (1). Diinya
genelinde milyonlarca insani etkileyen DM, kan sekerinin hiicrelere girisini kolaylastirarak
enerjiye doniisiimiinii saglayan insiilin hormonu ile iliskilidir. Bu hastalik, insiilinin viicutta
yeterince ya da hi¢ sentezlenememesi veya diiretilen insiiline karsi direng gelismesi
durumlarinda ortaya ¢ikmaktadir (2). DM azalmus insiilin aktivitesinin neden oldugu glukoz,
lipit ve amino asit metabolizmasindaki anormalliklerle karakterize edilen ve kronik
komplikasyonlara yol acan heterojen etiyolojiye sahip bir hastaliktir (3). Tip 1 diyabet
(T1IDM), tip 2 diyabet (T2DM) ve gestasyonel diyabet (GDM) dahil olmak iizere yaygin
olarak kabul edilen ili¢ ana diyabet formu vardir ve vakalarin yaklasik %90’1n1 T2DM
olusturmaktadir. Tiim diyabet vakalar1 uygun sekilde yonetilmediginde yiiksek oranda

morbitide ve mortalite ile Sonuglanmaktadir (2).

DM ’nin neden oldugu stirekli yiiksek kan sekeri seviyeleri, retina, bobrek, kalp, sinir
ve ¢izgili kaslar gibi ¢esitli organlarda uzun siireli hasar ve devaminda islevsel bozukluk ve
de yetersizliklere neden olmaktadir. DM solunum kaslarinin dayanikliligini ve vital
kapasiteyi azaltarak solunum fonksiyonlarinda bozulmaya neden oldugu rapor edilmistir (4).
Diyabetik hastalarda diyafram fonksiyon bozukluguna bagli olarak akciger hacimlerinin
azaldig1 bildirilmistir (5). Diyafram, solunum i¢in gerekli olan ve saglikli bireylerde ana
solunum kas1 olarak goérev yapan bir ¢izgili kastir. Bu kasin siirekli tekrarlanan aktivitesi,

istirahat halindeki toplam ventilasyonun yaklasik %70’ini olusturmaktadir (6).

DM’nin patogenezinde oksidatif stres 6nemli bir rol oynamaktadir. DM’de bozulmus
karbonhidrat metabolizmasina bagli olarak gelisen hiperglisemi, serbest radikal iiretimi ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisina neden olmaktadir (7). DM durumunda artan ROS
tiretimi ile birlikte viicuttaki antioksidan/preoksidan dengesizlik, oksidatif stres ve bu
durumun neden oldugu ¢esitli hiicresel ve doku hasarlarina yol agmaktadir (8). Serbest
radikallerin diyafram kas kontraktilitesi tizerinde olumsuz etki gosterdigi bilinmektedir (9).
Oksidatif stres diyafram kaslarinda yorgunluga neden olmakta ve diyaframm ROS’a maruz
kalmasini artirmaktadir (10). ROS birikimini 6nlemek ve oksidatif stresi kontrol altina almak

i¢in antioksidan tedavinin tercih edilebilecek bir segenek oldugu goriilmektedir (1, 11).

Giliniimiizde antidiyabetik ilaglarin yan etkileri, yiiksek maliyeti, siirlt erisimi ve

bilingsiz kullanimi 6nemli sorunlar olusturmaktadir. Bu nedenle, yan etkileri en az ve
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diyabetin yonetiminde tamamlayici ilag tedavisinin gelistirilmesine yardimci olmasi
acisindan bitkisel antioksidanlar tercih edilmektedir (12, 13). Bir antioksidan, serbest
radikalleri hiicrelere baglanmadan Once stabilize eder veya devre dis1 birakir. Hiicreler,
organ sistemlerini serbest radikallerin neden oldugu hasara kars1 korumak i¢in sinerjik olarak
ve birbirleriyle kombinasyon halinde c¢alisan olduk¢a karmasik antioksidan enzimatik ve
enzimatik olmayan etkilere sahiptir. Antioksidanlar endojen olarak firetilebildikleri gibi
diyetin bir pargast veya diyet takviyeleri olarak e¢ksojen kaynaklardan da elde
edilebilmektedir. En verimli enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD) katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidazi (GPx) igermektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlar, E
ve C vitaminleri, tiyol antioksidanlar (glutatyon, tioredoksin ve lipoik asit), melatonin,

karotenoidler, dogal flavonoidler gibi bilesikleri kapsamaktadir (14).

Alfa-lipoik asit (ALA), diyabet patolojisinde 6nemli bir tedavi ajani olarak 6ne ¢ikan
ve pek cok biyokimyasal fonksiyonda temel antioksidan gorevi goren bir bilesiktir. ALA,
insiilin mimetik ve anti-inflamatuar aktiviteye sahip gii¢lii bir antioksidandir. Diyetteki ALA
hizla emilir, hiicre i¢ine tasinir ve enzimlerin etkisi altinda dihidrolipoik aside (DHLA)
indirgenir. DHLA formu ile serbest oksijen radikallerini temizleme ve diger besinlerle
redoks etkilesimleri yoluyla lipid peroksidasyonunu inhibe etme yetenegine sahiptir.
Mitokondriyal biyoenerjetik reaksiyonlarda onemli bir rol oynayan ALA, retinopati,
noropati ve diger vaskiiler hastaliklar gibi diyabetik komplikasyonlarin 6nlenmesinde

kullanilmaktadir (15).

Kuersetin (KUE) bitkilerde dogal olarak bulunan ve antioksidan 6zellik gosteren bir
flavonoiddir. KUE, ROS temizleyicisi ve peroksidasyon reaksiyonlarinin baskilayicisi
olarak gorev yapmaktadir. Ayrica anti-inflamatuar, anti-timér ve immiinomodiilator gibi
cesitli farmakolojik aktivitelere sahiptir (16). Akut KUE tiiketiminin, streptozotosin (STZ)
veya alloksan ile indiiklenen diyabetik hayvanlarda yemek sonrasi kan glukozunun
kontroliinde etkili oldugu bulunmustur (17). KUE’nin STZ ile olusturulan diyabetik
hayvanlarda pankreas1 oksidatif strese karsi korudugu ve hiperglisemiyi iyilestirdigi rapor
edilmistir (18). Bu nedenle ALA ve KUE’nin diyabetik sicanlarda diyafram kasindaki
diyabetin neden oldugu oksidatif hasar1 azaltarak diyaframin kasilabilirligini artiracagi kabul

edilmistir.

Deney hayvanlarinda pankreatik hiicreler iizerindeki toksik etkileri nedeniyle

diyabeti tetiklemek amaciyla STZ kullanilmaktadir (19). Normal solunum iglevinin temel ve



en Onemli kasit diyaframdir. STZ ile indiiklenmis diyabette diyaframin kontraktil
parametreleri lizerine etkileri yeterince anlasilamamistir ve arastirilmaya deger bir konudur.
Deney hayvanlarinda diyafram kas preparati elektriksel olarak uyarilmasi diyafram kas
kuvvetini 6lgmek icin kullanilan bir aragtir. Boylece noromuskiiler sistemin karmasikligi
daha erisebilir ve izole bir ortamda tekrarlanabilen bir model olmasi nedeniyle tercih

edilmektedir.

Sunulan doktora tezi kapsaminda STZ ile olusturulan erkek Sprauge Dawley
sicanlara sekiz hafta boyunca intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanan 30, 60 ve 120 mg/kg
dozlarinda ALA ve 30, 60 ve 120 mg/kg dozlarinda KUE dozlarimin diyafram kontraksiyonu
tizerine etkileri, izole organ banyo sisteminde diyafram kas preparatina elektriksel alan
stimiilasyonu verilerek arastirilmistir. Ayn1 protokol uygulanmak tizere STZ ile olusturulan
diyabetik sicanlara 8 IU/kg insiilin ile kombinasyon seklinde 30, 60 ve 120 mg/kg ALA sekiz
hafta boyunca subkutan enjekte edilerek diyafram kontraksiyonu iizerine etkinligi
incelenmistir. Ayrica diyafram kasinda oksidatif stres durumunu tespit etmek icin MDA

diizeyi ile SOD, CAT ve GPx aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Diyabet

Diyabetin kesfi, tanim1 ve tedavisi, yaklasitk 3500 yillik tibbi bir gegmise
dayanmaktadir. Ebers Papiriisleri’nde milattan once 1552 yilinda Misirli hekim Hesy-Ra
tarafindan ilk defa diyabetten s6z edilmistir. Milattan sonra 200’lii yillarda Kapadokya’li
Areateus sivinin viicutta kalmadigini, insan viicudunu terk edecek bir kanal olarak
kullandigini belirtmis ve Yunancada sifon anlamina gelen “diabetes” terimini kullanmistir.
Ibn-i Sina (980-1037) ayaklarda gériilen "Diyabetik kangreni" tanimlayarak bu hastaligin
sinir hiicrelerinin hasarina neden oldugunu fark etmistir. Thomas Willis, 1675 yilinda,
diyabetik hastalarin idrarinin tath tad: nedeniyle hastaliga "mellitus" adini eklemistir; bu
tatlilik daha onceden de eski Yunan ve Hint kiiltlirlerinde gozlemlenmis ve karincalari
cezbeden "madhumeha" (bal idrar1) olarak adlandirilmistir. (20). Claude Bernard (1846-
1848), hayvan kaninda glukoz varligim ve karacigerde seker iireten "glikojen" (seker
olusturucu) adli bir maddenin oldugunu kesfetmistir. Mering ve Minkowski, 1889’da
pankreasin diyabet patogenezindeki roliinii bulmustur. Banting, Best ve Collip 1922°de
Toronto Universitesi’ndeki ineklerin pankreasindan insiilin hormonunu saflastirmis ve
diyabet i¢in etkili bir tedavinin mevcudiyetine yol agmistir (21). Giiniimiizde DM, iilkedeki
ve diinyadaki en yaygin kronik metabolik hastaliklardan biri olup hastaligin gelisimi, seyri

ve tedaviyle iliskili yan etkilerin aydinlatilmasi iizerine arastirmalar devam etmektedir.
2.1.1. Diyabetin Epidemiyolojisi

Diyabet Federasyonu (IDF) verilerine gore diinya capinda 20-79 yas araliginda
yaklagik 579 milyon yetigkin diyabet hastaligi ile miicadele etmektedir. 2030 yilina kadar bu
saymin 643 milyona, 2045 yilina varildiginda ise 783 milyona ulagsmasi beklenmektedir.
2021 yilinda yetiskinlerde diyabet prevalansit %10.5 iken, bu oranin 2030’da %11.3¢e
2045°te ise %12.2’ye yiikselecegi tahmin edilmektedir. Uluslararasi istatistiklere gore, 2021
yilinda 0-19 yas aras1t TIDM’li ¢ocuk ve genclerin sayis1 1.2 milyon olarak kaydedilmistir;
aynt yil icinde yas gruplarina goére diyabetin goriilme sikliginda bir artis oldugu
gozlemlenmistir; 2045 yili i¢in yapilan bilimsel tahminlere gore benzer egilimlerin devam
edecegi ongoriilmektedir. En diisiik diyabet prevalansi 20-24 yas grubunda (2021°de %2.2),
en yiiksek prevalans ise 75-79 yas aras1 yetiskinlerde (2021°de %24) goriilmektedir ve bu
oranin 2045’te %24.7’ye ¢ikacagi tahmin edilmektedir. 20-79 yas arasi kadinlar arasinda
diyabet prevalanst %10.2 ile erkeklerden (%210.8) biraz daha disiiktiir (22). Tiirkiye’de ise
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diyabet prevalansinin artis hizi diinya ortalamasinin ii¢, Avrupa ortalamasinin dort kati
seviyesine ulastigi rapor edilmistir. Tiirkiye’de tedavi altinda 9.5 milyon diyabetli hasta

oldugu tahmin edilmektedir ve bu say1 her yil giderek artis gostermektedir (23).

Diyabetin global etkisinin prevalans tizerinden izlenmesi miimkiindiir. Ancak
prevalansin yiikselmesi her zaman diyabet gelisme riskinin arttig1 anlamina gelmemektedir.
Diyabetli bireylerin daha kaliteli saglik hizmeti almasi ve daha uzun siire yasamasi
sonucunda prevalans artis gosterebilmektedir. Bu durum dikkate alinarak yeni diyabet
vakalarinin goriilme sikligini ifade eden insidansin incelenmesi 6nem tagimaktadir. TLDM
icin standart bir raporlama yontemi bulunurken, T2DM insidansinit bildiren yayinlanmis

caligmalarin sayisi nispeten azdir (22).
2.1.2. Diyabetin Siniflandirilmasi

DM’nin siniflandirilmast hastaligin klinik degerlendirmesinde ve gerekli tedaviye
karar vermede fayda saglamaktadir. Mevcut kullanilan siniflandirma, hastaligin hem
etiyolojisine hem de patogenezine dayanmaktadir (Tablo 1) (24). Amerikan Diyabet Dernegi
(ADA)’nin 2023 yilinda giincelledigi smiflandirmaya gore diyabet dort kategori altinda

incelenmektedir:

1. Tip 1 diyabet: otoimmiin B-hiicresi yitkimina bagl olarak genellikle mutlak insiilin

eksikligine yol acar, yetiskinlikte gizli otoimmiin diyabet ile sonuglanir.

2. Tip 2 diyabet: siklikla insiilin direnci ve metabolik sendrom olan B-hiicresinin

yeterli insiilin sekresyonunun progresif kaybina bagli gelisen otoimmiin olmayan diyabettir.

3. Ik iki kategoriye girmeyen o6zel nedenlere bagli diyabet tiirleri: Srnegin,
monojenik diyabet sendromlar1 (yenidogan diyabeti ve geng yetiskinlikte baslayan diyabet
gibi), ekzokrin pankreas hastaliklar1 (kistik fibroz ve pankreatit gibi) ve ila¢ veya
kimyasallarin neden oldugu diyabet (glukokortikoid kullanimi, HIV/AIDS tedavisi veya

organ transplantasyonu sonrasi gibi) tiirleridir.

4. Gestasyonel diyabet: gebeligin ikinci veya ii¢iincii trimesterinde ortaya ¢ikan ve

gebelik 6ncesinde diyabet teshisi konmamig kadinlarda goriilen diyabettir.



Tablo 1. Diyabetin etiyolojik siniflandirilmasi (24)

I. Tip 1 diyabet (B-hiicre yikimi, genellikle mutlak
insiilin eksikligine yol acar)

A. Bagisiklik aracili

B. Idiyopatik

1. Tip 2 diyabet (goreceli insiilin eksikligine sahip

baskin insiilin direncinden insiilin direncine sahip
baskin bir sekretuar kusura kadar degisebilir)
I11. Diger spesifik tipler

A. B-hiicresi fonksiyonunun genetik kusurlar1

1. MODY 3 (Kromozom 12, HNF-1a)

2. MODY 1 (Kromozom 20, HNF-4a)

3. MODY 2 (Kromozom 7, glukokinaz)

4. MODY ’nin diger ¢ok nadir formlari
(6rnegin, MODY 4: Kromozom 13, insiilin
hizlandirici faktor-1; MODY 6: Kromozom 2,
NoroD1; MODY 7: Kromozom 9, karboksil ester
lipaz)

5. Gegici yenidogan diyabeti ( en yaygin
ZAC /HYAMI’da 6q24 baski hatasr)

6. Kalic1 yenidogan diyabeti (en yaygin
olarak b-hiicresi KATP kanalinin Kir6.2 alt
birimini kodlayan KCNJ11 geni )

7. Mitokondriyal DNA

8. Digerleri

B. Insiilin etkisinde genetik bozukluklar

1. Tip A insiilin direnci

2. Leprikonizm

3. Rabson-Mendenhall sendromu

4. Lipoatrofik diyabet

5. Digerleri

C. Ekzokrin pankreas hastaliklar1

1. Pankreatit

2. Travma / pankreatektomi

3. Neoplazi

4. Kistik fibroz

5. Hemokromatoz

6. Fibrokalsiiloz pankreatopati

7. Digerleri

D. Endokrinopatiler

1. Akromegali

2. Cushing sendromu
3. Glukagonom
4. Feokromositoma
5. Hipertiroidizm
6. Somatostatinoma
7. Aldosteronoma
8. Digerleri
E. Ilag veya kimyasal kaynakli
1. Vacor
. Pentamidin
. Nikotinik asit
. Glukokortikoidler
. Tiroid hormonu
. Diazoksit
. B-Adrenerjik agonistler
. Tiazidler
. Dilantin
10. g-interferon
11. Digerleri
F. Enfeksiyonlar
1. Konjenital kizamikgik
2. Sitomegaloviriis
3. Digerleri
G. Immiin aracili diyabetin nadir formlari
1. “Stiff man” sendromu
2. Anti-insiilin reseptor antikorlari
3. Digerleri
H. Bazen diyabetle iliskili diger genetik
sendromlar
. Down sendromu
. Klinefelter sendromu
. Turner sendromu
. Wolfram sendromu
. Friedreich ataksisi
. Huntington kore
. Laurence-Moon-Biedl sendromu
. Miyotonik distrofi
. Porfiri
10. Prader-Willi sendromu
11. Digerleri
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1V. Gestasyonel diyabet

Smiflandirma, tedavinin belirlenmesi i¢in olduk¢a 6nem arz etmektedir, ancak bazi
bireyler tan1 konuldugunda net bir sekilde TIDM veya T2DM olarak agik¢a kategorize
edilemezler. TIDM ve T2DM, klinik prezentasyonu ve hastaligin ilerlemesinin 6nemli

Ol¢iide degisebildigi heterojen hastaliklardir (25).



2.1.3. Diyabetin Patofizyolojisi

T1DM, pankreas B-hiicrelerinin T-hiicreler tarafindan tahrip edilmesiyle tanimlanan
ve insiilin eksikligine bagli olarak hiperglisemi ile karakterize edilen bir otoimmiin
bozukluktur. TLDM, ayrica insiiline bagimli diyabet mellitus (IDDM) olarak da bilinir ve
diyabet vakalarmin yaklasik %5-10’unu olusturur (Sekil 1) (26, 27). Geleneksel olarak, bu
diyabet tipinin ¢ocukluk caginda ortaya ¢iktigina inanilmig ve "jlivenil diyabet" olarak
adlandirilmistir. Ancak, vakalarin biiyiik bir kismi hala bu yas grubunda olmasina ragmen,
35 ile 50 yas aras1 yetiskinlerde de yaygin olarak goriilmektedir. Yetigkinlerde goriilen bu
durum, latent otoimmiin diyabet (LADA) olarak adlandirilir ve genellikle B-hiicrelerinin
daha yavas bir kaybu ile karakterizedir (28). T1DM’de B-hiicrelerinin T-hiicre aracili yitkimin
kesin mekanizmasi bilinmemektedir ancak genetik yatkinlik (HLA sinifi alelleri) ve cevresel
faktorler (diyet faktorleri, viral enfeksiyon ve toksinler) biiyiik 6l¢tide rol oynamaktadir.
T1DM’nin semptomatik baslangici ortaya c¢iktiginda B-hiicresinin yaklasik %385’inden

fazlas1 zaten hasarlanmis durumdadir (11).
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Sekil 1. TIDM ve T2DM nin insiilin sinyallesmesinin sematik gosterimi (Dhanya'dan, 30)

T1DM iig evre de incelenir:

Evre 1’de, kisi normoglisemik durumdadir ve en az iki pankreatik otoantikora

sahiptir. Bu evrede otoimmiin belirtecler degiskendir ve kisi asemptomatiktir.

Evre 2, tani kriterleri arasinda iki veya daha fazla pankreatik otoantikorun varligi ve
disglisemi yer alir ancak kisi hala asemptomatik oldugundan bu asama siklikla

atlanmaktadir.



Evre 3, yeni baslayan hiperglisemi, klinik semptomlar ve mevcut otoantikorlarla

karakterizedir (28).

T1DM tanisi1 genellikle kisilerin politiri, polidipsi ve kilo kayb1 yasadiklar iigiincii
evrede konur; hastalarin yaklasik {igte birinde diyabetik ketoasidoz gelismektedir (30).
Bununla birlikte, ilerleyici insiilin eksikligi nedeniyle, siddetli hiperglisemi ve ardindan
ketoasidozun ortaya ¢ikmasiyla beraber bu kisiler yasamlarinin baslangicinda, ortasinda ve
hatta daha sonraki asamalarinda ciddi veya mutlak insiilin eksikligi yasamakta ve

yasamlarini stirdiirebilmek i¢in disaridan insiilin alimina ihtiyag duymaktadirlar (Sekil 1)
(27).

Terminolojide, insiiline bagimli olmayan diyabet (NIDDM) ya da yetiskin
baglangich diyabet olarak da tanimlanan T2DM, diyabet vakalarinin yaklagik %90-95’ini
olusturmaktadir. T2DM, insiilin direnci ve B-hiicre disfonksiyonu ile karakterizedir (27).
Insiilin direnci gesitli hiicresel yolaklarin bozulmasindan kaynaklanir, bu da 6zellikle kas,
karaciger ve yag dokusu gibi periferik dokularda hiicrelerin insiiline kars1 duyarliligi veya
yanitinin azalmasina neden olmaktadir. Hastaligin erken evrelerinde, insiilin duyarliliginin
azalmasi, normoglisemiyi siirdiirmek icin insiilin sekresyonunda telafi edici bir artig
saglamak tizere B-hiicrelerinin asir1 uyarilmasini tetiklemektedir. Boylece dolagimdaki daha
yikksek 1insiilin seviyeleri (hiperinsiilinemi) hipergliseminin 6nlenmesine yardimci
olmaktadir. Ancak zamanla, B-hiicrelerinin artan insiilin iiretimi, insiilin duyarliligindaki
diisiisli tam olarak telafi edemez. Bu durum B-hiicrelerinin fonksiyonunun azalmasina ve
sonugta insiilin eksikligine neden olmaktadir. Bu eksiklik, normoglisemi seviyelerinin
korunamamasina ve hipergliseminin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Insiilin diizeyinin
diismesi durumunda bile diyabetik ketoasidozun olusumunu engellemek i¢in yeterli insiilin
salgilanabilmektedir (31). Ancak diyabetik ketoasidoz, enfeksiyonlar veya diger agir stres
durumlart gibi patofizyolojik senaryolarla iliskilendirilen durumlarla tetiklenmektedir.
Yaygin kullanilan bazi ilaglar, ozellikle sodyum-glukoz ko-transporter-2 (SGLT2)
inhibitorleri, kortikosteroidler ve ikinci nesil antipsikotikler diyabetik ketoasidoz riskini
artirdig1 bilinmektedir (27, 32).
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Sekil 2. TIDM’nin immiinopatogenezi (DiMeglio'dan, 31) A) TIDM gelisimi, antijen sunan
hiicrelerin (APC’ler) B hiicrelerinden elde edilen peptidleri sunmasiyla baslar. Bu otoantijenleri
tasiyan APC’ler, pankreatik lenf diigiimlerine go¢ eder ve burada otoreaktif CD4+ T hiicreleriyle
etkilesime girerler. Bu etkilesim, otoreaktif CD8+ T hiicrelerinin aktivasyonunu tetikler. B) Aktive
edilen CD8+ T hiicreleri pankreas adaciklarina geri doner ve major doku uyumluluk kompleksi sinif
I yiizey molekiilleri {izerinde immiinojenik 6z antijenleri eksprese eden [ hiicrelerini yok ederler. C)
B hiicrelerinin tahribati, dogustan gelen bagisiklik hiicreleri (makrofajlar, dogal dldiiriicii hiicreler
ve ndtrofiller) tarafindan salinan proinflamatuar sitokinler ve reaktif oksijen tiirleri ile daha da
siddetlenir. D) Otoimmiin yanitt etkili bir sekilde baskilayamayan diizenleyici T hiicrelerindeki
kusurlar bu siireci daha da hizlandirir. E) Pankreas lenf diigiimlerinde aktive olan T hiicreleri ayrica
B hiicrelerini uyararak B hiicre proteinlerine karsi otoantikorlar iiretmelerine neden olur. Bu
otoantikorlar dolagima geger ve tip 1 diyabetin tanisinda 6nemli bir biyolojik belirte¢ olarak kabul
edilir.

T2DM, yillar icinde gelisen hafif hiperglisemi ile bile ¢ok yavas ve asemptomatik
olarak ilerlemekte ve bu nedenle hastaligin ileri evrelerinde kilo kaybi, biiytime bozuklugu,
bulanik gorme, poliiiri ve polidipsi gibi siddetli hiperglisemi ile iliskili klasik semptomlar
ortaya ¢ikana kadar biiyiik olgiide teshis edilmemis olarak kalmaktadir. T2DM artan yas,
obezite, ailede diyabet Oykiisii, fiziksel hareketsizlik ve modern yasam tarzlarinin
benimsenmesi ile iliskilendirilmektedir. Obezite, dokularn insiilin direncinin gelisimi
tizerindeki etkisi nedeniyle sistemik glukozun homeostatik diizenlenmesinde 6nemli bir rol

oynamaktadir. Bu nedenle T2DM’li hastalarin pek ¢ogu kilolu veya obezdir (Sekil 3) (33).



Saghksizyasam tarzi
Asiri kalori
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ao/c hiicreleri kiitle fonksiyonu Karaciger ve Kas

t ] | ¢

A 4
.......................................................... HIPERGLISEMI

A

Bobrekte Glikozun Geri Emilimi

Sekil 3. T2DM patofizyolojisinin sematik diyagrami ( Zaccardi'den, 35)

2.1.4. Deneysel Diyabet Modelleri

Bir hastaligin deneysel hayvan modelinin varlig, sadece hastaligin patofizyolojisinin
anlasilmasina degil, aym1 zamanda potansiyel tedavilerin gelistirilmesine de katki
saglamaktadir. Diyabet tizerinde ¢alismak veya antidiyabetik ajanlari test etmek i¢in gesitli
hayvan modelleri gelistirilmistir. Bu modeller, kimyasal, cerrahi (pankreatektomi) ve
genetik manipiilasyonlar gibi ¢esitli yontemlerle diyabeti indiiklemek i¢in kullanilmaktadir.
Alloksan monohidrat, nikotinamid igeren veya igermeyen streptozotosin, ferrik
nitrilotriasetat, ditizona ve anti-insiilin serumu kullanilan diabetojenik ilaglardandir.

Giiniimiizde kullanilan hayvan modelleri sunlardir (Sekil 4) (35):

1. Normoglisemik hayvan modeli
2. Oral glukoz yiikleme hayvan modeli

3. Diyabetin kimyasal indiiksiyonu

(i) Streptozotosin diyabet modeli
(i) Alloksan diyabet modeli
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(iii) Diyabetin ferrik nitrilotriasetat indiiksiyonu

4. Diyabetin cerrahi modeli

5. Genetik modeller

(i) Spontan olarak gelistirilen diyabetik siganlar
(i) Genetik olarak gelistirilen diyabetik fareler

’ Diyabetik Hayvan Modelleri

/ N

’ Genetik modeller ‘ ’ Kimyasalla olugturulan modeller ‘
T1DM T2DM ’ Streptozotosin ‘ ’ Alloksan ‘
A 4 A 4
(i) BB sicanlar (i) ZDF sicanlar

(il) LEW.1AR1-iddm/Ztm sicanlar (ii) Goto-Kakizaki sicanlar
(iii) Obez olmayan diyabetik
fareler

(iv) Akita fareler

Sekil 4. DM’nin hayvan modelleri (Al-Awar'dan, 37)

2.1.5. Streptozotosin Diyabet Modeli

Streptozotosin veya streptozosin (STZ, 2-deoksi-2-(3-metil-3-nitrosotire)-1-D-
glukopiranoz), toprak bakterisi Streptomyces achromogenes fermentasyonlarindan izole
edilen ve genis spektrumlu antibakteriyel 6zellikler gosteren bir bilesiktir. STZ, Cg His N3
O7 molekiiler formiiliine ve 265 g/mol molekiiler agirliga sahip bir nitroziire glukopiranoz
tiirevidir. STZ, pankreasin insiilin iireten B-hiicrelerine sitotoksik bir etki gostermekte ve
etkileri uygulanan doza bagl olarak uygulamadan sonraki 72 saat iginde goriilebilmektedir
(37). Rakieten ve arkadaslar1 1963 yilinda STZ’nin diyabetojenik oldugunu bildirmislerdir
ve 1963 yilindan beri deney hayvanlarinda diyabet indiiksiyonu i¢in en ¢ok tercih edilen
kimyasal ajanlardan biri olmustur. STZ sicanlarda diyabet indiiksiyonu i¢in en yaygin
kullanilan ilaglardan biri olmasina ragmen, kronik deneylerde kullaniminin bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ozellikle yiiksek kan sekeri seviyelerinden kaynaklanan
insiilinoma, bobrek ve karaciger tlimorii insidansina neden olabilmektedir. Bu problemler

STZ’nin onkojenik etkisinden kaynaklanmaktadir (Sekil 5) (35).
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Sekil 5. Beta hiicrelerinde STZ nin etki mekanizmasi (Al-Awar'dan, 37)

2.2. Antioksidanlar

Diyabet vakalarinin pek cogunda ve diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde
oksidatif stres 6nemli rol almaktadir, oksidatif stres ve diyabet arasindaki iliski goz oniine
alindiginda, diyabetli hastalarin sagligini diyet antioksidan takviyeleriyle desteklemek yarar
saglamaktadir (11). Antioksidanlar, serbest radikallerin ve oksidanlarin etkisini engelleyen,
azaltan, geciktiren ve/veya tamamen temizleyen ve viicudu oksidatif hasardan koruyan
molekiillerdir (38). Bu molekiiller yiiksek etkinlige sahiptir ve baslica {i¢ mekanizma ile

serbest radikal kaynakli oksidatif strese karsi savunma saglamaktadirlar (11) :

1. ROS siipiiriicii ajan; ROS’un azalmasini kolaylastirir,

2. Selatlama ajani; metalleri kompleks haline getirerek serbest radikal olusumunu
engeller,

3. Fenolik ajan; protonlar1 serbest radikallerle degistirerek yayilma reaksiyonunu

onler.

Bir antioksidanin saglik iizerindeki etkisi, sistemik biyoyararlanimina, belirli organ
bolgelerine iletilen bilesigin konsantrasyonuna ve bu antioksidanin beklenen islevi yerine

getirip getiremeyecegine baglidir (39).
2.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Insan viicudu, olusan reaktif tiirleri ndtralize eden bir enzim piline sahiptir. Viicut
oksidatif strese maruz kaldiginda SOD, CAT ve GPx gibi enzimler ilk antioksidan savunma

hattin1 olusturmaktadir. Bu enzimlerin olusumu ve/veya etkinligi i¢in selenyum, bakir,
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manganez ve ¢inko olmak iizere bircok temel mineral gereklidir. Bu nedenle, bu mineralleri
saglayan besinler yetersizse, serbest radikallere karsi enzimatik savunmalar Yyetersiz

kalmaktadir (40).

SOD (EC 1.15.1.11) esas olarak viicuttaki her hiicrede bulunan endojen bir hiicre i¢i
enzimdir. SOD, Oz nin H202’ye gegisini katalize eder. Ayrica SOD, aktif merkezinde bakir
ve ¢inko, bazen demir ve manganez bulunduran bir metalloenzimdir ve hiicrelerin oksidatif

hasara kars1 korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (41).

CAT (EC 1.11.1.6), cogu hiicrede mevcuttur ve esas olarak memeli hiicrelerin
peroksizomlarinda bulunan bir enzimdir. CAT, H2O2’nin H20 ve O2’ye ayrigmasini katalize
etmektedir. CAT, H20, konsantrasyonuna bagli olarak iki enzimatik aktiviteye sahiptir.
H20: konsantrasyonu yiiksek ise, CAT katalitik davranmakta, yani H20 ve Oz olusturarak
H202’yi gidermektedir. Bununla birlikte, diisiik bir H20, konsantrasyonunda substratini

oksitleyerek peroksik olarak hareket etmektedir (39).

GPx (EC 1.11.1.9) hem sitozolde hem de mitokondride bulunmaktadir. GPx,
glutatyonu kofaktor olarak kullanarak H>O> ve lipid hidroperoksitlerin H2O ve lipid alkollere

indirgenmesini katalize etmektedir (42).
2.2.2. Alfa-Lipoik Asit

Alfa-lipoik asit (ALA), 1,2-ditiolan-3-pentanoik asit veya tioktik asit olarak da
bilinen, mitokondride yaygin olarak bulunan ve enzimatik fonksiyonlarda kofaktor gorevi
goren kaprilik asit tiirevi bir antioksidandir. ALA, 1951°de Reed (43) tarafindan bir asetat
degistirme faktorii olarak izole edilmistir. Tlk klinik kullanim1 1959°da 6liim kapagi mantar1
olarak da bilinen Amanita phalloides’in neden oldugu akut zehirlenmenin tedavisine
dayanmaktadir. ALA bitkiler, hayvanlar ve insanlardan iiretilen ve dogada bulunan bir
organosiilfiir bilesigidir. Krebs dongiisiinde, hiicre icin enerji iiretiminde yer alan bazi
enzimatik kompleksler i¢in bir kofaktdr olarak gorev yaparak ¢esitli kimyasal reaksiyonlarda
onemli roller oynamaktadir. Ayrica proteinlerle kovalent baglar olusturur ve terapotik
potansiyele sahiptir (44). ALA antioksidan ve terapétik potansiyeli nedeniyle evrensel bir
antioksidan olarak kabul edilmektedir. ALA bir dizi hiicresel etkiye sahiptir. Giiglii bir
antioksidan olarak islev goriirken ayni zamanda bir metal selatorii ve hiicresel sinyal

yolaklarinin aracisidir (45).
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2.2.2.1. Alfa-Lipoik Asitin Yapisi

ALA tek bir kiral merkeze sahip olup birbirinin ayna goriintiisii olarak kabul edilen
S ve R enantiyomerleri olarak adlandirilan iki konfigiirasyona sahiptir (Sekil 6). Hem S hem
de R enantiyomerleri ALA’da esit olarak bulunmaktadir. Ancak R izomerik formu dogal
olarak bulunurken, S izomeri kimyasal iglemlerle hazirlanmakta yani sentetiktir. Gidalar, R
enantiyomerinin dogal bir kaynagidir ve canli organizmalarin iginde proteinlerle kovalent
baglar olusturarak dogal olarak {iretilmektedir. ALA dogada R enantiyomeri olarak

bulunurken, sentetik takviyeler R ve S formlarinin rasemik bir bilesiminden olusmaktadir

(46).

0 N7

g -~ Domates Ispanak

R-a-lipoik asit :

0 Patates Et
Q-"\/\}\OH ?
. -

S-a-lipoik asit Brokoli Pancar

Sekil 6. ALA’nin optik izomerlerinin kimyasal yapisi ve dogal kaynaklar1 (Salehi'den, 48)

2.2.2.2. Alfa-Lipoik Asitin Metabolizmasi

ALA’nin plazma ve insan hiicrelerindeki miktari, diyet yoluyla alinmadig: siirece
viicut ihtiyaglarint karsilamak icin yeterli degildir. ALA’nin diyet yoluyla agizdan alimi,
viicudun enerji thtiyacini karsilamak i¢in miktarini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir. Caligmalar,
aclik sirasinda hem R hem de S izomerlerinin karisiminin agiz yoluyla alindiginda ALA
emiliminde %40’lik bir artis oldugunu, gida kaynaklari yoluyla alindiginda ise %20’lik bir
azalma meydana geldigini gostermektedir. ALA R- izomerinin etkinligi, plazmada daha
fazla stabilite gdstermekte ve uygun sekilde emilmektedir. ALA’nin biyoyararlaniminin gida

alimindan sonra biiyiik 6l¢iide azaldigi ve ALA’nin yemekten en az iki saat sonra veya daha
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once alinmasi seklinde tiiketilmesi Onerilmistir. Bununla birlikte, ALA uygulamasindan en

az 30 dakika sonra yemek yemenin tavsiye edildigi belirtilmistir (48).

Diyetteki ALA kaynaklari et ile birlikte daha az miktarlarda meyve ve sebzelerdir.
ALA, hayvanlarda kirmiz1 et, bobrek, karaciger ve kalpte bulunurken bitkilerde 1spanak,
domates, brokoli, briiksel lahanasi, bezelye, patates ve piring kepeginde bol miktarda
bulunmaktadir (Sekil 6). Ispanagin en yiiksek proteine bagli ALA igerigine sahip oldugu ve
brokolinin ALA konsantrasyonu bakimindan hayvan dokularindaki kadar yogun oldugu

bulunmustur (45).

Diyetle birlikte alinan ALA’nin %93 ve daha fazlasi ince bagirsaktan hizla emilerek
karacigere ulagsmaktadir. Karacigerde ALA, hiicre iginde DHLA formuna indirgenmektedir.
ALA ve DHLA karacigerde mitokondriyal B-oksidasyon yoluyla metabolize edilmektedir.
Sicanlarda ve insanlarda ALA esas olarak metabolitler halinde idrarla atilmaktadir ve bu
atilmin baskin formu 4,6 bismetilmerkaptoheksanoik asittir. Sicanlarda, oral yolla

uygulanan radyoaktif isaretli ALA’nin yaklasik olarak %80°1 idrarda bulunmustur (49).
2.2.2.3. Alfa-Lipoik Asitin Antioksidan Ozellikleri

ALA dogal antioksidanlar arasinda pek ¢ok gereksinimi karsilama kabiliyeti
acisindan benzersizdir. Bu 6zelligi ALA’y1 oksidatif hasarla iliskili bir dizi patolojik durum
icin potansiyel olarak oldukca etkili bir terapdtik ajan haline getirmektedir. Hiicreler, ROS
tretimi ve uzaklastirilmasi arasindaki denge bozuldugunda oksidatif strese maruz
kalmaktadir. Oksidatif stres durumunda, hiicreler oksidan etkileri nétralize etmek ve kritik
homeostatik parametreleri sifirlayarak redoks dengesini yeniden saglamak igin yanit
vermektedir. Hiicreler oksidatif hasardan korunmak icin serbest radikallerle savasabilen,
sonuglari etkisiz hale getiren ve hiicresel modifikasyon siireclerini yavaslatabilen
mekanizmalara sahiptir. Bu alanda son nesil antioksidanlar arasinda ALA ve DHLA
hidroksil radikalleri, hipoklor6z asit, singlet oksijen ve peroksil radikalleri gibi ROS ve
nitrojen tiirlerini temizleyici isleve sahiptir. Ayrica her ikisi de bir¢cok maddenin
oksidasyonundan sorumlu demir, bakir ve diger gecis metallerini selatlamaktadir (Sekil 7).
ALA agir metal detoksifikasyonunda da rol almaktadir. ALA kararli kompleksler
olusturmak i¢in bu metalleri baglamaktadir. Ayrica bakir tarafindan katalize edilen askorbik
asidin oksidasyonunu Onleyebilmekte ve bakir tarafindan katalize edilen lipid

peroksidasyonunu inhibe edebilmektedir. Ayni1 zamanda E vitamini ve askorbik asit gibi
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antioksidanlar1 radikal formlariyla yeniden iiretimini saglayarak hiicrenin antioksidan

kapasitesini korumaktadir (50).

Glutatyon (GSH), serbest radikaller, agir metaller ve lipid peroksitler gibi ROS
tiirlerinin neden oldugu c¢esitli hiicresel bilesenlerdeki yaralanmalar1 ve hasarlar1 6nleyebilen
bir antioksidandir. ALA’nin temel 6zelliklerinden biri de GSH ile etkilesimi ve endojen
GSH’1 geri doniistiirme kabiliyetidir. GSH seviyelerinin azaldig1 yasl sicanlarda damardan
ALA (40 mg/kg) verilmesi hem kalp hem de beyindeki doku GSH seviyelerini geri
kazandirdigi sonucuna ulagsmislardir (Sekil 7) (51).
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Oksidatif hasardan = =) | Metal selasyonu
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Sekil 7. ALA’nin biyolojik 6zellikleri (Tibullo'dan, 51) A) ALA, glukoz alimini uyaran insiilini
taklit eder. ALA, hiicre i¢indeki tirozin kinazi baglar. ALA ayrica reseptor tirozin kinazlarin
aktivasyonundan bagimsiz olabilen MAPK (mitogenle aktive olan protein kinaz) ve NF-kB
(niikleer faktor kappa B) aktivitelerini modiile edebilir. B) ALA, G protein reseptorlerine
baglanir ve bu da ATP’den cAMP iiretebilen Adenilat siklazin (AC) aktivasyonuna yol agar.
C) ALA pek ¢ok antioksidan 6zellik gosterir: endojen antioksidanlar eski haline getirmek
(GSH’yi geri doniistiirmek); oksidatif hasardan korumak i¢in (ROS ve NOS’un siipiiriicii
aktivitesi); ve metal selasyonu

Nrf2/Keapl yolu, hem normal hem de oksidatif stres kosullarinda hiicresel
homeostazi diizenleyen ana yollardan birisidir. Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2) antioksidan tepkisinin “ana diizenleyicisi” olarak bilinmekte ve yaklasik 100 genin

isleyisini kontrol ederek hiicrenin sagligin1 korumaya yardimci olmaktadir. Nrf2 proteini
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serbest radikallerin metabolizmasindan, transkripsiyonel diizenlemeye, biiyiime
faktorlerinden, proteazom islevine, toksik madde tasinmasindan, DNA hasarinin

taninmasina kadar pek ¢ok hiicresel siire¢te 6nemli rol oynamaktadir (52).

Nrf2 normal fizyolojik kosullar altinda genellikle aktin bagli inhibitér protein olan
Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) ile birlikte sitozolde bagli halde
bulunmaktadir. Keap1 Nrf2’nin sitoplazmada kalmasin1 saglayan bir protein olup, Nrf2’nin
¢ekirdek igine gecisini ve antioksidan ile detoksifikasyon genlerinin ekspresyonunu
diizenlemesini engellemektedir. Oksidatif stres kosullarinda Keap1’in yapist bozulmakta ve
Nrf2 serbest kalmaktadir. Serbest kalan Nrf2, cekirdege tasinmakta ve Maf proteini
(muskuloapondrotik  fibrosarkom onkogen familyasi) ile heterodimerize bir yapi
olusturmaktadir. Nrf2-Maf heterodimeri antioksidan genlerin promotdr bolgesinde yer alan
ARE (Antioxidant Response Element) ad1 verilen 6zel DNA dizisine baglanmaktadir. ARE
dizisi, antioksidan enzimleri ve detoksifikasyon enzimlerinin gen ifadesini tetiklemektedir.
Bu genler, oksidatif stres sonucu olusan zararli maddeleri notralize ederek hiicreyi

korumaktadir (53).

ALA, Nrf2 bozunmasimi durdurmak ve Keapl’in yeni sentezlenen Nrf2’ye
baglanmasini 6nlemek i¢in Keapl dimerindeki kritik tiyolleri oksitleyebilmektedir. ALA
Nrf2’nin fosforilasyonuna neden olan protein kinaz sinyal yollarini aktive ederek Nrf2’nin
Keapl’den ayrilmasina neden olmaktadir. Nrf2 daha sonra cekirdege yerlesip ARE’ye
baglanarak Faz II detoksifikasyon yaniti igin genlerin transkripsiyonunu tesvik
edebilmektedir (Sekil 8). ALA Nrf2 yolagini aktive ederek antioksidan ve hiicresel koruma
saglayan genlerin ifadesini artirmaktadir. Bu yolak, ALA’nin oksidatif stresin neden oldugu
hasarlar1 Oonlemede ve metabolik hastaliklar, diyabet ve noérodejeneratif hastaliklarda

koruyucu etkiler gostermesinin temel mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektedir (54).
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Sekil 8. ALA’nin Nrf2 aracili transkripsiyon yoluyla Faz II genlerinin indiiksiyonu i¢in
onerilen etki mekanizmasi (Shay'dan, 55)

2.2.3. Kuersetin

Kuersetin (3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavon), Mese Ormani1 anlamina gelen Latince
“Quercetum” kelimesinden tiireyen ve insan viicudunda iiretilemeyen bir flavonol tiriidiir
(55). Bioflavonoidler ilk olarak 1938 yilinda Albert Szent Gyoygyi tarafindan kesfedilmistir.
Flavonol, flavon, flavanon, izoflavon ve antosiyanin olarak smiflandirilan flavonoidler
serbest radikalleri yok eden dogal antioksidanlardir. Cigeklerin, meyvelerin ve yapraklarin

renklerinden baslica sorumlu olan 5000°den fazla flavonoid ¢esidi tanimlanmistir (29).

Kuersetin, turunggiller, yesil yaprakli sebzeler, tohumlar, ¢igekler, karabugday, agac
kabuklari, brokoli, findik, zeytin, sogan, elma, yesil ¢ay, kirmiz1 iiziim ve meyvelerde en bol
bulunan ve kapsamli olarak arastirilan diyet flavonollerinden birisidir (Sekil 8). Bir aglikon
olan kuersetin tipik olarak meyve ve sebzelerde kuersetin glukozit, kuersetin glukuronid,
kuersetin rutinozit gibi glikokonjugatlar seklinde bulunmaktadir. Sar1 renklidir ve soguk
suda ¢Oziinmez, sicak suda zayif, alkol ve yagda ise iyi ¢Ozlniirliige sahiptir (29).
Kuersetin’in stabilitesi sicaklik, pH degeri, oksijen konsantrasyonu, diger antioksidanlarin
konsantrasyonu ve metal iyonlarmin varligindan etkilenmektedir. Bu nedenle gidanin

islenmesi ve depolanmasi sirasinda kimyasal degisikliklere ugramaktadir (56).
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Kuersetinin obezite oOnleyici, antidiyabetik, antibakteriyel, anti-inflamatuar ve
Siddetli Akut Solunum Yolu Sendromu Coronaviriis-2 (SARS-CoV-2) ve Influenza
viriistine kars1 antiviral dzelliklere sahip oldugunu iddia eden ¢alismalar mevcuttur (29, 57).
Bu ozelliklerin ¢ogu, glikasyonun tiirii, sayis1 ve konumuna gore degisen iyi bilinen
antioksidan potansiyeli ile gii¢lii bir sekilde iligkilidir. Giiglii bir antioksidan olan kuersetin,
ya ROS’u temizleyerek ya da endojen antioksidan savunmalarini artirarak aktivite

gostermektedir (29).
2.2.3.1. Kuersetinin Yapisi

Genis bir bitki bilesikleri ailesi olan flavonoidler, ii¢ halkali bir molekiile bagh
hidroksil [OH] gruplarindan olusan benzer bir flavon omurgasina sahiptir. Temel yapilar1 A
ve B adi verilen iki aromatik halka ve bu iki halkay1 birlestiren C ad1 verilen heterosiklik
halkadan olusmaktadir (Sekil 9). Kapali formiilii C1sH10O7 olan kuersetin 3,5,7,3 ve 4’
pozisyonlarinda -OH grubuna sahip oldugu i¢in 3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavon olarakta
bilinmektedir (58).

Mango

Sekil 9. Kuersetinin kimyasal yapisi ve dogal kaynaklari (Shi'den, 61)
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2.2.3.2. Kuersetinin Metabolizmasi

Flavonoidlerin  emilimi i¢in  bagirsak mikrobiyotasinin  6nemli  oldugu
belirtilmektedir (58). Bagirsak mikrobiyotasinda kuersetinin pek ¢ok bakteri (Eubacterium
ramulus, Clostridium orbiscindens, Eubacterium oxidoreducens, Butyrovibrio spp.)
tarafindan parcalandigi bildirilmistir (60, 61). Kuersetin, 3,4-dihidroksifenilasetik asit, 3-(3-
hidroksifenil) propiyonik asit, 3,4-dihidroksibenzoik asit ve 4-hidroksibenzoik asit gibi
kolayca emilebilen diisiik molekiiler agirlikli fenolik bilesiklere dontismektedir (61).

Kuersetin tiiketildikten sonra bagirsakta emilmekte ve ardindan ince bagirsak, kolon,
karaciger ve bobrek dahil olmak {izere gesitli organlarda metabolize edilmektedir. Kuersetin
metabolitleri dolasim sisteminde metillenmis, siilfatlanmis ve glukuronlanmis tiirevlere

konjuge olmakta ve sonunda safra, idrar ve feges yoluyla atilmaktadir (62).
2.2.3.4. Kuersetinin Antioksidan Ozellikleri

Oksidatif stres, oksidatif hasarda bir artisa yol agabilir ve bu durum asir1 serbest
radikal tiretimine ve endojen antioksidan savunma sisteminin bozulmasina neden olmaktadir
(62). Serbest radikalleri ve reaktif tiirevleri ortadan kaldirma ve dolayisiyla oksidatif stresi
ve buna bagli hasar1 azaltabilmelerinden 6tiirii, ekzojen antioksidanlar onerilmektedir (58).
Kuersetin, diyetle alinan 6nemli ekzojen antioksidanlardan birisidir (62). Kuersetinin
antioksidan aktivitesi esas olarak cevresel ve toksikolojik faktorlerin neden oldugu GSH,
enzimatik aktivite, sinyal iletim yollar1 ve ROS iizerindeki etkisi ile kendini gdstermektedir.
Kuersetin, oksidatif dengeyi koruyarak gii¢lii bir antioksidan aktivite gostermektedir.
Cevresel faktorler ROS iiretimini artirmaktadir. Mitokondriyal elektron tagima zinciri (mito
ETC), hiicre i¢i ROS iiretiminin bir bagka saglam kaynagidir. Kuersetin, enzim aracili ve
enzime bagimli olmayan antioksidan savunma sistemini diizenleyebilmektedir. Ayrica
ROS’un neden oldugu NRFB, AMPK (AMP ile aktive edilen protein kinaz) ve MAPK gibi
sinyal yollarin1 antioksidan savunma sistemini tesvik etmek ve oksidatif dengeyi korumak

i¢in diizenlemektedir (63).

Kuersetin, GSH seviyelerini diizenleyerek viicudun antioksidan kapasitesini
artirmaktadir. Bunun nedeni, viicutta serbest oksijen radikalleri iiretildiginde, SOD hizla Oo-
yakalayip onu H202’ye doniistiirmesidir. Bu enzim ayrica H2O2’nin toksik olmayan H20’ya
ayrismasinit da katalize etmektedir. Bu reaksiyon, bir hidrojen donorii olarak GSH’yi
gerektirmektedir. Hayvan ve hiicre ¢aligmalari, kuersetinin GSH sentezini indiikledigini

bulmustur (Sekil 10) (64).
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Kuersetinin yan fenil halkasindaki —OH gruplari, iki enzimin aktif bolgesindeki
Oonemli amino asit kalintilarina baglanmaktadir. Bu sekilde, oksidatif 6zelliklerle iligkili
anahtar enzimler olan asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE)’ye kars1 daha

giiclii bir inhibitor etkiye sahiptir (65, 66).
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Sekil 10. Kuersetinin antioksidan aktivitesinin temel prensibi (Xu'dan, 65)
2.3. Diyafram

Solunum fizyolojisi ve diyafram tizerine yapilan ilk arastirmalar antik ¢ag donemine
dayanmaktadir. Eski Yunan doneminde diyafram bir anatomik yap1 olarak tanimlanmuistir.
Bu dénemde yasamus filozoflardan Herophilus ve Erasistratus (MO 340), ilk defa diyaframin
bir solunum kasi oldugunu belirtmislerdir. Bu teori pek c¢ok bilim insani tarafindan
incelenmis ve Galen’in (MS 131-120) calismalar1 sayesinde evrensel olarak kabul edilmistir
(6). Diyafram, Yunancada dia- “arada”, -phragma “¢it” anlamina gelen karin ile gégiis
bosluklari arasinda ayirict yap1 olarak gorev yapan muskiiloaponérotik bir yapidir (67).
Yetiskinlerde diyafram viicut agirhiginin %0.5’inden daha azini temsil etmektedir ancak

kalpten sonra insan viicudundaki en 6nemli kas olarak nitelendirilmektedir (68).
2.3.1. Diyafram Anatomisi

Diyafram (diyafragma), gogiis boslugu ile karin boslugunu birbirinden ayiran, 250
cm? yiizey alanina sahip bir kubbe ile drtiilmiis eliptik silindirik bir yapidadir. Inspirasyon
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sirasinda gogiis hacmini artiran en Onemli ¢izgili kastir. Diyafram, merkezi kontraktil
olmayan bir tendonla bagl kostal ve krural diyafram olmak tizere iki ana kas kismindan
olusmaktadir. Ayrica, sternal kisminda kiigiik bir kas yapist bulunmaktadir (69). Sag
hemidiyafram, soldan daha yiiksek olacak sekilde karin {izerinde kavis yapmaktadir. Kubbe
seklindeki i¢biikey kisim, diyaframin altinda bulunan karaciger ve dalagin alt kaburgalar ve
gogiis duvar tarafindan korunmasimi saglamaktadir. Cesitli anatomik yapilara sahip
diyaframin kaudal ve kraniyal goriiniimleri Sekil 11 ve 12’de gosterilmistir. Diyaframin
kostal ve krural kisimlar1 farkli embriyolojik kdkenlere, segmental innervasyona ve islevsel
ozelliklere sahiptir. Diyaframin krural (lumbar) kismi omurga boyunca sag ve sol kruray1

olusturur ve diyaframin en giiglii kismidir (67).

Diyafram oldukg¢a zengin bir kan kaynagina sahiptir. Ana kan akimi perikardio-
frenik, muskulofrenik, superior ve inferior frenik ve interkostal arterlerden saglanmaktadir.
Diyaframin torasik ve abdominal yiizeyleri, kan damarlarina eslik eden zengin bir lenfatik
sisteme sahiptir. Diyaframin karin tarafindaki lenfatik damarlar kan damarlarina paralel
olarak dagilmaktadir. Sag ve sol lateral lenfatik sistemler frenik sinirler boyunca

uzanmaktadir (67).

Motor ve duyusal innervasyonlar, frenik sinir ve altinct veya yedinci interkostal
sinirler tarafindan saglanmaktadir. Diyaframin kasli kismi1 ana motor innervasyonunu frenik
sinir yoluyla almaktadir. Sag ve sol frenik sinirler servikal pleksustan kaynaklanmakta ve
diyafram boyunca kraniokaudal bir yol izleyip akcigerlerin hilusunun 6niinden gegerek
perikardiyal dallar sagladiklar1 perikardiyofrenik arter ve venler ile birlikte perikarda
baglanmaktadir. Frenik sinirler diyaframin torasik tarafinda dallar vermektedir. Sag ve sol
frenik sinirler diyaframi gectikten sonra anteromedial olarak sternuma, anterolateral olarak
kostal diyafragmaya ve posteromedial olarak krural diyafragmaya dallanmaktadir. Sol frenik
sinir ayrica 6zofagus hiatusundan peritona ve birkag iist abdominal organa gegmektedir. Bu
diyafragmatik dallar, diyafragmatik plevranin ¢ikarilmasindan sonra bile her zaman

dogrudan goriilemez ¢iinkii dallar diyafragma kasinin i¢ine uzanmaktadir (67).
2.3.2. Diyafram Fizyolojisi ve Diyaframin Solunumdaki Rolii
Diyaframin iki temel fizyolojik islevi vardir:

1. Solunumu desteklemek,
2. Ozofagus bosalmasi, antireflii bariyer ve emezis dahil olmak iizere gastrodzofageal
islevleri desteklemektir (67).
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Sekil 11. Diyaframin gogiisten goriiniisii (Anraku'dan, 69)

& Sternokostal ticgen
Sag Sag frenik sinir B ol frenik sinir Sol
anterior dali anterior dali

Diyafram santral tendon
Inferior vena kava _A8
Sol frenik sinir

Sol Inferior frenik

Sag frenik sinir arterin anterior dal

anterior dali
Ozafagus
Sol dal

Sag frenik sinir
posterior dali

Lumbokostal tiggen

Colyak
trunkus Medyan arkuat
ligament
Lateral arkuat ligament Sol krus
Torasik duktus

Sag
Psoas kast kg

Kuadratus
lumborum kasi

Sekil 12. Diyaframin karindan goriiniisii (Anraku'dan, 69)

23



Diyaframin kostal kismi esas olarak solunumu (6zellikle inspirasyon sirasinda)
desteklerken, diyaframin krural kismi gastrointestinal fonksiyonlar i¢in dnemli bir role
sahiptir. Hapsirma, oksiirme, glilme, aglama ve idrar ya da diskinin disar1 atilmasi gibi
herhangi bir bosaltim eyleminden 6nce derin bir inspirasyon yapilarak diyaframdan ek gii¢
saglanmaktadir. Diyafram ayrica torasik ve abdominal organlara anatomik stabilite

saglamaktadir (67).

Saglikli bireylerde, diyafram solunum islevinden birincil derecede gorev alan,
toplam islevin %70’inden ve istirahat halindeki tidal hacmin %40’indan sorumlu solunum
kasidir (6). Diyafram, normal ve akciger hastaligi olan bireylerde solunum isinin ¢ogundan
sorumludur. Diyafram disindaki tiim solunum kaslarinin felci genellikle solunum yetmezligi
ile sonu¢lanmazken, bilateral diyafram felci genellikle karbondioksit retansiyonuna ve

solunum yetmezligine neden olmaktadir (69).

Diyafram inspirasyon mekanizmasi ii¢ ana sekilde calisarak goglis kafesini
genisletmekte ve akcigerlere hava girmesine yardimci olmaktadir. Ilk olarak, diyafram kas
lifleri kasildik¢a asagi dogru kisalmakta ve diyaframin kubbesini diizlestirerek gogiis
boslugunu genisletmektedir. Boylece bir piston gibi hareket ederek hava girisi
saglanmaktadir. ikinci olarak, inspirasyon sirasinda diyafram kaslari, karin organlarini asag1
dogru iterek karin i¢i basimcini artirmaktadir. Bu yiiksek basing, diyaframin alt kisminda
bulunan kaburgalar1 disar1 dogru iterek gogiis kafesinin genislemesine neden olmaktadir.
Son olarak, diyaframin kasilmasi ve karin organlarinin asagi dogru hareketi, bir dayanak
noktas1 olusturmaktadir. Bu dayanak noktasi, alt kaburgalara yukar1 ve disar1 dogru kuvvet
uygularak gogiis kafesinin daha da genislemesine katki saglamaktadir. Bu {i¢ mekanizma

birlikte ¢alisarak diyaframin inspirasyon islevini yerine getirmesini saglamaktadir (67, 70).

Diyaframin kostal kismi1 solunum eyleminin, 6zellikle de inspirasyon fazinin ana kas
sistemidir. Nefes almak, tipki kalp atis1 gibi bir dayaniklilik isidir bu nedenle diyafram omiir
boyu tekrarlayan bir sekilde kasilmaktadir. Diyaframin kas lifleri, bu yorucu goreve ideal
bir sekilde uyum saglayacak sekildedir. Yetigskin insan diyaframindaki kas liflerinin %55’
yorgunluga kars1 oldukca direngli olan tip I, yavas kasilan liflerden olugmaktadir. Bu lifler,
normal solunum sirasinda temel is yiikiinii tasimaktadir (67). Geriye kalan kas lifleri ise tip
II, hizli kasilan ve yorgunluga karsi hassas olan liflerdir. Tip Il liflerin %21°i IIA, hizl
oksidatif lifler ve %24’ 1B, hizli glikolitik liflerdir (71). Hizli kasilan tip II kas lifleri,

solunum hiz1 arttiginda devreye girerek daha yiiksek giic iiretimine katkida bulunmaktadir.
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Diyaframin kas lifleri, tip I liflerin yiiksek dayanikliligi ve tip II liflerin ani gii¢ iiretme
yetenegi sayesinde, solunum fonksiyonunun her iki gereksinimini de karsilamaktadir.

Boylece diyafram 6miir boyu gérevini sorunsuz bir sekilde yerine getirebilmektedir. (72).

Diyafram kubbe seklindeki kas lifleri ile gevrili eliptik bir silindir seklindedir. Bu
Ozel yapi, akcigerleri sisirmek icin gogiis boslugunun hacmini genisletme yetenegi
kazandirmaktadir. Dinlenme durumunda diyafram karin bosluguna dogru kivrilarak kubbe
seklini almaktadir. Diyafram kasi inspirasyon sirasinda aktif hale gelmekte ve kasilmasiyla
birlikte karin duvarini disa dogru iterek diyaframin asagi dogru hareket etmesine neden
olmaktadir (69). Derin inspirasyon sirasinda diyaframin kubbesi her iki taraftan da asagi
dogru hareket ederek neredeyse diiz bir hale gelmektedir. Bu hareket, merkezi tendon
tizerinde kaudale dogru ve 7 ila 12. kostalar ve omurga (krural kisim) tizerinde sefalik bir

kuvvet olusturmaktadir (67).

Diyafram kaslari, istemli ve otonom sinirler tarafindan frenik sinirler araciligiyla
kontrol edilmektedir. Diyafram, elastik direngli kuvvetlere kars1 kasilmakta ve akcigerler ile
gogiis duvarmin geri tepme kuvvetlerine kars1 denge saglayarak her gevseme sonrasinda
sabit bir dinlenme pozisyonuna geri donmektedir. Dolayisiyla ekspirasyon iki sekilde
gerceklesmektedir. Birincisi gogiis duvarlarinin elastik geri tepmesi: Diyafram gevsediginde
gogls duvari, dogal elastikiyeti sayesinde geri ¢ekilerek akcigerlerden havayi disar1 dogru
itmektedir. Ikincisi karin kaslarinin hareketi: Diyafram gevserken karmn kaslar1 kasilarak
karm i¢ organlarini yukar1 dogru itmektedir. Bu da akcigerleri sikistirarak havanin disari

atilmasini saglamaktadir (67).
2.4. Sinir-Kas Kavsagi

Sinirler ve kaslar arasindaki iletisimi saglayan 6zel bir baglanti noktasi olan sinir-kas
kavsagi, elektrik sinyallerinin kas liflerine iletilmesinden sorumlu kimyasal sinapstir. Tiim
kimyasal sinapslarda oldugu gibi sinir kas kavsagi presinaptik membran, sinaptik aralik ve

postsinaptik membran olmak tizere ii¢ bolgeden olusmaktadir (73).

Presinaptik membranda bir norotransmitter olan asetilkolini (ACh) depolamak,
serbest birakmak ve almak igin ¢ok sayida sinaptik vezikiiller (yaklasik 300.000)
bulunmaktadir (74). Vezikiiller, néromiiskiiler iletimin basladigi ve elektron mikroskobunda
daha kalin ve koyu goriinmekte olup aktif zonda ekzositoza hazir sekilde bulunmaktadir.
Cizgili kas1 innerve eden motor néronun uyarilmasi ile akson terminaline ulasan aksiyon

potansiyeli membrandaki P/Q tipi voltaj kapili kalsiyum kanallarinin (VGCC) agilmasini ve
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Ca*?un sinaptik araliktan presinaptik bolgeye girisini saglamaktadir (75). Bu enzimlerin
fosforilasyonu vezikiillerin hiicre iskeletinden ayrilmasini ve aktif zonlara yaklagsmasini
saglamaktadir. Sonunda, vezikiiller ekzositoz ile yaklasik 10.000 ACh molekiiliinii sinaptik
aralia bosaltmaktadir. Bu molekiiller, postsinaptik membranda bulunan nikotinik

asetilkolin reseptorlerine (NAChR) baglanarak kasin kasilmasini tetiklemektedir (76).

ACh molekiillerinin yayildig1 pre- ve postsinaptik membranlar arasinda bulunan
sinaptik aralik kollajen ve glikoproteinlerden zengin bir hiicre dis1 siv1 ile doludur. ACh
molekiilleri sinaptik araliga salindiginda bu mesafeyi difiizyonla gecerek postsinaptik
membranda bulunan reseptorlerine baglanmaktadir. Ancak sinaptik aralik sadece bir gecis
noktast degildirr. Hem normal hem de patolojik durumlarda pre- ve postsinaptik
membranlarin  mimarisini ve fizyolojik rollerini belirleyerek sinir kas kavsaginin

innervasyonunda, gelisiminde ve rejenerasyonunda kritik bir rol oynamaktadir (77).

Postsinaptik bolge baglant1 kivrimlar1 adi verilen 6zel yapilardan olusmaktadir. Bu
kivrimlar, postsinaptik zar alanini ve sinaptik boslugun hacmini genisleterek ACh’nin
reseptOrlere ulagsmasini kolaylastirmaktadir (Sekil 13). Kavsak sarkoplazmasi, sinaptik
boslugu doldurarak postsinaptik bolgenin metabolik ve yapisal ihtiyaclarini karsilamak igin
gerekli olan mitokondri, golgi aygiti ve ara filamentler gibi gerekli hiicresel yapilari
barindirmaktadir. Baglanti kivrimlarinin terminal genislemeleri (tepeleri) a, 3, v, 6 ve € alt
birimlerine sahip pentamerik iyon kanallar1 olan nAChR’1 ile doludur. Postsinaptik zara
ulasan ACh, nAChR’leri aktive ederek lokal bir depolarizasyon potansiyeli meydana
getirmektedir. Normal fizyolojik kosullar altinda nAChR, CI™ iyonlarina kars1 gecirimsizdir
ancak Na" ve K* iyonlarma ve daha az 6lciide Ca*? ve Mg*? iyonlarm gegisine izin
vermektedir. Bununla birlikte, nAChR’lerden gegen akimin biiyikligi ve yonii, zar
potansiyeline baglidir. Bu akim, noral hiicre adezyon molekiilii ile birlikte baglanti
kivrimlarinin oluklarinda yogunlasan voltaj kapili sodyum kanallarint (VGSC) aktive

etmektedir (Sekil 14) (73).
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Sekil 14. Kas kasilmasina dogru asagi yondeki olaylar dizisini aktive eden sinaptik
sinyallesmeyle iligkili hiicresel olaylar dizisi (Mukund'dan, 75)
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2.4.1. Cizgili Kasta Uyarilma-Kasilma Baglantis

Kas kasilmasi, hizli sodyum kanallarmin (postsinaptik voltaj kanallari, SCN4A)
aktivasyonu ile baglar ve kas lifine iletilen bir aksiyon potansiyeli olusturarak kasilma
mekanizmasini tetiklemektedir. Bu siireg, T-tiibiiller ve sarkoplazmik retikiiller olmak tizere
iki membrandz yapi arasindaki tiglii kavsak (triad) olarak adlandirilan baglanti noktasinda
gerceklesmektedir (Sekil 15). iletilen sinir aksiyon potansiyeli, T-tiibiillerindeki voltaj kapili
bir Ca*? kanali (VGCC L-Tipi) olan dihidropiridin reseptoriinii (DHPR) depolarize
etmektedir. Ardindan ryanodin reseptorleri (RYR, kalsiyum salinim kanallar1) araciligiyla
sarkoplazmik retikulum terminal sisternalarindan biiyiik miktarda Ca*? iyonlarmin hiicre
igine salinmasini tetiklemektedir. DHPR’nin iskelet kasinda voltaj sensorii gorevi gordiigi
ve RYR’leri dogrudan acarak Ca*? salinimim kontrol ettigi éne siiriilmektedir. Sitozolik
Ca*?’un yiikselmesi troponinde konformosyonel bir degisiklige yol agarak kas kasilmasina

giden kaskad1 baslatmaktadir (73).

Hiicre Membrani

DHP Sarkoplazma
reseptorii
;
Ryanodin
Ca*? kanalt reseptori

= | cisces
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‘l_'h Ca+2
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Transvers Sal‘kf)plazmxk
tiibiil retikulum
v |
Ca'2
Kas
Kasimasi

Sekil 15. Triad kavsaginda uyarilma kasilma baglantis1 (Mukund'dan, 75)

Molekiiler diizeyde, sarkomerik kasilma, miyozin baslarinin aktin filamentleri
tizerinde hareket etmesiyle gerceklesen ¢apraz koprii dongiisii adi verilen bir siirectir. Capraz

kopri dongiisli, miyozin baslarinin aktin filamentleri lizerindeki hareketinden sorumlu olan,
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her bir miyofibril i¢cinde kuvvet {ireten ve kas tarafindan toplu olarak deneyimlenen bir dizi
enzimatik reaksiyondur. Kisaca kuvvet iiretimi alt1 adimda ger¢eklesmektedir ve su sekilde
ozetlenmektedir (79) (Sekil 16). Kasilmanin baslangicinda, serbest sitozolik Ca*? troponinde
konformasyonel bir degisiklik meydana getirerek aktin filamentleri iizerindeki miyozin
baglama bolgelerini ortaya ¢ikarmaktadir. Miyozin bagi aktin filamentine dogru 45° agiyla
disar1 dogru sallanir ve rigor (sert) durumdadir. Mevcut ATP miyozine baglanarak miyozini
aktinden kisa siireligine ayirmaktadir. Miyozinin ATPaz aktivitesi ATP’yi ADP ve Pi’ye
(serbest fosfat) (hala miyozine bagli) hidrolize ederek miyozin filamentinin aktin filamentine
gore 90° agryla (capraz koprii) zayif bir sekilde yeniden baglamasma neden olmaktadir.
Pi’nin serbest birakilmasi gii¢ vurusunu baslatmaktadir. Miyozin basit mentesesi lizerinde
donerek aktin filamentini M-bandina dogru itmektedir. Gii¢ vurusunun sonunda miyozin
basi ADP’yi serbest birakarak rigor durumuna geri donmektedir. Bunun aksine, kas
gevsemesi sitozolik Ca*?’

gerektirmektedir (73).

un uzaklastirilmasiyla gerceklesmekte ve yiiksek kimyasal enerji

Kasilma basamaklari

Kas lifinde aksiyon potansiyeli olusumu
v
Depolarisazyonun T tiibiileri boyunca igeri yayilmasi
v

SR’nin terminal sisternalarindan Ca*2 salinimi ve kalin ve ince
filamanlara difiizyonu

v
Ca*2 ‘untroponin C’ye baglanarak aktin tizerindeki miyozin
baglanma noktalarini agmasi

v
Aktin ve miyozin arasinda ¢apraz kopriilerin kurulmasi ve ince filamanlarin
kalin filamanlar iizerinde kayarak hareket meydana gelmesi

Gevseme basamaklari

Ca*? ‘un sarkoplazmik retikuluma geri pompalanmasi

}

Troponinden Ca*? ‘un salinmasi

|

Aktin miyozin arasindaki etkilesimin durmasi

Sekil 16. Kuvvet olusumunun altinda yatan hiicresel olaylar (Mukund'dan, 75)
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Deney Hayvanlan

KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligi’ndan uygulamalar icin etik
kurul onay1 alinarak deneylere baslandi (Onay kodu: 2020/13). Bu calismada Karadeniz
Teknik Universitesi (KTU) Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen 83
adet 8-10 haftalik Sprague Dawley cinsi erkek sicanlar kullanildi. Deneylerin baglangicinda
ortalama agirliklar1 302.98+3.71 g hayvanlar randomize olarak eslestirildi ve gruplandirildi.
Deney hayvanlari iiretim sonrasi standart yem ve ad libitum su temini ile 22+3 °C sicaklik
ve %65-70 nem kosullarinda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisii altinda yetistirilme
ve bakimlar1 saglandi. Deney hayvanlarinin tiim enjeksiyonlart KTU Cerrahi Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nde yapildi. izometrik kayitlar KTU Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali ve biyokimyasal analizler, KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihaz ve malzemeler iiretim firmalari ile Tablo 2°de

listelenmistir:

Tablo 2. Kullanilan cihaz ve malzemeler

Kullanilan Cihaz ve Malzemeler Uretici Firma

Buzdolab1

Cerrahi ipek iplik

Derin dondurucu (-80°C)
Elektriksel alan stimiilatori
Hassas terazi

Izole organ banyo sistemi

Kaba terazi

Kan 6l¢tim cihazi1 (Glukometre)
pH metre

Spektrofotometre

Veri kayit sistemi

Sharp, Almanya
Medipac, Yunanistan
Thermo Scientific, ABD
MAY, Tiirkiye
Shimadzu, Japonya
MAY, Tiirkiye

KERN, Almanya
Vivachek, Tiirkiye
HANNA Instruments, ABD
Shimadzu, UV-1601
BIOPAC MP150, ABD
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3.1.3. Kullamilan Kit ve Kimyasal Maddeler

Deneysel galismalarda kullanilan kit ve kimyasal maddeler, iiretici firmalar1 ile

birlikte Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kit ve kimyasal maddeler

Kullanilan Kit ve Kimyasal Maddeler Uretici Firma

Alfa-lipoik asit

Amonyum Siilfat (NH4)2SO.)
Asetonitril

Bakir (IT) Kloriir (CuClLy)
Coomassie Brillant Blue G250
1,4-Dithiothreitol (DTT)
Fosforik Asit (HsPO4)

Etanol

Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA)

Glukoz

Glutatyon peroksidaz kiti
Hidroklorik Asit (HCI)
Hidrojen Peroksit (H,02)
Insiilin

Kalsiyum kloriir (CaCly)
Kloroform

Ksantin

Ksantin Oksidaz

Kuersetin

Magnezyum kloriir (MgCly)
Metanol (CHsOH)
Monopotasyum fosfat (KH2POg)
N metil-2-fenilindol

Nitroblue Tetrazolium (NBT)
Potasyum kloriir (KCI)

Sitrik asit

Sigir Serum Alblimin (BSA)
Sodyum bikarbonat (NaHCO3)

Sodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (NaHPO..2H,0)

Ilko Tlag

Merck, A4418
Merck, UN 1648
Lancaster,13167
Sigma, 1.15444
Sigma, 43817
Merck, Art 563
Sigma, 34870
Sigma, 101493215
Merck, 108337
Cayman Chemical, 703002
Merck, 1.00317
Sigma, A6011
NovoRapid Flexpen
Sigma, C1016
Merck, 1.02431
Sigma, X-0626
Sigma, X4875-40UN
Sigma, Q4951
Sigma, M8266
Merck, 65541
Sigma, P0662
Sigma, 404888
Sigma, 97596L5
Sigma, P9333
Sigma, 27109
Sigma, 058K0726
Sigma, S6297
Merck, 13472-35-0




Tablo 3. (Devam)

Kullanilan Kit ve Kimyasal Maddeler Uretici Firma
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma, S7653
Streptozotosin Sigma, S0130
Siiperoksit Dismutaz (SOD) Standarti Sigma, S5395-30KU
Tri-Sodyum Sitrat Dihidrat (NH2C(CH.0H)s3) Merck, 106448
Tris (hidroksimetil) aminometan Sigma, T1503
Triton X-100 Sigma, 9036-19-5
1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMP) Sigma, 76H3424
3.2. Yontem

3.2.1. Streptozotosin ile Kimyasal Diyabet Indiiksiyonu

Diyabet olusturmak igin 16-18 saat a¢ birakilan sicanlara sitrat tamponunda
hazirlanan 60 mg/kg dozda STZ intraperitoneal (i.p.) olarak tek doz uygulandi. STZ her
uygulama oncesi sitrat tamponu (0.1 M, pH 4.5) igerisinde ¢ozdiiriildii ve bekletilmeden
sicanlara enjekte edildi. Intraperitoneal uygulanan STZ 3-5 giin icerisinde beta hiicrelerini
harabiyete ugratarak hayvanlarda diyabet gelisimine neden oldu. STZ uygulamasindan bes
giin sonra bir gece Onceden a¢ birakilmis sicanlarin kuyruk veninden alinan kanda
glukometre ile kan glukoz diizeyleri olgiildii. A¢lik glukoz konsantrasyonu > 250 mg/dL
olan siganlar diyabetik olarak kabul edildi ve randomize olarak deney gruplari olusturuldu.

Son kan glukoz o6l¢limii sekizinci haftanin sonunda in vitro deneyler Oncesinde

gerceklestirildi.
3.2.2. Deney Gruplarinin Dizaym

Deney gruplarindan kontrol grubu hari¢ diger gruplara 60 mg/kg dozda STZ i.p.
olarak uyguland1 ve aclik glukoz konsantrasyonu > 250 mg/dL olan si¢canlar gruba dahil

edilerek ilave enjeksiyonlara baslandi (Sekil 17).

1) Kontrol Grubu (n=7): Kontrol grubuna sekiz hafta boyunca i.p. olarak giinliik 5 ml/kg
hacimde serum fizyolojik (SF, %0.9 NaCl) uygulandi.

2) DM+Kontrol Grubu (n=7): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonrasi sekiz hafta boyunca
1.p. olarak giinliik 5 ml/kg hacimde SF uygulandi.
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3) DM+Coziicii Grubu (n=7): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonrasi giinliik 5 ml/kg
hacimde %5°lik NaHCO3 uygulandi.

4) DM+INS Grubu (n=7): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonrasi1 giinliik 8 TU/kg insiilin
(INS) sekiz hafta boyunca subkutan (deri altindan) olarak uygulandi.

5) DM+30 ALA Grubu (n=6): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonrast 30 mg/kg ALA
sekiz hafta boyunca i.p. olarak giinliik 5 ml/kg hacimde uygulandi.

6) DM+60 ALA Grubu (n=6): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonras1 60 mg/kg ALA
sekiz hafta boyunca i.p. olarak giinliik 5 ml/kg hacimde uygulanda.

7) DM+120 ALA Grubu (n=6): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonrast 120 mg/kg ALA
sekiz hafta boyunca i.p. olarak giinliik 5 ml/kg hacimde uygulandi.

8) DM+INS+30 ALA Grubu (n=6): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonrasi 8 IU/kg insiilin
(subkutan) ve 5 ml/’kg hacimde 30 mg/kg a-lipoik asit (subkutan) kombinasyon seklinde
sekiz hafta boyunca her giin uygulandi.

9) DM+INS+60 ALA Grubu (n=6): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonras1 8 IU/kg insiilin
(subkutan) ve 5 ml/kg hacimde 60 mg/kg a-lipoik asit (subkutan) kombinasyon seklinde
sekiz hafta boyunca her giin uygulanda.

10) DM+INS+120 ALA Grubu (n=7): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonrasi 8 1U/kg
insiilin (subkutan) ve 5 ml/kg hacimde 120 mg/kg a-lipoik asit (subkutan) kombinasyon
seklinde sekiz hafta boyunca her giin uygulandi.

11) DM+30 KUE Grubu (n=6): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonrasi 30 mg/kg kuersetin
sekiz hafta boyunca i.p. olarak giinliik 5 ml/kg hacimde uygulanda.

12) DM+60 KUE Grubu (n=6): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonras1 60 mg/kg kuersetin
sekiz hafta boyunca i.p. olarak giinliik 5 ml/kg hacimde uygulandi.

13) DM+120 KUE Grubu (n=6): 60 mg/kg doz STZ indiiksiyonu sonrast 120 mg/kg
kuersetin sekiz hafta boyunca i.p. olarak giinliik 5 ml/kg hacimde uygulandi.

3.2.3. Diyafram izolasyonu ve Sican Diyafram Kas Preparatinin Hazirlanmasi
Deneylere baglamadan 6nce diyafram dokusunun kasilabilir 6zelligini korumak i¢in
hiicreleraras1 sivi ile ayni 6zelliklere ve iyon konsantrasyonlarma sahip Krebs ¢ozeltisi

hazirlandi. Krebs ¢ozeltisi: 137 mM/ml NaCl, 4 mM/ml KCI, 1 mM/ml MgClz, 2 mM/mi
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CaClz, 1 mM/ml KH2PO4, 24 mM/ml NaHCO3 ve 7mM/ml Glukoz. Hazirlanan ¢6zelti pH
metre ile pH 7.4 olacak sekilde ol¢iildii.

Tablo 4. Deney gruplarinin dizayni

Hayvan Uygulama
Deney Gruplari sayist (n) siiresi Uygulama dozu Uygulama yeri
Kontrol 7 8 hafta %0.9 NaCl i.p.
DM+Kontrol 7 8 hafta %0.9 NaCl i.p.
DM+Céziicii 7 8 hafta %5 NaHCOs i.p.
DM-+insiilin 7 8 hafta 8 1U/kg subkutan
DM+30 ALA 6 8 hafta 30 mg/kg i.p.
DM+60 ALA 6 8 hafta 60 mg/kg i.p.
DM+120 ALA 6 8 hafta 120 mg/kg i.p.
DM+INS+30 ALA 6 8 hafta 8 1U/kg+30 mg/kg subkutan
DM+INS+60 ALA 6 8 hafta 8 1U/kg+60 mg/kg subkutan
DM+INS+120 ALA 7 8 hafta 8 1U/kg+120 mg/kg subkutan
DM+30 KUE 6 8 hafta 30 mg/kg i.p.
DM+60 KUE 6 8 hafta 60 mg/kg i.p.
DM+120 KUE 6 8 hafta 1200 mg/kg i.p.
Toplam 83
Y
Streptozotosin
60 nllg/kg ’ @
~ _:' ‘. >250 mg/dL
T 5 giin 1 SF, NaHCO;, Insiilin (8 IU/kg), ALA ve 1 Dokularm -80°C”de saklanmast I
KUE (30, 60, 90 mg/kg) uygulamas
Diyabet 0. giin 56. Giin Biyokimyasal analizler
indiiksiyonu AKS Olgiimii Izometrik kayitlarm almmasi MDA, SOD, CAT, GPx

Olgiimii

Sekil 17. Deney gruplarindaki her bir hayvana uygulanan islem ve testleri gdsteren deney
akis diyagrami

Diyafram eksplantasyonu ve diyafram kas preparatinin hazirlanmast literatiirde tarif

edilen yontem takip edilerek gergeklestirilmistir (80). Sigan kafas1 govdesinden giyotinle
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ayrildi ve sirtiistii pozisyonda bir destege sabitlendi. Gogiis ve karin iizerindeki tliylii deri
cikarild1 ve gogiis kafesinin altindaki periton acildi. Sternumun alt ucu bir klemp ile sikica
tutulup yaklasik olarak ikinci kaburga hizasinda bir kesi yapildi (Resim 1A) ve gogiis
kafesinin {ist kism1 tamamen ¢ikarildi (Resim 1B). Kalp ve pulmoner loblar baglantilari ile
uzaklastirilip sol frenik sinir goriiniir hale getirildi. Ardindan kas liflerinin zarar gérmesini
onlemek i¢in sternumun alt kismi tutulup diyafram ile karaciger arasindaki baglar kesildi
(Resim 1C) ve diyafram tendon hizasindan kesilip ¢ikarildi (Resim 1D). Preparat i¢i krebs
¢ozeltisi ile dolu petri kabina alindi, kosta ve tendonlardan sabitlenip tiggen sekilde kesildi
(Resim 2A ve 2B). Preparat1 doniistiiriiciye asmak i¢in kosta ve tendon kisimlarindan ipek

dikis iplik ile tutturuldu (Resim 2C).

Resim 2. Diyafram kas preparatinin hazirlanmasi

3.2.4. Elektriksel Alan Stimiilasyonu ve Izometrik Kasilmalarin Kaydedilmesi

Elde edilen diyafram kas preparati hizli bir sekilde sicakligi 25°C olan ve siirekli
olarak %95 O ve %5 CO2 gaz karigimi ile gazlandirilan igi Krebs ¢ozeltisi ile dolu 20 m1’1ik
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organ banyosu igerisine alind1 (Resim 2D, Resim 3). Diyafram seridinin tendon ile biten ucu
doku kuvvet ¢evirgecine, kostalara bagli olan ucu ise manuel mikromanipiilatére baglandi
(Resim 2D). Izometrik kas yanitlar1 alinmadan dnce bir saat siire ile yaklasik 2 g gerim
altinda her 15 dakikada bir krebs ¢ozeltisi ile yikanarak dokunun dengeye ulasmasi saglandi.
Denge doneminin ardindan her gruptaki diyafram stripleri 1, 2, 3, ... 10, 20, 30, ... 100 V
genliginde 0.1 ms siireli (duration) 1 Hz frekansta uyaranlar verilerek izometrik kasilma
yanitlar1 kaydedildi. Bu yanitlar arasindan esik uyaran belirlendi. Kayit edilen tekli sarsi
egrilerinden maksimum kasilma, kasilma siiresi (KS) ve tek sarst AUC (Area Under Curve)
parametreleri belirlendi (Sekil 18). Bes dakikalik dinlenme peryodundan sonra 30 sn
boyunca frekansi1 200 Hz olan 5 V’ta uyarilar verilerek tetanik kasilma yaniti elde edildi ve
bu yanittan tetanik AUC parametresi analiz edildi. Veriler daha sonra analiz edilmek {izere
bilgisayarin sabit bellegine kaydedildi. Izometrik kasilma kayitlar1 tamamlandiktan sonra
diyafram seritlerinin agirliklar1 hassas bir terazide, boylar1 ise bir cetvelle dl¢iilerek not
edildi. Daha sonra biyokimyasal analizler c¢alisilmak iizere tiim diyafram seritleri

ependorflara koyularak -80°C’de saklandi.

3.2.5. Diyafram Kas Dokusunda Siiperoksit Dismutaz ve Katalaz Aktiviteleri ile

Malondealdehit Diizeyinin Ol¢iimii

Diyafram Kas1 Homojenizasyonu: Yaklasik 30 mg diyafram kas dokusu 500 pL
soguk homojenizasyon tamponu ile 2 mL’lik ependorfta dokular tamamen parcalanincaya
kadar (yaklasik 1 dk) homojenize edildi. Homojenizasyon islemi buz igerisinde yapildi.
Homojenat daha sonra 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. MDA tayini i¢in elde edilen
siipernatandan 200 pL temiz bir kapakli ependorf tiipiine alindi. Kalan 300 pL siipernatanda
bagka bir temiz ependorf tiipe alindi ve lizerine 240 pL etanol-kloroform (2:3) olan
karisimdan ilave edildi. +4 °C’de 10000 g’de 30 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
slipernatan protein tayini, SOD enzim seviyesi ve CAT aktivitesi tayinlerinde kullanildi.

Kullanilan homojenizasyon tamponunun hazirlanisi1 asagida verilmistir.

SOD, CAT ve MDA icin Homojenizasyon Tamponu (50 mM Tris/HCl, pH:7.4):
1.514 g Tris tartilarak 225 mL saf suda ¢6ziildlii ve karistmin pH’s1 2 M HCI ile 7.4°e
ayarlandi. Bu karigima son olarak 125 pL Triton X-100 ilave edilerek son hacim 250 mL’ye

tamamlandi. Homojenizasyon isleminden 6nce taze hazirlandi.
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SOD aktivitesi Sun-Oberley yontemi ile (81), CAT aktivitesi Aebi yontemi ile (82)
Olgiildi. Doku MDA konsantrasyonu ise N metil-2-fenilindoliin MDA (83, 84)

reaksiyonundan belirlendi.

Resim 3. izole organ banyo sistemi ve elektriksel alan stimiilasyonu

R 0.2sn -
AR AR

Sekil 18. izometrik kasilma yamtlarinin analizinden elde edilen parametreler (A. Tek sarsi
ve elde edilen parametreleri B. Tetani yanitin1 gostermektedir.)
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3.2.5.1. Doku Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in gelistirdigi yontem modifiye edilerek
belirlendi (81). Bu yontem, ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle olusturulan Oz lerinin
nitroblue tetrazoliumu indirgemesi sonucu olusan mor renkli formazan molekiiliiniin 560
nm’de verdigi absorbansin dl¢lilmesi esasina dayanan bir yontemdir. SOD enzim aktivitesi

Ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir.
Kullanilan Cozeltiler:

1) SOD Reaktif Karisini: 3.65 mg ksantin, 8.93 mg etilendiamintetraasetik asit, 1.01 g
Na,COs, 12 mg BSA tartildi ve hacmi 156 mL’ye tamamlandi.

2) 2 M (NH4)2SO4 Cozeltisi: 2.64 g (NH4)2SO4 10 mL saf suda ¢oziildii. Ksantin oksidaz

enziminin hazirlanmasinda kullanildi.

3) 0.8 mM CuCl2 Cozeltisi: 6.82 mg CuCl; alindi ve 50 mL deiyonize suda ¢6ziildii.

Spektrofotometrik 6lgiimden hemen 6nce olusan reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildu.

4) 167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 4.59 U/ mL’lik orijinal siseden 72,6 puL alinip 2

mL’ ye (NH4)2SOj4 ¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi giinliik hazirlandi.

5) 150 uM Nitroblue Tetrazolium Cozeltisi: 4.9 mg nitroblue tetrazolium 40 mL

deiyonize suda ¢oziilerek elde edildi. Nitroblue tetrazolium ¢ozeltisi 1siktan korundu.

6) SOD standart c¢ozeltileri: 100 U/mL’lik stok SOD standardindan 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3,
2, 1 U/mL’ lik SOD standartlart homojenizasyon tamponu kullanilarak hazirlandi. Diyafram

dokusunda 3 kat seyreltme yapildi.
SOD aktivitesi 6l¢limil agagidaki gibi gerceklestirildi.

Deneyin yapilisi: 200 pL Stipernatan,796 pL Reaksiyon karigimi, 204l NBT (150uM), 20
uL Ksantin oksidaz (167 U/L) ile 25°C’da 20 dakika inkiibasyona karanlikta birakildi. 400
uL bakir kloriir eklendi. 560 nm’de absorbans 6l¢iildii. Hesaplamalarda %50 inhibisyona
karsilik gelen SOD aktivitesi bir enzim {initesi olarak alindi. SOD aktivitesi hesabinda

kullanilan % inhibisyonu belirlemek i¢in Es. 1°deki formiil kullanildi.
% inhibisyon = (Abs Kor — Abs Numune) =~ (Abs Kor) x 100 (1)

Standart grafigi, % inhibisyona karsilik gelen konsantrasyonlarin logaritmasi

belirlenerek Sekil 19°de gosterildigi gibi ¢izildi. Standart grafiginde belirlenen denklem
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kullanilarak numunelerin % inhibisyonlarina karsilik gelen SOD konsantrasyonlarinin
logaritmik degeri hesaplandiktan sonra bunlarin anti logaritmalar1 alinarak numunelerin
SOD konsantrasyonu hesaplandi. Seyreltme faktorii ile carpildi. Belirlenen SOD

konsantrasyonu, toplam protein miktarina boliinerek SOD aktivitesi belirlendi. Sonuglar

U/mg protein olarak hesaplandi.

80
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™
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Log SOD konsantrasyonu (U/mg)

Sekil 19. Diyafram kas dokusunda SOD aktivitesini hesaplamak i¢in kullanilan standart
grafigi

3.2.5.2. Doku Katalaz Aktivitesi Tayini

Diyafram kas dokusunda CAT enzim aktivitesinin belirlenmesinde Aebi yontemi
kullanildi (82). Bu yontemin temeli H2O2’nin enzimatik bozulmasi sonucunda 240 nm’de

absorbanstaki diisiigiin takip edilmesine dayanmaktadir.

Kullanilan cozeltiler:

1) Fosfat Tamponu (50 mM, pH:7.0): 6.81 mg KH2PO. deiyonize suda ¢6ziildiikten sonra
hacmi 1L’ye tamamlandi. 8,9 g NaHPO4.2H20 deiyonize suda ¢oziildiikten son hacmi 1L'ye

tamamlandi. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraninda karistirildi ve pH:7’ye ayarland.

2) H202: 240 pL %30'luk H202'den alinarak son hacim fosfat tamponu ile 50 mL’ ye

tamamlandi (gilinliik hazirland1 ve karanlikta tutuldu).
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Doku homojenatlar1 fosfat tamponu ile 20 kat seyreltildikten sonra numunelerde
Ol¢iimler yapildi. Kuartz kiivetlere asagida yazildigi gibi pipetlemeler kér ve numune

karigimlar1 igin ayr1 ayri yapildi.

Deneyin yapilisi: Numuneler i¢in; 1500 pL Numune, 750 uL H202’1i tampon. Kor i¢in;
750 uL numune ve 750uL Tampon [Sodyum Potasyum Fosfat Tamponu (pH 7.0)] ilave
edildi. H20> eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 s siireyle her 10
s’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diislisler izlendi. Absorbanslardaki
diisiisiin dakikada 0.015 ile 0.100 arasinda olmasina dikkat edildi. Eger bu aralikta diisiis

olmazsa numune diliisyonlar1 yeniden ayarlandi.

CAT aktivite tayininde birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi.
Absorbanslardaki 10 s’lik diisiis icin asagidaki formiile gére hesaplamalar yapildi.

k= (2.3/10) x log(A1/A2) st (2)
Burada;
A1= Bagslangic absorbansi
A2= 10 s sonraki absorbanstir.

Es. 2’ye gore bulunan k degeri seyreltme faktorii ile ¢arpildi. Ardindan diyafram kasi

dokularinda g protein basina CAT aktivitesi hesaplandi. Sonuglar k/g protein olarak verildi.
3.2.5.3. Doku Malondealdehit Diizeyi Ol¢iimii

Diyafram kas1 dokularindan elde edilen protein fazlarda MDA seviyelerinin
belirlenmesi, MDA konsantrasyonu, N metil-2-fenilindolin MDA ile reaksiyonundan
olusturdugu kompleksin renginin 586 nm’deki absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanan
metod modifiye edilerek yapildi. MDA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

asagida verilmistir:

1) 3,4 mM'lhk 1-metil-2-fenilindol Cozeltisi: 70,47 mg 1-metil-2-fenilindol tartildi ve 25
mL metanol ile 75 mL asetonitrilden olusan 100 mL’lik karisim igerisinde ¢oziilerek

hazirlandi.

Deneyin yapilisi: Numune ve standartlar i¢in ayr1 ayr1 deney tiipleri hazirlandi. Numune
tiiptine 200 pL doku numunesi siipernatani alindi. Standartin hazirlandig: tiiplere numune
konulmadi. MDA standarti olarak tetrametoksipropan kullanildi. Numune ve standart
tiplerine 650 pL, 3,4 mM'lik 1-metil-2-fenilindol (%25 metanol / %75 asetonitrilde
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¢oziinmiis) ve 150 pL %37’lik HCI ilave edildi. Tipler vortekslendi ve ardindan 45°C’ de
60 dakika inkiibasyona birakildi. 15000 g’de 10 dk santrifiij isleminin ardindan
stipernatanlardan 300 pL mikroplakalara yiiklendi ve 586 nm’de mikroplaka okuyucuda
okundu. MDA seviyesi nmol/g doku ile verildi (Sekil 20).
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Sekil 20. Diyafram kas1t MDA standart grafigi

3.2.6. Doku Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Tayini

GPX aktivitesi i¢in Homojenizasyon Asamasi: Yaklasik 20 mg diyafram kasi dokusu
200 pL soguk homojenizasyon tamponu ile 2 mL’lik ependorfta dokular tamamen
parcalanincaya kadar (yaklasik 1 dk) buz igerisinde homojenize edildikten sonra +4° C’de
10000 g'de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatan alinarak GPx aktivitesi tayini kit prosediiriine

gore yapildi. Kullanilan homojenizasyon tamponunun asagida anlatildigi gibi hazirlandi.

GPx aktivitesi i¢in Homojenizasyon Tamponu (5 mM EDTA ve 1 mM DTT igeren
50 mM Tris/HCI Tamponu, pH:7.5): 0,605 mg Tris, 15.42 mg DTT ve 146.12 mg EDTA
tartild1 ve yaklasik 80 mL saf suda ¢ozdiikten sonra 1M’lik HCI ¢dzeltisi ile pH 7.5°e

ayarlandi ve hacim 100 mL’ye tamamlandx.
3.2.7. Protein Miktar Tayini

Protein miktarlar1 modifiye Bradford metodu (Coomassie Brillant Blue yontemi) ile

belirlendi (85). Bu yontem fosforik asitli ortamda Coomassie Brillant Blue G250’nin
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proteinlere baglanmasi ve olusan mavi renkli kompleksin 600 nm’de maksimum absorbans

vermesi esasina dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler:

1) Bradford Reaktifi: 10 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 5 mL %95’lik etanolde
¢oziildi, tizerine 10 mL %85°lik H3PO4 eklendi. Son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

2) Standart Cozeltileri: Standartlar BSA’dan 1, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1, 0.05

mg/mL’lik konsantrasyonlarda hazirlandi.

Deneyin Yapilisi: Protein konsantrasyonlarini belirlemek i¢in, 100 pL Bradford Reaktifi ve
10 puL numune alindi. Bu miktarlar pleyte yiiklendikten sonra pipetaj yapilarak karistirildi.
Mikropleyt okuyucu ile 600 nm’de absorbanslar okundu. Sekil 21°deki standart grafiginden

yararlanilarak konsantrasyonlar hesaplandi. Sonuglar mg/mL cinsinden ifade edildi.
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Sekil 21. Protein tayininde kullanilan standart grafigi

3.2.8. istatistiksel Yontem

Tiim veriler, SPSS yazilim1 (The Statistical Program for the Social Sciences v20,
Chicago, IL, ABD) kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Grafiklerin hazirlanmasinda
Microcal Origin siirim 5.00 (Microcal Software, Northampton, MA, ABD) programi

kullanildi. Elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
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degerlendirildi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonrasi

post hoc Fisher’in LSD (Fisher’s Least Significant Difference) testi kullanildi.

Biitiin sonuglar “ortalamatortalamanin standart hatasi1 (SEM)” olarak ifade edildi.

Analiz sonucunda elde edilen p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhiklar: ve Achik Kan Glukoz Diizeyleri

Deney hayvanlarinin her enjeksiyon dncesi genel saglik durumlar1 degerlendirildi ve
diyabetik hayvanlarin giinliik su tiiketimlerinin kontrol grubuna kiyasla daha fazla oldugu
gozlendi. Deney siiresince diyabetik sicanlarda 6zellikle dort ve altinci haftalarda 6liimler
gerceklesti. Gruplarda yeterli (n) sayisini elde etmek i¢in yeni hayvanlar eklendi ve eklenen

hayvanlar i¢in deney protokoliine bastan baslandi.

Deney siiresi boyunca hayvanlar haftada bir kez tartildi ve viicut agirliklar
kaydedildi. Deney gruplarindan her hafta alinan Olglimlerden deney baslangicinda

302.9743.71 deney sonundaki ortalama agirliklari ise 288.44+4.52 olarak bulundu.

Deney hayvanlarindan deneylerin baslangicinda ve sonunda olmak iizere iki kez
aclik kan glukoz diizeyleri 6l¢iildii ve kaydedildi. STZ ile diyabet olusturulan gruplarin (1.
hafta) kan glukoz diizeyinde anlamli artis gbzlendi (p<<0.05). Deneyin son giiniinde (8. hafta)
tiim deney gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda diyabetik sicanlarin kan glukoz
diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05)
(Sekil 22).
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Sekil 22. Deney gruplarina ait aclik kan glukoz diizeyi degisimleri *: Kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

44



4.2. Diyafram Kasi Biyomekanik Bulgular:

Calisma kapsaminda frekans1 1 Hz, genligi 3 V ve siiresi 0.1 ms olan tekli uyariya

yanit olarak kaydedilen sarsi egrisinden elde edilen maksimum kasilma cevabi, kasilma

stiresi ve % AUC degerleri rakamsal verilere doniistiiriildii ve istatistiksel olarak analiz

edildi. Bununla birlikte tiim gruplardan izole edilen diyafram kas seridine 30 sn boyunca

frekans1 200 Hz ve genligi 5 V uyarn verildiginde tetanik kuvvet elde edildi. Tetanik kuvvet

parametresinden AUC hesapland1 ve yilizdeye doniistiiriilerek istatistiksel analize tabi

tutuldu. Gruplara ait trase ornekleri Sekil 23’te verilmistir.
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Sekil 23. Gruplara ait trase ornekleri
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4.2.1. Alfa-Lipoik Asitin Diyabetik Diyafram Kasi1 Biyomekanik Parametreleri Uzerine
Etkisi

Diyafram kas preparatinin elektriksel olarak uyarilmasiyla elde edilen izometrik
yanitlar kaydedildi. 30, 60 ve 120 mg/kg dozlarinda 8 hafta boyunca i.p. olarak uygulanan

ALA’nin kasilma yanitlarina olan etkisi incelendi.
4.2.1.1. Alfa-Lipoik Asitin Maksimum Kasilma Cevabina Etkisi

Kontrol grubunda ortalama (xSEM) maksimum kasilma cevabi1 13243.92+621.92
mg, DM+kontrol grubunda 7689.33+454.14 mg, DM+¢oziicli grubunda 7225.06+759.28
mg, DM+INS grubunda 10144.65+£556.67 mg olarak tespit edildi. ALA doz gruplarinda
(DM+30 ALA, DM+60 ALA ve DM+120 ALA) ortalama (=SEM) maksimum kasilma
cevaplar1 sirastyla 6685.534387.26, 9050.90+1143.16 ve 9023.60+797.46 mg olarak

belirlendi. Maksimum kasilma cevabina ait sonuglar Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile maksimum kasilma cevabi agis1 yoniinden
karsilastirildiginda DM+kontrol, DM+¢d6ziicii, DM+INS, DM+30 ALA, DM+60 ALA ve
DM+120 ALA grubunda maksimum kasilma cevabmin kontrol grubuna gore (sirasiyla
p=0.0001, p=0.0001, p=0.002, p=0.0001, p=0.0001 ve p=0.0001) anlamli sekilde azaldig
saptandi. Tim gruplar DM+kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM+INS grubunda
maksimum kasilma cevabinin DM+kontrol grubuna goére anlaml diizeyde arttigi goriildii
(p=0.014) (Sekil 24).

4.2.1.2. Alfa-Lipoik Asitin Kasilma Siiresine EtKisi

Kontrol grubunda ortalama (£tSEM) kasilma siiresi 82.86+2.86 sn, DM+kontrol
grubunda 82.86+2.86 sn, DM+¢oziicii grubunda 82.86+2.86 sn, DM+INS grubunda 80+0 sn
olarak tespit edildi. ALA doz gruplarinda (DM+30 ALA, DM+60 ALA ve DM+120 ALA)
ortalama (+SEM) kasilma siiresi sirasiyla 83.33+3.33, 83.33+3.33 ve 86.67+4.22 sn olarak
belirlendi. Kasilma siiresine ait sonuglar Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile kasilma siiresi agis1 yoniinden karsilastirildiginda
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Tim gruplar DM-+kontrol grubu ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan fark goriilmedi (p>0.05) (Sekil 25).
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Sekil 25. STZ ile olusturulan diyabette ALA dozlarinin diyafram kasinda kasilma siiresine

etkisi. Gruplar arasinda anlam bulunmadi (p>0.05).
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4.2.1.3. Alfa-Lipoik Asitin Sars1 Kuvvetine Etkisi

Tek bir sarsidan elde edilen AUC degeri kontrol grubu ortalamasina gore yiizdelikleri
hesaplandi ve % olarak ifade edildi. Kontrol grubunda ortalama (=SEM) sars1t AUC degeri
%100+0, DM-+kontrol grubunda %84.3+1.44, DM+¢oziicii grubunda %72.71+3.39,
DM+INS grubunda %90.26+5.50 olarak tespit edildi. ALA doz gruplarinda (DM+30 ALA,
DM+60 ALA ve DM+120 ALA) ortalama (£SEM) sarsi AUC degerleri sirasiyla
%68.34+5.85, 89.94+15.74 ve 90.6+£13.26 olarak belirlendi. Sars1 % AUC cevabina ait

sonuclar Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile sarsi % AUC yoniinden karsilagtirildiginda
DM-+¢oziicii ve DM+30 ALA grubunda kontrol grubuna gore (sirastyla p=0.02 ve p=0.01)
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 saptandi (Sekil 26). Tiim gruplar DM+kontrol
grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan fark goriilmedi (p>0.05).

4.2.1.4. Alfa-Lipoik Asitin Tetaniye Etkisi

Tetanik kasilmalardan elde edilen AUC degerinin kontrol grubunun ortalamasina
gore yiizdelikleri hesaplandi ve % olarak ifade edildi. Kontrol grubunda ortalama (=SEM)
tetanik kuvvet AUC degeri %100+0, DM+kontrol grubunda %56.96+4.75, DM+¢oziicii
grubunda %56.33+5.35, DM+INS grubunda %61.08+£2.27 olarak tespit edildi. ALA doz
gruplarinda (DM+30 ALA, DM+60 ALA ve DM+120 ALA) ortalama (£SEM) tetanik
kuvvet AUC degerleri sirasiyla %43.31+£2.11, 46.92+2.41 ve 58.01%6.35 olarak belirlendi.

Tetanik kuvvet % AUC’ye ait sonuglar Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile tetanik kuvvet % AUC yoniinden karsilagtirildiginda
DM-+kontrol, DM+¢6ziicii, DM+INS, DM+30 ALA, DM+60 ALA ve DM+120 ALA
grubunda tetanik kuvvet % AUC degeri kontrol grubuna gore (p=0.0001) istatistiksel olarak
anlaml sekilde azaldig1 saptandi. Tiim gruplar DM+kontrol grubu ile karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel agidan fark gortilmedi (p>0.05) (Sekil 27).
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Sekil 26. STZ ile olusturulan diyabette ALA dozlarinin diyafram kasinda sars1 % AUC’ye
etkisi “: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 27. STZ ile olusturulan diyabette ALA dozlarmin diyafram kasinda tetani % AUC’ye
etkisi " Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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4.2.2. insiilin ile Kombinasyon Seklinde Uygulanan Alfa-Lipoik Asitin Diyabetik

Diyafram Kasi Biyomekanik Parametreleri Uzerine Etkisi

Diyafram kas preparatinin elektriksel olarak uyarilmasiyla elde edilen izometrik
yanitlar kaydedildi. 30, 60 ve 120 mg/kg dozlarinda sekiz hafta boyunca subkutan olarak

uygulanan ALA’nin kasilma yanitlarina olan etkileri incelendi.

4.2.2.1. Insiilin ile Kombinasyon Seklinde Uygulanan Alfa-Lipoik Asitin Maksimum

Kasilma Cevabina Etkisi

Kontrol grubunda ortalama (+SEM) maksimum kasilma cevabi1 13243.92+621.92
mg, DM-+kontrol grubunda 7689.33+454.14 mg, DM-+¢dziicii grubunda 7225.06+759.28
mg, DM+Insiilin grubunda 10144.65+556.67 mg olarak tespit edildi. Ek olarak insiilin
uygulanan ALA doz gruplarinda (DM+INS+30 ALA, DM+INS+60 ALA ve DM+INS+120
ALA) ortalama (+SEM) maksimum kasilma cevaplart sirasiyla 9727.64+294.03,
10828.29+533.93 ve 12064.09+909.95 mg olarak belirlendi. Maksimum kasilma cevabina

ait sonuclar Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile maksimum kasilma cevabi agist yoniinden
karsilastirildiginda DM-+kontrol, DM-+¢oziici, DM+INS, DM+INS+30ALA ve
DM+INS+60 ALA grubunda maksimum kasilma cevabinin kontrol grubuna gore (sirasiyla
p=0.0001, p=0.0001, p=0.001, p=0.0001 ve p=0.012) istatistiksel olarak anlamli sekilde

azaldig1 saptandi.

Tiim gruplar DM-+kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM+INS, DM+INS+30 ALA
ve DM+INS+60 ALA ve DM+INS+120 ALA grubunda maksimum kasilma cevabinin
DM-+kontrol grubuna gore (sirasiyla p=0.008, p=0.031 p=0.001ve p=0.0001) istatistiksel
olarak anlaml diizeyde arttig1 goriildii (Sekil 22). DM+INS+30 ALA, DM+INS+60 ALA
ve DM+INS+120 ALA gruplart DM+INS grubu ile karsilastirildiginda DM+INS+120 ALA
grubu DM-+INS grubuna gore anlamli diizeyde arttigi tespit edildi (p=0.035) (Sekil 28).
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Sekil 28. STZ ile olusturulan diyabette insiilin ile kombinasyon seklinde uygulanan ALA
dozlarmmn diyafram kasinda maksimum kasilma cevabma etkisi ~: Kontrol;
#:DM+Kontrol; *: DM+Ins grubuna gére istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.2.2.2. insiilin ile Kombinasyon Seklinde Uygulanan Alfa-Lipoik Asitin Kasilma

Siiresine Etkisi

Kontrol grubunda ortalama (£tSEM) kasilma siiresi 82.86+2.86 sn, DM+kontrol
grubunda 82.86+2.86 sn, DM+¢oziicii grubunda 82.86+2.86 sn, DM+INS grubunda 80+0 sn
olarak tespit edildi. Ek olarak insiilin uygulanan ALA doz gruplarinda (DM+INS+30 ALA,
DM+INS+60 ALA ve DM+INS+120 ALA) ortalama (=SEM) kasilma siiresi sirasiyla
76.67+8.03, 86.67+4.22 ve 82.86+2.86 sn olarak belirlendi. Kasilma siiresine ait sonuglar

Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile kasilma siiresi agis1 yoniinden karsilastirildiginda
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Tiim gruplar DM-+kontrol grubu ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan fark gorilmedi (p>0.05).
DM+INS+30 ALA, DM+INS+60 ALA ve DM+INS+120 ALA gruplarit DM+INS grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark gdzlenmedi (p>0.05) (Sekil 29).
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Sekil 29. STZ ile olusturulan diyabette insiilin ile kombinasyon seklinde uygulanan ALA
dozlarinin diyafram kasinda kasilma siiresine etkisi. Gruplar arasinda anlam
bulunmadi (p>0.05).

4.2.2.3. Insiilin ile Kombinasyon Seklinde Uygulanan Alfa-Lipoik Asitin Sarsi

Kuvvetine Etkisi

Tek bir sarsidan elde edilen AUC degeri kontrol grubu ortalamasina gore yiizdelikleri
hesaplandi ve % olarak ifade edildi. Kontrol grubunda ortalama (=SEM) sars1 AUC degeri
%100+£0, DM-+kontrol grubunda %84.3+1.44, DM+¢oziicii grubunda %72.71+3.39,
DM-+insiilin grubunda %90.26+5.50 olarak tespit edildi. Ek olarak insiilin uygulanan ALA
doz gruplarinda (DM+INS+30 ALA, DM+INS+60 ALA ve DM+INS+120 ALA) ortalama
(£SEM) sars1 AUC degerleri sirasiyla %78.68+1.9, 93.09+8.21 ve 93.66+2.39 olarak

belirlendi. Sars1 % AUC cevabina ait sonuglar Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile sars1t % AUC yoéniinden karsilagtirildiginda
DM-+kontrol, DM+¢oziicii, ve DM+INS+30 ALA grubunda maksimum kasilma cevabinin
kontrol grubuna gore (sirastyla p=0.019, p=0.0001 ve p=0.003) istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldig1 saptandi. Tiim gruplar DM+kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel agidan fark goriilmedi (p>0.05). DM-+INS+30 ALA, DM+INS+60
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ALA ve DM+INS+120 ALA gruplart DM+INS grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark gozlenmedi (p>0.05) (Sekil 30).
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Sekil 30. STZ ile olusturulan diyabette insiilin ile kombinasyon seklinde uygulanan ALA
dozlarmin diyafram kasinda sars1 % AUC’ye etkisi. Gruplar arasinda anlam
bulunmadi (p>0.05).

4.2.2.4. Insiilin ile Kombinasyon Seklinde Uygulanan Dozlarinin Tetaniye Etkisi

Tetanik kasilmalardan elde edilen AUC degerinin kontrol grubunun ortalamasina
gore ylizdelikleri hesaplandi ve % olarak ifade edildi. Kontrol grubunda ortalama (=SEM)
tetanik kuvvet AUC degeri %100+0, DM-+kontrol grubunda %56.96+4.75, DM+¢oziicii
grubunda %56.33+5.35, DM+Insiilin grubunda %61.08+2.27 olarak tespit edildi. Ek olarak
INS uygulanan ALA doz gruplarinda (DM+INS+30 ALA, DM+INS+60 ALA ve
DM+INS+120 ALA) ortalama (£SEM) tetanik kuvvet AUC degerleri sirasiyla
%59.88+8.76, 64.56+3.78 ve 78.15+5.46 olarak belirlendi. Tetanik kuvvet % AUC’ye ait

sonuglar Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile tetanik kuvvet % AUC yoniinden karsilagtirildiginda
DM-+kontrol, DM+¢oziici, DM+INS, DM+INS+30 ALA, DM-+INS+60 ALA ve
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DM+INS+120 grubunda tetanik kuvvet % AUC degeri kontrol grubuna gore (p=0.0001 ve
p=0.001) istatistiksel olarak anlaml1 sekilde azaldig1 saptandi.

Tim gruplar DM+kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM+INS+120 ALA
grubunda DM-+kontrol grubuna goére anlamli diizeyde artis gozlendi (p=0.012).
DM+INS+30 ALA ve DM+INS+60 ALA ve DM+INS+120 ALA gruplar1 DM+INS grubu
ile karsilastirildiginda DM+INS+120 ALA grubu DM+INS grubuna goére anlamli diizeyde
arttig1 tespit edildi (p=0.041) (Sekil 31).
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Sekil 31. STZ ile olusturulan diyabette INS+ALA dozlarinin diyafram kasinda tetanik
kuvvet AUC’ye etkisi. : Kontrol; #.DM+Kontrol; *: DM+Ins grubuna gore istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0.05).
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4.2.3. Kuersetinin Diyabetik Diyafram Kasi Biyomekanik Parametreleri Uzerine Etkisi

Diyafram kas preparatinin elektriksel olarak uyarilmasiyla elde edilen izometrik
yanitlar kaydedildi. 30, 60 ve 120 mg/kg dozlarinda 8 hafta boyunca i.p. olarak uygulanan

KUE’nin kasilma yanitlarina olan etkileri incelendi.
4.2.3.1. Kuersetinin Maksimum Kasilma Cevabina Etkisi

Kontrol grubunda ortalama (+SEM) maksimum kasilma cevab1 13243.92+621.92
mg, DM-+kontrol grubunda 7689.33+454.14 mg, DM-+¢dziicii grubunda 7225.06+759.28
mg, DM+INS grubunda 10144.65+£556.67 mg olarak tespit edildi. KUE doz gruplarinda
(DM+30 KUE, DM+60 KUE ve DM+120 KUE) ortalama (=SEM) maksimum kasilma
cevaplar1 sirastyla 9591.63+926.80, 9334.47+746.51 ve 9109.55+908.80 mg olarak

belirlendi. Maksimum kasilma cevabina ait sonuglar Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile maksimum kasilma cevabi agis1 yoniinden
karsilastirildiginda DM+kontrol, DM+¢6ziicii, DM+INS, DM+30 KUE, DM+60 KUE ve
DM+120 KUE grubunda maksimum kasilma cevabinin kontrol grubuna goére (sirasiyla
p=0.0001, p=0.003, p=0.001, p=0.0001, p=0.0001 ve p=0.0001) istatistiksel olarak anlaml
sekilde azaldig1 saptandi. Tiim gruplar DM+kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM+INS
grubunda maksimum kasilma cevabinin DM+kontrol grubuna goére anlamli diizeyde arttig1

gorildi (p=0.015) (Sekil 32).
4.2.3.2. Kuersetinin Kasilma Siiresine Etkisi

Kontrol grubunda ortalama (£tSEM) kasilma siiresi 82.86+2.86 sn, DM+kontrol
grubunda 82.86+2.86 sn, DM+INS grubunda 80+0 sn olarak tespit edildi. KUE doz
gruplarinda (DM+30 KUE, DM+60 KUE ve DM+120 KUE) ortalama (=SEM) kasilma
stiresi sirasiyla 80+0, 86.67+4.22 ve 73.33+£6.67 sn olarak belirlendi. Kasilma siiresine ait
sonuglar Tablo 8’de sunulmustur. Tiim gruplar kontrol grubu ile kasilma siiresi agisi
yoniinden karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Tiim gruplar
DM-+kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan fark
goriilmedi (p>0.05) (Sekil 33).
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Sekil 32. STZ ile olusturulan diyabette KUE dozlarinin diyafram kasinda maksimum

kasilma cevabina etkileri *: Kontrol; ¥ DM+Kontrol grubuna gére istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0.05).

100 -

(o]
o
1

[e2]
o
1

Kasilma Siiresi (ms)

20 -

I I
Kontrol DM+Kontrol DM-+Insiilin DM+30KUE DM+60KUE DM+120KUE

Sekil 33. STZ ile olusturulan diyabette KUE dozlarinin diyafram kasinda kasilma siiresine
etkisi. Gruplar arasinda anlam bulunmadi (p>0.05).
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4.2.3.3. Kuersetinin Sars1 Kuvvetine Etkisi

Tek bir sarsidan elde edilen AUC degeri kontrol grubu ortalamasina gore yiizdelikleri
hesaplandi ve % olarak ifade edildi. Kontrol grubunda ortalama (=SEM) sars1t AUC degeri
%100+0, DM-+kontrol grubunda %84.3+1.44, DM+¢oziicii grubunda %72.71+3.39,
DM+INS grubunda %90.26+5.50 olarak tespit edildi. KUE doz gruplarinda (DM+30 KUE,
DM+60 KUE ve DM+120 KUE) ortalama (£SEM) sars1 AUC degerleri sirasiyla
%84.22+12.57, 69.54+5.55 ve 69.38+7.14 olarak belirlendi. Sars1 % AUC cevabina ait

sonuclar Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile sars1 % AUC yoniinden karsilastirildiginda DM+60
KUE ve DM+120 KUE grubunda sarst % AUC degeri kontrol grubuna gore (sirasiyla
p=0.004 ve p=0.004) istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi1 saptandi. Tiim gruplar
DM-+kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel acidan fark
goriilmedi (p>0.05) (Sekil 34).

4.2.3.4. Kuersetinin Tetaniye Etkisi

Tetanik kasilmalardan elde edilen AUC degerinin kontrol grubunun ortalamasina
gore yiizdelikleri hesaplandi ve % olarak ifade edildi. Kontrol grubunda ortalama (+SEM)
tetanik kuvvet AUC degeri %100+0, DM+kontrol grubunda %56.96+4.75, DM+¢oziicl
grubunda %56.33+5.35, DM+INS grubunda %61.08+2.27 olarak tespit edildi. KUE doz
gruplarinda (DM+30 KUE, DM+60 KUE ve DM+120 KUE) ortalama (+SEM) tetanik
kuvvet AUC degerleri sirasiyla %51.2543.38, 50.58+2.68 ve 78.15+5.46 olarak belirlendi.

Tetanik kuvvet % AUC’ye ait sonuglar Tablo 5’te sunulmustur.

Biitiin gruplar kontrol grubu ile tetanik kuvvet % AUC yoniinden karsilastirildiginda
DM-+kontrol, DM+¢oziicii, DM+INS, DM+30 KUE, DM+60 KUE ve DM+120 KUE
grubunda tetanik kuvvet % AUC degeri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
sekilde azaldig1 saptand1 (p=0.0001). Tiim gruplar DM+kontrol grubu ile karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel agidan fark goriilmedi (p>0.05) (Sekil 35).
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Sekil 34. STZ ile olusturulan diyabette KUE dozlarinin diyafram kasinda sars1 % AUC’ye
etkisi ": Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 35. STZ ile olusturulan diyabette KUE dozlarinin diyafram kasinda tetanik kuvvet %
AUC’ye etkisi. : Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 5. Biitiin gruplara ait biyomekanik parametrelerin ortalama(xSEM) degerleri

Gruplar Maksimum Kasilma Sarsi Tetani
Kasilma (mg) Siiresi(sn) %AUC %AUC

Kontrol 13243.92+621.92"  82.86+2.86 100+0 100+0
DM+Kontrol 7689.33+454.14" 82.86+2.86 84.30+1.44"  56.96+4.75"
DM+Coziicii 7225.06+£759.28" 82.86+2.86 72.71£3.39"  56.33+5.35"
DM+INS 10144.65+£556.67°  80+0 90.26+5.50  61.08+2.27"
DM+30 ALA 6685.53+387.26" 83.33+3.33 68.34+5.85"  43.31+£2.117
DM+60 ALA 9050.90+1143.16"  83.33+3.33 89.94+15.74  46.92+2.41"
DM+120 ALA 9023.60+797.46" 86.67+4.22  90.60+13.26  58.01+6.35"
DM+INS+30 ALA  9727.64+294.03" 76.67+8.03 78.68+£1.90"  59.88+8.76"
DM+INS+60 ALA  10828.29+533.93*  86.67+4.22  93.09+8.21 64.56+3.78"
DM+INS+120ALA  12064.09£909.95%* 82.86+2.86  93.66+2.39  78.15+5.46"**
DM+30 KUE 9591.63+926.80 80+0 69.54+5.55"  51.25+3.38"
DM+60 KUE 9334.47+746.51 86.67+4.22 69.38+7.14"  50.58+2.68"
DM+120 KUE 9109.55+908.80 73.33+£6.67 93.66+2.39"  78.15+5.46"

Degerler ortalama+ortalamanin standart hatasi seklinde verildi.
*: Kontrol; .DM+Kontrol; *: DM+Ins grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.3. Diyabetik Diyafram Dokusunda Alfa-Lipoik Asitin Malondealdehit Diizeyi ile

Siiperoksit Dismutaz, Katalaz ve Glutatyon Peroksidaz Aktivitelerine Etkisi
4.3.1. Alfa-Lipoik Asitin Malondealdehit Diizeyine Etkisi

Diyafram kas dokusundan elde edilen MDA seviyesi 6l¢iim sonucunda ortalama
MDA diizeyleri kontrol grubunda 1727.49+300.97 nmol/mg doku, DM+kontrol grubunda
3153.18+477.48 nmol/mg doku, DM+INS grubunda 1302.53+74.52 nmol/mg doku, DM+30
ALA grubunda 1337.284+84.69 nmol/mg doku, DM+60 ALA grubunda 891.28+75.02
nmol/mg doku ve DM+120 ALA grubunda 753.03+53.24 nmol/mg doku olarak bulundu
(Tablo 6).
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Kontrol grubu ile DM+kontrol grubu MDA aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda
MDA konsantrasyonunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1
tespit edildi (p=0.0001). Kontrol grubu ile DM+60 ALA ve DM+120 ALA grubu MDA
aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda MDA konsantrasyonunun kontrol grubuna gore
(swrastyla p=0.019 ve p=0.007) anlamli diizeyde azaldigi saptandi. Kontrol grubu ile
DM+INS ve DM+30 ALA dozlarmin uygulandigi gruplar MDA aktivitesi yoniinden
karsilastirildiginda kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir farkin olmadig:
belirlendi (p>0.05). DM+kontrol grubu ile DM+INS, DM+30 ALA, DM+60 ALA ve
DM+120 ALA gruplar1t MDA diizeyleri acisindan karsilastirildiginda DM+kontrol grubuna
gore anlamli sekilde azaldig: tespit edildi (p=0.0001) (Sekil 36).
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Sekil 36. ALA dozlarmin diyabetik diyafram kas dokusunda MDA diizeyine etkileri.
“: Kontrol; ¥:DM+Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.3.2. Alfa-Lipoik Asitin Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine Etkisi

Diyafram kas dokusundan elde edilen SOD aktivitesi 6l¢iim sonucunda ortalama
SOD diizeyleri kontrol grubunda 10,344+0,68 U/mg protein, DM+kontrol grubunda
7,2340,31 U/mg protein, DM+INS grubunda 8,88+0,58 U/mg protein, DM+30 ALA
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grubunda 7,84+0,53 U/mg protein, DM+60 ALA grubunda 9,01£1,77 U/mg protein ve
DM+120 ALA grubunda 9,49+1,37 U/mg protein olarak bulundu (Tablo 6).

Kontrol grubu ile DM+kontrol grubu SOD aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig: tespit edildi (p=0.038).
Diyafram dokusundan 6l¢iilen SOD aktivitesi bakimindan kontrol ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir fark goriilmedi (p>0.05). Tim gruplar DM-+tkontrol grubu ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel ag¢idan fark gortilmedi (p>0.05) (Sekil 37).
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Sekil 37. ALA dozlarinin diyabetik diyafram kas dokusunda SOD aktivitesine etkileri.
“: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.3.3. Alfa-Lipoik Asitin Katalaz Aktivitesine Etkisi

Diyafram kas dokusundan elde edilen CAT seviyesi 0l¢clim sonucunda ortalama
CAT diizeyleri kontrol grubunda 4,93+0,40 k/mg protein, DM+kontrol grubunda 0,48+0,04
k/mg protein, DM+INS grubunda 1,02+0,16 k/mg protein, DM+30 ALA grubunda
1,60+0,27 k/mg protein, DM+60 ALA grubunda 1,94+0,43 k/mg protein ve DM+120 ALA
grubunda 2,47+0,57 k/mg protein olarak bulundu (Tablo 6).
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Kontrol grubu ile DM+kontrol, DM+INS, DM+30 ALA, DM+60 ALA ve DM+120
gruplart CAT aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml sekilde azaldig: tespit edildi (p=0.0001). DM-+kontrol grubu ile DM+30
ALA, DM+60 ALA ve DM+120 ALA gruplar1 GPx aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda
kontrol grubuna gore (sirasiyla p=0.034, p=0.007 ve p=0.0001) istatistiksel olarak anlaml1
sekilde arttig1 saptandi (Sekil 38).
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Sekil 38. ALA dozlarinin diyabetik diyafram kas dokusunda CAT aktivitesine etkileri.
“: Kontrol; # DM+Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.3.4. Alfa-Lipoik Asitin Glutatyon Peroksidaz Aktivitesine Etkisi

Diyafram kas dokusundan elde edilen GPx seviyesi 6l¢lim sonucunda ortalama GPx
diizeyleri kontrol grubunda 443,39+19,87 nmol/dk/mg protein, DM-+kontrol grubunda
268,26+15,69 nmol/dk/mg protein, DM-+INS grubunda 339,03+11,33 nmol/dk/mg protein,
DM+30 ALA grubunda 279,84+33,46 nmol/dk/mg protein, DM+60 ALA grubunda
371,54+27,05 nmol/dk/mg protein ve DM+120 ALA grubunda 381,55+12,34 nmol/dk/mg
protein olarak bulundu (Tablo 6).

Kontrol grubu ile DM+kontrol, DM+INS, DM+30 ALA ve DM+60 ALA gruplar1
GPx aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda kontrol grubuna gore (sirasiyla p=0.0001,
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p=0.002, p=0.0001 ve p=0.025) istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi tespit edildi
(p<0.05). DM+kontrol grubu ile DM+INS, DM+60 ALA ve DM+120 ALA tedavisi yapilan
gruplar GPx aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda DM-+kontrol grubuna gore (sirasiyla
p=0.027, p=0.002 ve p=0.001) istatistiksel olarak arttig1 saptandi. DM+kontrol grubu ile
DM-+30 ALA grubu arasinda GPx aktivitesi yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir farkin
bulunmadigi belirlendi (p>0.05) (Sekil 39).

5 - /

Kontrol DM+Kontrol DM+INS DM+30ALA DM+60 ALA DM+120 ALA

Sekil 39. ALA dozlarinin diyabetik diyafram kas dokusunda GPx aktivitesine etkileri.
*: Kontrol; #: DM+Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.4. Diyabetik Diyafram Dokusunda Kuersetinin Malondealdehit diizeyi ile Siiperoksit
Dismutaz, Katalaz ve Glutatyon Peroksidaz Aktivitelerine Etkisi

4.4.1. Kuersetinin Malondealdehit Diizeyine Etkisi

Diyafram kas dokusundan elde edilen MDA seviyesi 6l¢iim sonucunda ortalama
MDA diizeyleri kontrol grubunda 1727,49+300,97 nmol/g doku, DM-+kontrol grubunda
3153,18+477,48 nmol/g doku, DM+INS grubunda 1302,53+74,52 nmol/g doku, DM+30
KUE grubunda 1865,61+355,82 nmol/g doku, DM+60 KUE grubunda 788,76+86,35 nmol/g
doku ve DM+120 KUE grubunda 919,71+71,64 nmol/g doku olarak bulundu (Tablo 6).
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Kontrol grubu ile DM+kontrol grubu MDA aktivitesi yoniinden karsilagtirildiginda
MDA konsantrasyonunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1
tespit edildi (p=0.001). Kontrol grubu ile DM+60 KUE ve DM+120 KUE grubu MDA
aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda MDA konsantrasyonunun kontrol grubuna gore
(swrastyla p=0.023 ve p=0.049) istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi saptandi
(p<0.05). Kontrol grubu ile DM+INS ve DM+30 KUE gruplart MDA aktivitesi yoniinden
karsilastirildiginda kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir farkin olmadigi
belirlendi (p>0.05). DM+kontrol grubu ile DM+INS, DM+30 KUE, DM+60 KUE ve
DM+120 KUE uygulanan gruplar MDA diizeyleri agisindan karsilastirildiginda MDA
konsantrasyonunun DM-+kontrol grubuna gore (sirastyla p=0.0001, p=0.003, p=0.0001 ve
p=0.0001) istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldig tespit edildi (Sekil 40).
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Sekil 40. KUE dozlarinin diyafram kasi dokusunda MDA diizeyine etkisi. *: Kontrol; #:
DM-+Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.4.2. Kuersetinin Siiperoksit Dismutaz Aktivitesine Etkisi

Diyafram kas dokusundan elde edilen SOD seviyesi 6l¢iim sonucunda ortalama SOD
diizeyleri kontrol grubunda 10,34+0,68 U/mg protein, DM+kontrol grubunda 7,23+0,31
U/mg protein, DM+INS grubunda 8,88+0,58 U/mg protein, DM+30 KUE grubunda
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8,51+0,41 U/mg protein, DM+60 KUE grubunda 7,56+0,54 U/mg protein ve DM+120 KUE
grubunda 6,77+0,56 U/mg protein olarak bulundu (Tablo 6).

Kontrol grubu ile DM+kontrol, DM+30 KUE, DM+60 KUE ve DM+120 KUE
gruplar1 SOD aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda kontrol grubuna gore (sirasiyla
p=0.0001, p=0.020, p=0.001 ve p=0.0001) istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldig1
tespit edildi. DM-+INS grubu SOD aktivitesi yoniinden DM+kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 saptandi (p=0.034) (Sekil 41).
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Sekil 41. KUE dozlarinin diyafram kas dokusunda SOD aktivitesine etkisi. *: Kontrol; #:
DM-+Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.4.3. Kuersetinin Katalaz Aktivitesine Etkisi

Diyafram kas dokusundan elde edilen CAT aktivitesi dl¢lim sonucunda ortalama
CAT diizeyleri kontrol grubunda 4,93+0,40 k/mg protein, DM+kontrol grubunda 0,48+0,04
k/mg protein, DM+INS grubunda 1,02+0,16 k/mg protein, DM+30 KUE grubunda
2,13+0,36 k/mg protein, DM+60 KUE grubunda 1,89+0,33 k/mg protein ve DM+120 KUE
grubunda 1,49+0,13 k/mg protein olarak bulundu (Tablo 6).
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Kontrol grubu ile DM+kontrol, DM+INS, DM+30 KUE, DM+60 KUE ve DM+120
KUE gruplar1t CAT aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamh diizeyde azaldigi tespit edildi (p=0.0001). DM+kontrol grubu ile DM+30
KUE, DM+60 KUE ve DM+120 KUE gruplar1 GPx aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda
kontrol grubuna gore (sirasiyla p=0.0001, p=0.001 ve p=0.013) istatistiksel olarak anlaml1
diizeyde arttig1 saptandi (Sekil 42).
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Sekil 42. KUE dozlarinin diyafram kas1 dokusunda CAT aktivitesine etkisi. : Kontrol; #:
DM-+Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.4.4. Kuersetinin Glutatyon Peroksidaz Aktivitesine Etkisi

Diyafram kas dokusundan elde edilen GPx aktivitesi 6l¢lim sonucunda ortalama
GPx diizeyleri kontrol grubunda 443,39+19,87 nmol/dk/mg protein, DM+kontrol grubunda
268,26+15,69 nmol/dk/mg protein, DM+INS grubunda 339,03+11,33 nmol/dk/mg protein,
DM+30 KUE grubunda 311,20+20,66 nmol/dk/mg protein, DM+60 KUE grubunda
313,34+15,84 nmol/dk/mg protein ve DM+120 KUE grubunda 297,16+24,29 nmol/dk/mg
protein olarak bulundu (Tablo 6).

Kontrol grubu ile DM+kontrol, DM+INS, DM+30 KUE, DM+60 KUE ve DM+120
KUE gruplar1 GPx aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda kontrol grubuna gore istatistiksel
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olarak anlaml diizeyde azaldigi tespit edildi (p=0.0001) . DM+kontrol grubu ile DM+INS
grubu GPx aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda DM+kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde arttig1 saptandi (p=0.011). DM+kontrol grubu ile DM+INS, DM+30
KUE, DM+60 KUE ve DM+120 KUE uygulanan gruplar GPx aktivitesi yoniinden
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmadigi belirlendi (p>0.05)
(Sekil 43).

600 A
500
=4 T
2
S 400 -
=
(@)
=
c
= 300 - *
(7p]
=
=
£ 200 -
<
X
(a
O 100
0 1

Kontrol DM+Kontrol DM+INS DM+30 KUE DM+60 KUE DM+120 KUE

Sekil 43. KUE dozlarinin diyafram kas1 dokusunda GPx aktivitesine etkisi. *: Kontrol; #:
DM-+Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 6. ALA ve KUE dozlarinin diyabetik diyafram kas dokusunda MDA diizeyi ile SOD,
CAT ve GPx aktivitelerine ait ortalama(+SEM) degerleri

Gruplar MDA (nmol/g SOD (U/mg  CAT (k/mg  GPx (nmol/
doku) protein) protein) dk/mg
protein)

Kontrol 1727.49+300.97 10.34+0.68 4.93+0.40 443.39+19.87
DM+Kontrol 3153.18+477.48" 7.23+0.31" 0.48+0.04" 268.26+15.69
DM+iNS 1302.53+74.52" 8.88+0.58" 1.02+0.16" 339.03+11.33"#
DM+30 ALA 1337.28+84.69" 7.84+0.53 1.60+£0.27"%  279.84+33.46"
DM+60 ALA 891.28+75.02"# 9.01+1.77 1.94+0.43"%  371.54+27.05™#
DM+120 ALA 753.03+£53.24"# 9.49+1.37 2.47+£0.57°%  381.55+12.34"*
DM+30 KUE 1865.61+355.82% 8.51+£0.41" 2.13+£0.36™*  311.20+20.66"
DM+60 KUE 788.76+86.35"# 7.56+0.54" 1.89+0.33"%  313.34+15.84"
DM+120 KUE 919.71+71.64™# 6.77+0.56" 1.49+£0.13"*  297.16+24.29"

Degerler ortalama+ortalamanin standart hatas: seklinde verildi.
“: Kontrol; #: DM+Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

68



5. TARTISMA ve SONUC

Diyabet pankreasin yeterli miktarda insiilin iretmemesi veya iiretilen insiiline karsi
reseptorlerin  direng gelistirmesi sonucu ortaya ¢ikan glukoz, lipid ve amino asit
metabolizmalarini etkileyen ve kronik komplikasyonlara yol agan ilerleyici bir metabolik
hastaliktir. Son yillarda hizla artan insidansi ile 6ne ¢ikan bu kronik hastalik, diinya
genelinde 6nemli bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir (27). Morbidite, mortalite
oranlarini artirmasi, hastalarin yasam kalitesini diisiirmesi ve saglik harcamalarinda ciddi

maliyetlere yol agmasi nedeniyle diyabet, saglik sistemleri i¢in biiyiik yiik olusturmaktadir
(22).

Sunulan tez ¢alismasinda, STZ ile indiiklenmis diyabetik si¢anlarin aglik kan sekeri
diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuclar, daha
once yapilan ¢alismalarla uyumludur. STZ ile indiiklenen sican diyabet modellerinde aglik
kan sekeri diizeylerinin kontrol grubuna gore yiikseldigi bildirilmistir (4). Mevcut
bulgularimiz, kullandigimiz STZ modeli ile diyabetin basariyla indiklendigini
dogrulamaktadir. Calisma kapsaminda 30, 60 ve 120 mg/kg dozlarda uygulanan ALA ve
KUE tedavisinin diyabetle iligkili olarak azalan viicut agirlig1 tizerinde herhangi belirgin bir
etkisi olmadig1 saptanmistir. ALA ve KUE dozlarinin kullanildig1 doz ve siire boyunca

anlaml bir kilo artisina veya azaligina yol agmadig1 gézlemlendi.

Diyabet pek ¢ok viicut sistemini etkileyen bir hastaliktir ve bu etkiler solunum
sistemini de kapsamaktadir. Diyabetin yol actig1 mikrovaskiiler hasar, bobrekler ve retina
gibi organlarda oldugu gibi, akcigerlerde de komplikasyonlara neden olmaktadir (86).
Diyabetli hastalarda akciger fonksiyonlarinda azalmalar oldugu son yillarda rapor edilmistir.
Akcigerin diyabetin hedef organi olabilecegine dair ilk bulgular, Schuyler ve ark. (87)
tarafindan ortaya koyulmustur. TIDM’li gen¢ hastalarda yapilan akciger fonksiyon
testlerinde akciger kompliyansi, CO transfer kapasitesi, torasik gaz hacimleri, hava akimi
direnci ve maksimal zorlu spirometrik fonksiyon testleri dahil olmak iizere diyabetik
bireylerin akciger islevlerinin azaldigi bulunmustur. Akcigerin elastik yapisinin intratorasik
hava yollarini destekledigi ve agik tuttugu gz oniine alindiginda, diyabetli hastalarin kronik
hava akimi tikaniklig1 riski tasidigi belirtilmistir. Sandler ve ark. (88) benzer sekilde akciger
elastikiyetinde azalma ve azalmis CO transfer kapasitesi saptamislardir. Schnack ve ark. (89)
diyabetik bireylerde spirometrik akciger fonksiyon testlerinde azalma gozlemlemis ve bu

testler ile uzun vadeli metabolik kontrol arasinda net bir iliski oldugunu vurgulamislardir.
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Baska bir ¢alisma, DM nin solunum kas dayaniklilig1 ve vital kapasiteyi azaltarak solunum
fonksiyon bozukluguna yol agabilecegini gostermistir (90). Shah ve ark. (91) T2DM
hastalarini saglikli bireylerle karsilastirmis ve solunum fonksiyonlarinda (FEV1/FVC haric)
azalma tespit etmislerdir. Bu degisikliklerin, diyabetin bag dokularinin glukozilasyonu ve
akcigerlerde inflamatuar degisikliklerle iliskili olabilecegini belirtmislerdir. Bu fonksiyonel
degisikliklerin pratik sonuglar1 genellikle hafif olmakla birlikte, iliskili akut veya kronik
akciger ve/veya kalp hastalig1 varliginda diyabetik hastalarda ciddi solunum bozukluklarina
yol agabilecegi vurgulanmistir (92). DM’nin siiresi uzadik¢a 6zellikle 10. yildan sonra
solunum fonksiyon bozukluklarinin daha belirgin hale geldigi gozlemlenmistir. TIDM
hastalariin T2DM hastalarina kiyasla akciger fonksiyon test parametrelerinin daha fazla
etkilendigi belirtilmistir (93). Diyabetin neden oldugu solunum kaslarindaki zayiflama veya
noropati, solunum fonksiyon testlerinde bozulmalara yol agmaktadir. DM hastalarinda,

solunum kaslarmin giiciiniin azaldig1 ve dayanikliliklarinin bozuldugu bildirilmistir (94).

Diyabetik hastalardaki spesifik anormallikler dikkate alindiginda, akcigerin
diyabetin bir hedef organi olarak kabul edilmesi miimkiindiir. Literatiirde, diyabetli
hastalarda genellikle akciger hacmi ve kapasitelerinde azalma egilimi oldugu gériilmektedir.
Bu durum, solunum kaslarinin zayiflamasi veya diyabetin neden oldugu inflamatuar
degisikliklerle 1iliskilendirilmektedir. Diyabetin solunum fonksiyon testleri tizerindeki
etkileri, genellikle solunum kaslarinin 6zellikle diyafram islevselligini etkilemesiyle
baglantilidir (95). Bu tez ¢alismasinda diyabetin, solunum islevinden %70 sorumlu olan
diyaframin kasilma performansini ne 6l¢iide etkiledigi arastirilmigtir. Diyaframin kontraktil
parametreleri iizerine STZ ile olusturulan diyabetin uzun vadeli etkileri {izerine smirh
caligmalar yapildigi i¢in yeterince aydinlatilmamistir. Arastirmamiz STZ ile olusturulan
diyabet modelinde ALA ve KUE’nin diyafram kontraksiyonu iizerindeki etkilerini inceleyen
ilk c¢aligma olmast agisindan kiymetlidir. Calismada diyabetik sicanlarin diyafram
kasilabilirligi izerinde degisiklik olup olmadigi ve sekiz hafta boyunca 30, 60 ve 120 mg/kg
dozlarda i.p. olarak uygulanan ALA ve KUE’nin bu degisikligi hangi yonde etkileyecegini
incelemek amag edinilmistir. Bununla birlikte ayni protokol uygulanmak tizere STZ ile
olusturulan diyabetik sicanlara 8 IU/kg insiilin ile kombinasyon seklinde 30, 60 ve 120
mg/kg ALA sekiz hafta boyunca subkutan enjekte edilerek diyafram kontraksiyonu iizerine
etkinligi arastirilmistir. Elektriksel alan stimiilasyonu Kkaslarin kasilma 6zelliklerini
arastirmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Diyabet tedavisinde sik¢a kullanilan

antioksidanlardan ALA ve KUE’nin diyaframin kasilma performansina etkisini
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degerlendirmek amaciyla diyafram kas preperatina elektriksel alan stimiilasyonu uygulandi.
Diyafram kas preparatina uygulanan elektriksel stimiilasyonlar sonucu elde ettigimiz
verilere gore diyafram kasinin kasilma derecesinin kontrol grubuna kiyasla DM+kontrol
grubunda anlamli sekilde azaldigi maksimum kasilma cevabi ve tetanik kasilma

parametrelerindeki diisiisle gosterilmistir.

Diyabetle birlikte degisen karbonhidrat ve lipid metabolizmasi ile oksidatif stres ve
membrandaki elektrofizyolojik degisiklikler solunum kaslarinin kasilma performansini
olumsuz etkilemektedir. Diyabetik kosullar altinda artan kas yorgunlugundan sorumlu
hiicresel mekanizmalar hakkinda bilgimiz sinirlidir. Bu alanda yapilan ¢aligmalar diyafram
kas1 iizerinde yapilmamis daha g¢ok bacak ¢izgili kaslarinda ve de kalp dokusunda
gerceklestirilmistir (96). Diyafram kaslarinda yapilan ¢alismalarda, Hida ve ark. (97) STZ
uygulamasindan ii¢ ve yedi giin sonra diyafram kontraktil fonksiyonunun kétiilestigini
bildirirken, McGuire ve MacDermott (98) yaklasik ii¢ ayda diyabetik diyafram kaslarinda
kontraktilitenin bozuldugunu bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda, sekiz hafta sonunda
DM-+kontrol grubunda diyaframin maksimum kasilma ve tetanik kasilma kuvvetinin kontrol
grubuna kiyasla azaldig1 bulunmustur. Béylece sekiz hafta sonra diyabetin diyafram kasilma
fonksiyonunu bozdugu sonucuna ulagilmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalara bakildiginda
diyabetik siganlarin diyafram kasinda diyabete bagli diyafram kas fonksiyonunun bozuldugu

bildirilmistir. Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar literatiirle uyumludur (97, 98).

Morfometrik bir calismada, STZ ile indiiklenen diyabetten 12 ay sonra si¢an
diyaframinda fonksiyonel olarak iliskili sinir ve kaslarda hem ndropati ve hem de miyopati
gelistigi rapor edilmistir. Bu kas degisikliklerinin dismetabolik durum ve/veya sinir
lezyonlarindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (99). Solunumla ilgili kritik bir kas olan
diyafram tizerinde yapilan ¢alismada, STZ ile indiiklenen diyabetik si¢anlarda diyafram
kontraktil fonksiyonunun &nemli 6lgiide azaldigi ve bu durumun asir1 oksidatif stres ve
inflamasyonla iliskili oldugu rapor edilmistir (4). Diyabetteki asirt inflamatuar reaksiyonun
siklikla kollajen birikimi ve kas fibrozisine yol actig1 belirtilmistir. Yapilan arastirmalar,
diyabetik hayvanlarin kaslarinda kollajen birikiminin diyabetik olmayan hayvanlardan daha
fazla oldugunu gostermistir. Diyafram fibrozisinin siddetlenmesi, kasin sertligini artirarak
diyaframin kasilma fonksiyonunu olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle, diyabetin neden
oldugu diyafram hasarinda inflamasyonu hedeflemek terapotik stratejilerden biri olabilir. Bu

bulgular, diyabetin diyafram kasinda patolojik degisikliklere neden olarak hasara yol agtigini
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dogrulamaktadir (4). inflamasyon, DM’de diyafram hasarinin en dnemli nedenlerinden
biridir. Yang ve ark. (4) H2S’nin, STZ kaynakli diyafram kasi fibrozunu (NLRP3 inflamatuar
aracili fibroz) azalttigt ve DM’de diyaframin biyomekanik o6zelliklerini gii¢lendirdigi
bildirilmistir. Diyabetik hastalarda solunum kaslarinda goriilen zayifligin nedeni, motor ve
duyusal noropatiye de atfedilmistir (100). Ancak bu hastalarda sinir fonksiyonu ve
iletkenlikteki degisikliklerin tespiti ilk evrede oldukca zordur ve ortaya ¢iktiklarinda,
genellikle hastaligin  daha ileri asamasinda go6zlenmektedir. Dolayisiyla diyabetik
noropatinin kas fonksiyon bozuklugunun farkli nedenleri olabilecegini diisiindiirmektedir

(101).

Diyabetin diyafram kasinda dinlenim membran potansiyeli ve aksiyon potansiyeli
gibi kas elektrofizyolojik 6zelliklerini bozdugu ve oksidatif stresin arttigi bildirilmistir (6).
Oksidatif stres, kas stresine karst hiicresel tepkilere aracilik etmede 6nemli bir rol
oynamaktadir (102). Cizgili kasin hipoksi veya siddetli 1s1 stresine maruz kalmasi, ROS
seviyelerinin artmasina neden olarak hiicre islev bozukluguna ve/veya yaralanmasina yol
agmaktadir. Diyafram stres altinda asir1 diizeyde ROS iiretmektedir. Ornegin, kronik
obstruktif akciger hastaligi (KOAH) olan hastalarda, siddetli doku hipoksisinin neden
oldugu stres, oksidatif stres ve ¢izgili kas hasarinin artmasina neden olmaktadir. ROS un
cizgili kaslardaki roliinii arastiran pek ¢ok ¢alisma olmasina ragmen, diyafragmatik ¢izgili
kaslardaki ROS olusum mekanizmasina odaklanan kapsamli literatiir sinirlidir. Diyafram
kas1 diger ¢izgili kaslardan farkli olarak benzersiz lif bilesimiyle siirekli olarak
kasilmaktadir. Ancak astim, KOAH, pulmuner fibroz ve bazen kalp yetmezligi gibi kronik
kardiyopulmoner hastaliklarda diyafram asir1 ¢calismakta ve kontraktil fonksiyonu 6nemli
Ol¢iide azalmaktadir. Normal kas isleyisi sirasinda diisiik seviyelerde oksijen radikalleri
tiretilmesine ragmen, tekrarlayan kasilmalar esnasinda olugum 6nemli derecede artmaktadir.
Asirt ROS birikimi hiicre ve doku hasarina neden olmaktadir. ROS’un diyaframdaki ¢izgili
kasa zarar verdigi ve boylece kas fonksiyon bozukluguna yol actig1 rapor edilmistir (103).

Antioksidan savunma sistemi, ROS’un zararli etkilerini sinirlayarak biyolojik sistem
icin kritik bir koruma saglamaktadir. SOD, CAT, GPx, glutatyon rediiktaz vb. dahil olmak
tizere birgok antioksidan enzim bulunmaktadir (104). Bunlarin yani sira, enzimatik olmayan
antioksidanlar da (askorbat, tokoferoller, retinol, karotenoidler, melatonin, polifenoller,
seruloplazmin, karnosin vb.) normal ROS seviyelerinin korunmasinda 6nemli bir rol

oynamaktadir (38). Antioksidan igeren besinler, hastaliklarin onlenmesi ve gelisimini
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engelleme agisindan 6nemlidir. ALA pek ¢ok biyokimyasal siiregte temel bir antioksidan
olarak gorev yaparak diyabetin patolojisinde potansiyel bir uygulamaya sahip bir besindir.
ALA diyabet komplikasyonlarini (ndropati, nefropati, erektil disfonksiyon, miyopati ve

retinopati gibi) 6nlemede tedaviye eklenmistir (105).

Sunulan tez ¢alismasinda STZ ile olusturan diyabet modelinde 60 ve 120 mg/kg
ALA’nin diyafram preparatinda maksimum kas kasilmast ve sarst % AUC degerini
DM-+kontrol grubuna gore artirdigi gozlenmistir. Pozitif kontrol olan DM+INS grubu
DM-+kontrol grubuna kiyasla maksimum kasilma cevabini anlamli derecede artirmistir. Elde
edilen bulgular, ALA uygulamasinin tek basina diyabetin diyaframin kasilmasi iizerindeki
inhibitdr etkilerini tersine ceviremedigini gostermektedir. Bu nedenle caligmada ayni
protokol uygulanmak {izere ii¢ ayr1 grup daha olusturularak STZ ile olusturulan diyabetik
sicanlara kombinasyon seklinde 8 IU/kg insiilin ile 30, 60 ve 120 mg/kg ALA sekiz hafta
boyunca subkutan enjekte edilmistir. Elde edilen bulgulara gére DM-+kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DM+INS+30 ALA, DM+INS+60 ALA ve DM+INS+120 ALA
gruplarinda maksimum kasilma cevabinin anlamli sekilde arttigit  bulunmustur.
Kombinasyon gruplart DM+INS grubu ile karsilagtirildiginda DM+INS+120 ALA grubunda
maksimum kasilma cevab1 ve tetani % AUC degerinin anlamli diizeyde arttigi tespit

edilmistir.

Literatiirde farkli yontemler ile yapilan deneysel ¢alismalarda ALA’nin diyabetik
diyafram tizerinde olumlu etkileri oldugunu iddia eden g¢alismalar vardir. Obez/diyabetik
farelerle yapilan bir ¢alisjmada ALA’nin diyaframda glukoz alimini artirabildigi ve bu
farelerin insiiline direngli ¢izgili kaslarinda insiiline verdigi yaniti iyilestirebildigi
gosterilmistir (106). Diyabetik ve insiiline direngli hayvan modelleri ile yapilan pek ¢ok
calismada ALA tedavisinin insiilinle uyarilan glukoz metabolizmasin iyilestirdigi rapor
edilmistir (107, 108). Kiltiirlenmis L6 kas hiicrelerinde de ALA’nin glukoz alimini
artirabildigi bildirilmistir (109). Tioktik asitin olumlu metabolik etkilerini bildiren in vitro
calismalarin aksine bir calismada kisa siireli oral tedaviden sonra, insiilin direnci ve insiilin
eksikligini iceren kemirgen modellerinde glukoz toleransinda anlamli bir iyilesme olmadigt

rapor edilmistir (110).

Calismanin verileri 1s18inda insiilin ile kombinasyon seklinde uygulanan 120 mg/kg
ALA Nrf2 yolag iizerinden diyafram kasinda koruyucu etki gosterdigini diisiinmekteyiz.

Antioksidanlar etki gekilleri bakimindan direkt ve indirekt etkili olmak iizere iki grupta
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incelenmektedir. Direkt etkili antioksidanlar (glutatyon, tokoferoller, askorbik asit ve
karetenoidler gibi) serbest radikalleri inaktive eden veya serbest radikal olusturan kimyasal
reaksiyonlar1 engelleyen biyokimyasal, fizyolojik veya hiicresel proseslere katilabilen
maddelerdir.  Indirekt etkili antioksidanlar direkt etkililer gibi radikal veya redoks
reaksiyonlarina katilmazlar, hiicrelerin antioksidan kapasitesini artirmak suretiyle oksidatif
strese karsi koruma saglamaktadir (111). Indirekt etkili antioksidan ajanlar nukleusta
Keapl-Nrf2 yolagi iizerinden etkilidirler ve ARE’nin transkripsiyonuna neden
olmaktadirlar (112). ALA direkt ve indirekt etkili bir antioksidan ajandir. Direkt etkisi ile
sitoprotektif islev gorerek serbest radikaller ve reaktif oksijen {riinlerinin
uzaklastirilmasinda etki gostermektedir (111, 113). ALA indirekt etkisi ile nukleus Keapl—
Nrf2 yolagi tizerinden etkisini gostermektedir. ALA Keapl dimerindeki Kritik tiyolleri
oksitleyerek Nrf2’nin bozunmasimi durdurabilir ve yeni sentezlenen Nrf2’nin Keapl’e
baglanmasini engelleyebilir. ALA ayrica Ser40 iizerinde Nrf2’nin fosforilasyonuna neden
olan protein kinaz sinyal yollarini aktive edebilmektedir. Bu Keapl’den ayrilmasina izin
veren olaydir. Nrf2 daha sonra gekirdege yerlesip ARE’ye baglanarak Faz Il detoksifikasyon
yanitt i¢in genlerin transkripsiyonunu tesvik etmektedir (54). Sonug olarak ALA, Nrf2
yoluyla antioksidan savunma sistemlerini artirarak ve oksidatif stres ile inflamasyonu

azaltarak yararli terapotik ajan olarak kabul edilebilir.

Biyoflavonoidlerin diyabet ve komplikasyonlarinin tedavisinde potansiyel terapotik
ajanlar olarak degerlendirildigini ifade eden pek ¢ok makale bulunmaktadir. KUE diyabetin
pek ¢ok hedefine etki eden ve temel sinyal yollarin1 diizenleyen dogal bir bilesiktir. Su anda
kullanilan terapdtiklerin aksine, hem hiperglisemiyi hem de iligkili makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler komplikasyonlarina destek olabilecegini ifade eden g¢aligmalar mevcuttur
(29). Kuersetin ve diyafram aramalarinda oldukga sinirli bir igerik goze ¢arpmakta ve eldeki
veriler farkli iddialar sunmaktadir. T2DM’li siganlarda yapilan bir ¢alismada dort hafta
boyunca 50 mg/kg oral olarak verilen kuersetinin insiilin direncini azalttig1 ve kas giiciinii
artirdigi bildirilmistir (16). DM+kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM+30 KUE, DM+60
KUE ve DM+120 KUE grubunda maksimum kasilma cevabin1 artirmistir ancak istatistiksel
olarak anlamli degildir. Bununla birlikte diyaframin biyomekanik o6zellikleri iizerine
kuersetin ile cok az sayida g¢alisma vardir. Kuersetinin diyafram {izerine etkilerini

degerlendirmek icin daha fazla deneysel ¢calisma yapilmasina ihtiyag var goriilmektedir.
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Mevcut literatiire gore kuersetinin kaslarda kalsiyum kanallar1 iizerine yapilmis az
sayidaki calismada L-tipi Ca*? kanal (LTCC) aktivatdrii olarak bildirilirken ¢izgili kaslarda
genellikle LTCC inhibitor etkisinden bahsedilmektedir. Bir ¢alismada Kkuersetinin
LTCC’lerin bir aktivatorii olarak, sican kuyruk arterlerinin diiz kas hiicrelerinde (114) ve
fare kalp kasinda (115) Ca*? girisini artirdig1 bildirilmistir. Bir diger calismada ise Liang ve
arkadaslar1 (116) kuersetinin bir LTCC inhibitorii olarak islev gordiigiinii ve siganlarda Ca*?
girisini ve kasilmay1 engelleyerek kardiyoprotektif bir etki sagladigini ortaya koymustur.
Cizgili kaslarda, kuersetinin L-tipi kalsiyum kanali inhibitorii olarak spesifik rolii, kalp
dokusuna kiyasla daha az belgelenmistir. Kuersetinin inhibitor etkisi kalsiyum girigini
azaltarak kas kasilmalarini baskilamakta ozellikle asir1 kalsiyum yiiklenmesi ile iligkili
durumlarda (6rnegin; oksidatif stres veya iskemik kosullarda) kuersetinin kalsiyum akisini
azaltarak hiicreyi koruyucu etkiler gosterebildigi diisiiniilmektedir (117). Bununla birlikte,
cizgili kaslarda kuersetin kalsiyum sinyal yollarini etkiledigi ve kalsiyum-kalmodulin-
bagimh kinaz ile baglantili olan AMPK yolunu aktive ederek kas hiicrelerinde glukoz
alimim artirdigi rapor edilmistir (118, 119). Bu da kuersetinin kas dokularinda kalsiyum
diizenlemesine daha genis bir sekilde dahil oldugunu diisiindirmektedir. Bu nedenle
kuersetin kas ve kalp hiicrelerinde esas olarak LTCC inhibitdrii olarak goérev yaptig
anlasilmaktadir. Boylece kuersetin kaslarin gevsemesine ve hiicresel strese karsit koruma

saglamaktadir.

Caligma kapsaminda olusturulan deneysel diyabetik siganlarda diyaframin kasilma
fonksiyonuna oksidatif stresin etkisi de arastirilmistir. Bu amagla sekiz hafta boyunca i.p.
olarak 30, 60, 120 mg/kg dozlarda ALA ve 30, 60, 120 mg/kg dozlarda KUE uygulamasi
yapilan diyabetik sicanlarin diyafram kas dokusu ¢ikarilmistir. Oksidatif parametreleri
degerlendirmek icin MDA diizeyi ile GPx, CAT ve SOD enzimlerinin aktivitesi dl¢iilerek
kontrol gruplart ile karsilastirilmigtir. Literatiir incelendiginde, ALA ve KUE’nin diyabetik
sicanlarin diyafram kas dokusunda MDA diizeyi ile SOD, CAT ve GPx aktivitelerine etkisini

arastirmay1 hedefleyen yeterli calisma bulunmamaktadir.

MDA, lipid peroksidasyonunun son iiriinii olarak oksidatif stresi degerlendirmek i¢in
en yaygin kullanilan biyobelirte¢lerden biridir. MDA seviyesindeki istatistiksel olarak
anlaml artis ve antioksidan enzimlerdeki azalma insiilin direncinin gelisiminde énemli rol
oynamaktadir (16). Calismadan elde edilen bulgulara goére kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DM+kontrol grubunda MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
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artis gozlenmistir. Diyafram kas dokusunda yapilan MDA &l¢timlerinde 60 ile 120 mg/kg
ALA ve 60 ile 120 mg/kg KUE dozlarinda oksidatif siirecin baskilandigi yoniinde bulgular
elde edilmistir. STZ diyafram dokusunda oksidatif hasar olusturmustur ve MDA verilerimiz
bu sonucu desteklemektedir. STZ ile olusturan diyabet modelinde ALA ve KUE antioksidan
takviyesi alan hayvanlarin diyafram kas dokusunda MDA diizeyinin 6l¢iildiigii az sayida
calisma bulunmaktadir. Ancak farkli dozlarda ALA ve KUE antioksidan takviyesi alan
hayvanlarin kalp, karaciger gibi organlarindan elde edilen homojenatlarda veya kanda

(serum ya da plazma) MDA diizeylerinin dl¢iildiigii ¢alismalar mevcuttur (120-132).

Diyafram kas dokusunda oksidatif stresi degerlendirmek i¢in yapilan bir ¢alismada
STZ ile diyabet olusturulduktan 30 giin sonra diyabetik siganlarin ROS ve LPO seviyeleri
Ol¢iilmiis ancak ¢alismada bu parametreler agisindan anlamli bir fark bulunmamustir (120).
Sunulan tez ¢alismasinda ise oksidatif stresin varligin tespit etmek igin MDA parametresi
kullanilmis ve diyabetik sicanlarin diyafram kasinda kontrol grubuna kiyasla MDA diizeyi
yiiksek bulunmustur. Diyafram dokusu agisindan bu ¢alisma 6nciil kabul edilebilir. Tanbek
ve ark. (121) ise diyabetik siganlarda kanda MDA diizeylerinin arttigini ve alt1 hafta boyunca
100 mg/kg ALA takviyesi ile MDA diizeylerinin azaldigini rapor etmislerdir. Bagka bir
calismada diyabetik sicanlarda artan serum MDA diizeyinin 12 haftalik 60 mg/kg ALA
enjeksiyonu sonucunda azaldigi rapor edilmistir (122). ALA’nin Goto-Kakisaki (GK)
diyabetik sicanlarinin bobrekleri tizerindeki koruyucu etkilerini degerlendirmek i¢in yapilan
bir ¢alismada diyabetik siganlarin doku homojenatinda MDA diizeylerinde anlamli bir artis
oldugu bildirilmistir. Caligma bulgularina gore 12 hafta boyunca 35 mg/kg ALA enjeksiyonu
ile MDA diizeyinde anlamli bir diisiis meydana geldigi saptanmistir (123). Farkli dokulardan
elde edilen bulgular degerlendirildiginde STZ ile olusturulan diyabet modelinde diyafram
dokusunda da oksidatif stresin gelistigi goriilmektedir ancak bu dokuda yapilan ¢alismalar
yetersizdir. Literatiirde diyabetik sicanlarda diyafram kas dokusuna ALA’nin etkisini
inceleyen ¢alisma bulamadik. Bu nedenle sunulan tez ¢alismasindan elde edilen bulgulara
gore yiiksek dozlarda ALA (60 ve 120 mg/kg) diyafram kasini oksidatif hasara karsi

antioksidan enzim seviyelerini artirarak koruma sagladig1 sonucuna ulasilmistir.

Diyafram dokusunda miyopatinin degerlendirildigi bir caligmada diyabetik sicanlarda
serum MDA diizeyinin saglikli gruba gore arttig1, dort hafta boyunca oral olarak 50 mg/kg
KUE uygulamasindan sonra ise MDA diizeyinde anlamli bir azalma oldugu bildirilmistir (16).
Bir bagka ¢alismada diyabetik si¢anlarin bobrek dokusunda MDA seviyesinin 6nemli 6lglide
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artti1 ancak sekiz hafta siireyle oral yoldan 50 mg/kg KUE tedavisi ile MDA seviyesinde
onemli derecede azalma oldugu bildirilmistir (124). Baska bir ¢alismada sekiz hafta boyunca
50 mg/kg KUE takviyesi diyabetik sicanlarda serum ve bobrek dokusunda MDA diizeyinde
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (125). Senyigit ve ark.’nin (126) yaptig1 bir ¢alismada
30 giin boyunca ip. olarak 20 mg/kg KUE takviyesi diyabetik sicanlarin karaciger
dokusundaki MDA diizeylerini 6nemli dlglide azalttigi ve KUE’nin diyabetik sicanlarda
oksidatif hasar1 azaltmada etkili olabilecegi bildirilmistir. Literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu
olarak yiiksek dozlarda (60 ve 120 mg/kg) KUE’nin diyafram dokusunda da antioksidan
enzim diizeylerinde artis yoluyla oksidatif durumu 6nemli 6lgiide iyilestirdigi sonucuna
ulastik. Diyabetik siganlarda farkli dokulardan elde edilen sonuglarla sunulan tez
calismasindan elde edilen bulgular MDA diizeyi agisindan uyumludur ve artan MDA diizeyi
diyabetik sicanlarda oksidatif stres varligina isaret etmektedir. Bu ¢alisma bulgulart DM nin
diyafram dokusunda oksidatif stresi artirarak ve antioksidan savunmayi azaltarak oksidan-
antioksidan dengenin bozulmasina neden oldugunu géstermektedir. ALA ve KUE, Keap Nrf
yolagi iizerinden diyabetle bozulan dengenin tedavisinde enzimatik antioksidan aktivitesini

artirarak diyafram dokusunda koruyucu etki sagladigini diistinmekteyiz.

SOD hiicredeki ilk detoksifikasyon enzimi ve en gliglii antioksidandir. Reaktif oksijen
tiirlerine kars1 birinci basamak savunma sisteminin bir bileseni olarak gorev yapan énemli bir
endojen antioksidan enzimdir (40). Tez calismasindan elde edilen bulgulara gére SOD
aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda diyabetik kontrol grubunda diisiik bulunmustur.
ALA dozlar1 SOD aktivitesi agisindan herhangi bir olumsuz etki gostermemistir. KUE dozlari
uygulanan gruplarda ise SOD aktivitesi diyabetik kontrol grubuna goére yiiksek bulunmustur.
Peixoto ve ark. (120) STZ ile diyabet olusturduktan 30 giin sonra diyabetik si¢anlarin
diyafram kas dokusunda SOD aktivitesi agisindan gruplar arasinda fark bulunmadigini rapor
etmislerdir. Diyabetik sicanlarin miyokard dokusu ile yapilan ¢alismada SOD aktivitesinin
azaldig1 ancak 14 giin boyunca 10 mg/kg ALA takviyesinden sonra normale dondiigi
bildirilmistir. Aynm1 c¢alismada ALA uygulamasindan sonra SOD aktivitesinin karaciger
dokusunda ise azaldig1 rapor edilmistir (127). Bagka bir ¢alismada dort hafta boyunca 50
mg/kg ALA enjekte edilen diyabetik si¢anlarin karaciger dokusunda SOD aktivitesinin arttig1
bildirilmistir (128). Bir ¢alismada sekiz hafta boyunca oral olarak uygulanan 100 mg/kg ALA
takviyesi diyabetik si¢anlarda hem plazmada hem de aortta SOD aktivitesini 6nemli dlgiide

artirdig1 rapor edilmistir (129). Bu calismalara dayanarak ALA’nin diyabetik sicanlarda
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diyafram dokusundan ziyade, karaciger ve kalp dokusu gibi diger dokularda SOD aktivitesi

tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu sonucuna varilabilir.

Diyabetik siganlarin kullanildig1 bir ¢alismada sekiz hafta boyunca 50 mg/kg KUE
takviyesi serum ve bobrek dokusunda SOD aktivitesini artirdigr rapor edilmistir (125). Bir
calismada, sekiz hafta boyunca 10 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarda KUE nin diyabetik sicanlarda
kardiyomiyositlerde SOD aktivitesini artirarak oksidatif stresin gelismesinden koruyabildigi
gosterilmistir (130). Benzer sekilde sekiz hafta siireyle oral yoldan 50 mg/kg KUE ile tedavi
sonucunda SOD aktivitesinde anlamli diizeyde artis meydana geldigi ve KUE’nin bdbrek
fonksiyonunda belirgin bir koruyucu etki gosterdigi rapor edilmistir (124). Tez ¢alismasi
bulgularina gore diyabetin neden oldugu oksidatif hasara karsi KUE dozlarinin SOD aktivitesi

acisindan diyafram kasinda koruyucu etki gosterdigi sOylenebilir.

CAT, oksijeni kullanan hemen hemen tiim canli dokularda bulunan yaygm bir
antioksidan enzimdir. SOD tarafindan baslatilan detoksifikasyon siirecinin tamamlanmasini
saglamaktadir (40). Calismadan elde edilen bulgulara gére CAT aktivitesi kontrol grubuna
kiyasla diyabetik kontrol grubunda anlaml diisiik bulunmustur. Artan dozlarda ALA ve KUE
enjekte edilen deney gruplarinda GPx aktivitesinin diyabetik kontrol grubuna gore arttig1 tespit
edilmistir. Peixoto ve ark. (120) STZ ile diyabet olusturduktan 30 giin sonra diyabetik
siganlarin diyafram kas dokusunda CAT aktivitesinin artigini rapor etmislerdir. Tanbek ve
ark.’nin yaptig1 calismada (121) diyabetik si¢anlarda kontrol grubuna gore azalan SOD,
CAT aktiviteleri alt1 hafta boyunca 100 mg/kg ALA takviyesi alan gruptaki siganlarda artis
gosterdigi rapor edilmistir. Bir ¢alismada dort hafta boyunca 50 mg/kg ALA enjekte edilen
diyabetik sicanlarin karaciger dokularinda CAT aktivitesinin arttigt bildirilmistir (128).
KUE’nin diyabetik sicanlarda bobrek dokularmin CAT aktivitelerinde dnemli bir artisa neden
oldugu rapor edilmistir (131). Benzer sekilde sekiz hafta siireyle oral yoldan 50 mg/kg KUE
ile tedavi sonucunda CAT aktivitesinde anlamli diizeyde artis meydana geldigi ve KUE’ nin
bobrek fonksiyonunda belirgin bir koruyucu etki gosterdigi bulunmustur (124). Literatiirle
uyumlu sekilde ALA ve KUE dozlar1 diyafram dokusunda da oksidatif hasara karst CAT

aktivitesinde artiga bagli olarak koruyucu etki gostermistir.

GPx, hiicre i¢indeki hidrojen peroksidin zararsiz iiriinlere doniisiimiinii katalize eder,
boylece lipid peroksidasyon yan iiriinlerinin neden oldugu hiicresel yikimi azaltarak hiicreleri
oksidatif hasardan korumaktadir. Calismadan elde edilen bulgulara gore CAT aktivitesine

benzer sekilde GPx aktivitesi kontrol grubuna kiyasla diyabetik kontrol grubunda diisiik
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bulunmustur. Artan dozlarda ALA ve KUE enjekte edilen deney gruplarinda GPx aktivitesinin
diyabetik kontrol grubuna gore arttigi belirlenmistir. Bir ¢alismada STZ ile indiiklenen
diyabetik siganlarda 14 giin boyunca 10 mg/kg ALA takviyesinden sonra GPx aktivitesinin
karacigerde azaldigi, bobrekte ise arttigi bildirilmistir (127). Baska bir ¢alismada diyabetik
sicanlarin karaciger, bobrek, beyin ve kalp dokularinda GPx aktivitesinde normal si¢canlara
gore artig oldugu belirtilmistir. Hem karacigerde hem de beyinde artan GPx aktivitesi, 14
giinliik 10 mg/kg KUE tedavisinden sonra normal seviyelere geri dondiigii bildirilmistir (132).
Bir ¢alismada, sekiz hafta boyunca 10 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarda KUE’nin diyabetik
sicanlarda kardiyomiyositlerde GPx aktivitesini artirarak oksidatif stresin gelismesinden
koruyabildigini gostermektedir (130). Hem ALA hem de KUE diyafram dokusunda GPx

aktivitesini artirarak oksidatif hasara kars1 koruma saglamstir.

Bu caligmadan elde edilen sonuclara gore STZ ile olusturulan diyabetten sekiz hafta
sonra diyafram kas fonksiyonunun bozuldugu ortaya koyulmustur. Bu da STZ kaynakli
diyabetin diyafram kas fonksiyonlar1 iizerinde olumsuz etkilerini gostermektedir.
DM-Insiilin grubu, maksimum kasilma giiciinde anlamli bir iyilesme gdstermis ve tetani
yiizdesi de DM+Kontrol grubuna kiyasla artmistir. Bu durum insiilin tedavisinin kas
performansini iyilestirdigini gostermektedir. ALA gruplarinda 6zellikle 60 mg ve 120 mg
ALA dozlar1 uygulanan gruplarda, maksimum kasilma giicii ve tetani yiizdelerinde 1yilesme
gbzlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli bulgu elde edilmemistir. KUE gruplarinda,
maksimum kasilma giicii DM+Kontrol grubuna kiyasla arttig1 gézlenmistir. Bu veriler ALA
ve KUE’nin doz bagimli olarak kas fonksiyonlari {izerinde olumlu etkiler sagladig
soylenebilir. DM+INS+ALA kombine tedavisinde 6zellikle 120 mg ALA ile kombine edilen
grupta maksimum kasilma giicii ve tetani yiizdesinde istatistiksel agidan anlamli iyilesmeler
gozlenmis ve kombine tedavinin diyabetik kas fonksiyonlarinda iyilesme sagladigi sonucuna

varilmistir.

Oksidatif stres parametrelerine gore; DM+Kontrol grubunda, STZ kaynakli diyabetin
sebep oldugu oksidatif stresin gostergesi olan MDA seviyeleri, kontrol grubuna gore 6nemli
Olciide artmistir. Ayrica SOD, CAT ve GPx antioksidan enzim aktiviteleri azalmistir.
DM-insiilin grubunda insiilin tedavisi MDA seviyelerini diisiirmiis ve antioksidan enzim
aktivitelerinde (SOD, CAT, GPx) kismi iyilesmelere yol agmistir. ALA gruplarinda 6zellikle
120 mg ALA dozu uygulanan grupta, MDA seviyeleri dnemli 6l¢iide azalmis ve SOD, CAT,

GPx aktivitelerinde anlamli artiglar goriilmiistiir. Bu durum, yiiksek dozlarda ALA’nin
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diyabetik kosullarda oksidatif stresin azaltilmasinda etkili oldugunu gostermektedir. KUE
gruplarinda, 60 mg KUE ile tedavi edilen grupta MDA seviyelerinde belirgin bir azalma
goriilmiis ve antioksidan enzim aktiviteleri artmistir. Bu da bu flavonoidin antioksidan
etkisinin doz bagimli olarak degisebilecegini gostermektedir. ALA ve KUE, diyabetik
durumlarda oksidatif stresi azaltmakta ve antioksidan savunma enzimlerinin aktivitelerini
artirmakta etkili olmustur. Ozellikle 120 mg ALA ve 60 mg KUE en giiclii koruyucu etkiyi
gostermistir. Diyabetik kosullar diyafram kas fonksiyonlarinda belirgin azalmaya neden
olurken ALA ve KUE gibi antioksidan tedaviler insiilinle kombine edildiginde kas
performansini iyilestirmektedir. Ozellikle yiiksek doz ALA kas giiciinii artirmada ve kas

fonksiyonlarii korumada etkili olmustur.

Sonug olarak ALA’nin diyafram dokusunda Nrf2 yolunu aktive ederek antioksidan
savunma sistemlerini artirdigi ve STZ kaynakli diyabette oksidatif stresi azaltarak koruma
sagladig1 diistiniilmektedir. Ancak diyabetin neden oldugu kas zayifliginin yalnizca oksidatif
stresten kaynaklanmadigi, bu siirecte inflamatuar yanitlar ve gesitli molekiiler mekanizmalarin
da 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu bulgular diyabetik sicanlarda diyafram kas
fonksiyon bozukluguna c¢ok yonlii bir patofizyolojik siirecin eslik ettigini ve ALA’nin bu
karmagsik siirecte potansiyel terapotik etkilerinin daha fazla arastirilmasi gerektigini
gostermektedir. ALA ve KUE’nin diyafram iizerindeki potansiyel etkilerini daha detaylh
incelemek ve farkli dozlarin bu etkiler tizerindeki roliinii daha ayrmntili aragtirmak diyafram
fonksiyonlar1 iizerindeki mekanizmalar1 daha iyi anlamak ag¢isindan arastirmaya deger

goriilmektedir.
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