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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dali
Fizyoloji
Yiiksek Lisans Tezi

SELENYUMUN DiYABETIK RATLARDA KARDiYAK DOKU UZERINE 3
BOYUTLU ETKILERI

Giilnur AKDOGAN

Konya-2024

Diyabetes Mellitus (DM), prevalansi tiim diinyada giderek artan kronik endokrin bir metabolik
bozukluktur. Hiperglisemi kaynakli reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimindeki artis kalpte yol agtig1 oksidatif
hasarlanma ile kardiyak metabolik olaylarda bozulmaya neden olur. Antioksidatif savunma mekanizmalarinda
destekleyici rol oynayan selenyum (Se) hiicresel ROS birikimini 6nleyerek diyabetin kalpte sebep oldugu oksidatif
stres kaynakli patolojileri tersine ¢evirebilir. Bu baglamda arastirmamizda diyabetik kalplerde hiperglisemi
kaynakli meydana gelen bozulmus mekanik ve metabolik fonksiyonlarin antioksidatif eser element uygulamast ile
ROS birikiminin engellenmesi vasitasiyla iyilestirilebilecegi hipotezi kurgulanmistir. Bu amagla mevcut tez
calismasinda diyabetik ratlarda Se uygulamasinin kardiyak doku iizerindeki etkilerinin histolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal parametreler ile ¢ok yonlii degerlendirilmesi amaglanmustir.

34 adet 12 haftalik Wistar albino erkek sigan; Kontrol grubu (n=8), Diyabet (DM) grubu (n=9), Selenyum
(Se) grubu (n=8) ve Diyabet+Selenyum (DM+Se) grubu (n=9) olmak iizere randomize sekilde ayrilmistir. DM ve
DM+Se gruplarinda intraperitoneal (i.p.) yolla 55 mg/kg tek doz streptozotosin (STZ) enjeksiyonu ile diyabet
indiiklenmigtir. STZ’nin 3. giinil itibariyle 30 glinlilk 1 mg/kg sodyum selenit (Na»SeOz3) enjeksiyonu uygulanmis,
deney sonunda kuyruk veninden kan ornekleri alinmistir. Servikal dislokasyon sonrasi siganlar kalp dokulari
histolojik goriintilleme ve fizyolojik degerlendirme i¢in ¢ikarilmistir. Kan 6rnekleri serumda aglik kan glukozu
(AKQG), trigliserit (TG), total kolesterol, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) kolesterol diizeylerinin tayini i¢in biyokimyasal incelemeye tabii tutulmustur. Ayrica glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzim aktivite diizeyleri ve malondialdehit (MDA) seviyeleri ¢ift antikor sandvi¢ ELISA yontemiyle
belirlenmigtir. Kardiyak kontraktilitenin ve mekanik fonksiyonlarin degerlendirilebilmesi adina atriyum dokular1
izole organ banyosuna asilmistir.

Selenyum, diyabetik ratlarin AKG degerlerinde 6nce normoglisemik, daha sonra siddetli hiperglisemik
bir etkiye neden olmustur. TG, total kolesterol, HDL ve LDL diizeyleri bakimindan gruplar arasinda anlamh
farkliliklar saptanmustir (p<0,05). DM grubunda MDA diizeyi Kontrol (p<0,001), Se (p<0,05) ve DM+Se (p<0,05)
gruplarma goére anlamli derecede daha yiiksek, GSH-Px enzim aktivite seviyesi ise daha diisiik kaydedilmistir
(p<0,001). Histolojik degerlendirmeye gore DM grubundaki kalplerde patolojik bir histomorfoloji gozlenmistir.
DM+Se grubunda ise DM’ye gore daha az kardiyak doku hasari tespit edilmistir. izole organ banyosu verileri
analizinde DM+Se grubu ile DM grubu arasinda atriyum dokularinin gerim degerleri bakimindan istatistiksel fark
bulunmugtur (p<0,05). Ayrica DM grubunda zamana bagli degisen gerim degerleri arasinda anlamli bir fark
yokken (p>0,05), Kontrol, Se ve DM+Se gruplarinda anlaml farkliliklar oldugu ortaya konmustur (p<0,001).

Calisma sonucuna gore selenyum, diyabetik sicanlarda bozulmus kardiyak doku histolojisinde ve
fizyolojisinde iyilestirici bir etkiye neden olmustur. Selenyumun bu etkisinin GSH-Px enzim aktivite diizeylerinde
artisga, MDA diizeylerinde ise azalmaya sebep olarak muhtemelen hiperglisemi ile indiiklenen artmis oksidatif
stresi baskilama temelli meydana geldigi diisliniilmektedir. Biyokimyasal parametrelerde yol agtig1 degisken ve
celigkili sonuglar ise selenyumun hem lipit hem de Kkarbonhidrat metabolizmasi iizerinde ne yonde bir etki
gosterdiginin belirlenebilmesi adina daha ileri diizey ve detayli caligmalarin yapilmasi gerektigini, doz ve
uygulama siiresine bagiml aragtirmalarin 6n planda tutulmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, diyabet, kalp, oksidatif stres, selenyum.
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Diabetes Mellitus (DM) is a chronic endocrine metabolic disorder whose prevalence is increasing
worldwide. The increase in reactive oxygen species (ROS) accumulation caused by hyperglycemia causes
oxidative damage to the heart and causes deterioration in cardiac metabolic events. Selenium (Se), which plays a
supportive role in antioxidative defense mechanisms, can reverse oxidative stress-related pathologies caused by
diabetes in the heart by preventing cellular ROS accumulation. In this context, our study hypothesized that
impaired mechanical and metabolic functions caused by hyperglycemia in diabetic hearts could be improved by
preventing ROS accumulation through antioxidative trace element administration. For this purpose, the current
thesis study aimed to evaluate the effects of Se injection on cardiac tissue in diabetic rats using histological,
physiological and biochemical parameters.

12 weeks old 34 Wistar albino male rats; They were randomly divided into the; Control group (n=8),
Diabetes (DM) group (n=9), Selenium (Se) group (n=8) and Diabetes+Selenium (DM+Se) group (n=9). In DM
and DM+Se groups, diabetes was induced by a single dose of 55 mg/kg streptozotocin (STZ) injection
intraperitoneally (i.p.). Starting from the 3™ day of STZ, 1 mg/kg sodium selenite (Na,SeOs) injection was
administered for 30 days and blood samples were taken from tail vein at the end of the experiment. After cervical
dislocation, the heart tissues of the rats were removed for histological imaging and physiological evaluation. Blood
samples were subjected to biochemical examination for the determination of fasting blood glucose (FBG),
triglyceride (TG), total cholesterol, high density lipoprotein (HDL) and low density lipoprotein (LDL) cholesterol
levels in the serum. Glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme activity and malondialdehyde (MDA) levels were
determined by double antibody sandwich ELISA method. Atrial tissues were suspended in isolated organ bath to
evaluate cardiac contractility and mechanical functions.

Selenium first caused a normoglycemic effect and then a severe hyperglycemic effect on FBG values of
diabetic rats. Significant differences were found between the groups in terms of TG, total cholesterol, HDL and
LDL levels in the lipit profile (p<0,05). While the MDA level of the DM group was significantly higher than the
Control (p<0,001), Se (p<0,05) and DM+Se (p<0,05) groups, the GSH-Px enzyme activity level of this group was
recorded lower (p<0,001). According to histological evaluation, a pathological histomorphology was observed in
the DM groups hearts. Compared to DM group, less cardiac tissue damage was detected in the DM+Se group. In
the analysis of isolated organ bath data, a statistical difference was found between the DM+Se group and the DM
group in terms of the tension values of the atrial tissues (p<0,05). In addition, while there was no significant
difference between the time-varying tension values in the DM group (p>0,05), significant differences were found
in the Control, Se and DM+Se groups (p<0,001).

According to the study results, selenium caused a healing effect on the impaired cardiac tissue histology
and physiology in diabetic rats. This effect of Se is thought to be based on suppressing increased oxidative stress
probably induced by hyperglycemia by causing an increase in GSH-Px enzyme activity levels and a decrease in
MDA levels. The variable and contradictory results in biochemical parameters indicate that more advanced and
detailed studies should be conducted to determine the effect of selenium on both lipid and carbohydrate
metabolism, and that studies dependent on dose and application time should be at the forefront.

Keywords: Antioxidant, diabetes, heart, oxidative stress, selenium.

XV






1. GIRIS VE AMAC

Diyabetes Mellitus, kandaki yiiksek glukoz seviyeleri (hiperglisemi) ve pankreas
tarafindan {retilen insiilinin Uretimindeki veya etkinligindeki yetersizlik ile karakterize
metabolik bir hastaliktir. Prevalansi diinya ¢apinda katlanarak artan kronik bir halk sagligi
sorunu haline gelmistir (World Health Organization, 2021). Devamli seyreden yiiksek kan
glukoz diizeyleri ciddi morbidite ve mortaliteye neden olan makrovaskiiler ve mikrovaskiiler
diyabet komplikasyonlarina yol agar. Bu komplikasyonlarinin gelisimindeki ana
mekanizmalardan biri oksidatif stres gelisimidir. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) tiretimindeki asir1 artisa bagli antioksidan-prooksidan dengenin
bozulmasiyla meydana gelir. Diyabet kaynakli azalmig endojen antioksidan diizeyleri, hiicresel
oksidatif hasarin baskilanamamasi ile diyabetin doku ve organlarda meydana getirdigi

komplikasyonlarin nedenidir (Kanter ve ark., 2017).

Diyabetik komplikasyonlarin viicutta olumsuz etkiledigi yapilarin basinda kalp doku
gelmektedir. Kalp, pulmoner dolasimdan aldigi kani sistemik dolagim ile tiim viicuda
pompalamakla gorevli 4 bosluklu yapiya sahip bir organdir. Kontraksiyon igin gerekli
elektriksel uyariy1 kendisi dogurabilir ve bu uyariy1 6zel bir uyari-ileti sistemi vasitasiyla diger
hiicrelerine iletebilir. Goriinlim olarak iskelet kas1 gibi ¢izgilidir ancak fonksiyon bakimindan
diiz kaslara benzerdir. Fonksiyonel islevini yerine getirebilmek i¢in hiicrelerindeki metabolik
olaylarin fizyolojik bir sekilde gerceklesmesi gerekmektedir. Diyabetik durumda meydana
gelen kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) ise kalp ve damarlardaki bozulmus metabolik olaylara
bagl fizyopatolojiler ile iliskilidir (Low Wang ve ark., 2016). Hiperglisemi kaynakli olusan
bozulmus insiilin sinyallesmesi, artmis hiicresel ROS iiretimi, azalmis antioksidan enzim
diizeyleri, degismis iyon homeostazi, mitokondriyal yag asidi oksidasyon artig1 ve miyokardiyal
kontraktil fonksiyonun bozulmasi gibi durumlar kardiyak dokuyu olumsuz etkileyen
mekanizmalari tanimlar (Zhongwei ve ark., 2013; Kaludercic ve Di Lisa, 2020; De Geest ve
Mishra, 2021).

Selenyum (Se) viicutta serbest radikal hasarin1 6nlemede gorevli antioksidatif
enzimlerin yapisina katilan bir eser elementtir. Erkek tireme sisteminde, tiroid fonksiyonlarinin
korunmasinda ve immiin sistemin desteklenmesinde dnemli rolleri bulunur. Selenoproteinler
ile hiicrelerde antioksidan-prooksidan dengenin saglanmasi, bu yolla hiicresel ROS birikiminin
ve lipit peroksidasyonunun onlenmesi ve oksidatif stresin baskilanmasinda gorev alir. Bu

ozelligi ile diyabetik durumda hiperglisemi kaynakli gelisen oksidatif hasar artisinda etkili bir
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Onleyici olabilecegi belirtilir (Abdulmalek ve Balbaa, 2019; Saifi ve ark., 2020). Diger yandan
aktif bolgelerini olusturdugu antioksidatif enzimler vasitasiyla diyabetin serbest radikal artigini
indiikleyerek dokularda yol agtig1 patolojileri tersine gevirebildigi gosterilmistir (Gurbanov ve
ark., 2016; Hamza ve Diab, 2020).

Literatiirdeki c¢alisma sonuglarina bakarak selenyumun cesitli dokularda diyabet
kaynakli oksidatif strese bagli hiicresel hasara karsi, redoks homeostazini saglama temelli
antioksidatif roller listlendigi ve bu sayede bozulmus metabolik olaylar1 diizeltebildigi agiktir
(Dhanya ve ark., 2014; Zhu ve ark., 2022; Bardak ve ark., 2023; Cai ve ark., 2024).
Selenyumun, kardiyak dokuda diyabet ile indiiklenen degisimler iizerindeki -etkisinin
arastirlldig1 ¢alismalar vardir, ancak bu degisimlerin streptozotosin (STZ) ile olusturulmus
diyabetik hayvan modelinde enzimatik, histolojik ve mekanik olarak beraber incelendigi bir
caligmaya rastlanmamustir. Bu sebeple mevcut tez projesinin amaci, Se uygulamasinin deneysel
diyabet modeli olusturulmus ratlarda kardiyak dokuda meydana gelen degisimleri fizyolojik,

histopatolojik ve biyokimyasal yonleriyle bir arada incelemek ve degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kardiyak Doku ve Ozellikleri

Kardiyak doku hiicreleri (kardiyomiyosit) goriiniim ve kasilma mekanizmasi olarak
cizgili kasa benzer ancak islevsel olarak istemsiz kasilma prensibi ile diiz kas gibidir. Hiicreler
elektriksel direncin ¢ok diisiik oldugu interkale disk denen mekanik ve elektriksel baglantilar
yoluyla birbirine baglanmistir (Moise ve ark., 2021). Interkale disklerde yerlesmis konneksin
proteinlerinden olusan geg¢it baglantilar1 ise Gap Junctions olarak adlandirilir. Bunlar kardiyak
hiicrelerde iyon gecisinin daha hizli saglanmas1 ve fonksiyonel bir biitiinliik (sinsityum) ile
uyarinin hizla yayilmasi i¢in 6zellesmistir (Guo ve Yang, 2022). Kardiyak hiicrelerin her
birinde hiicrenin ortasinda yer almak iizere tek bir niikleus bulunur. Kardiyomiyositler iskelet
kasinda oldugu gibi kasilma aninda kayan filamentler modeline gore birbiri lizerinde kayan
aktin ve miyozin filamentlerinden meydana gelir. Bu da histolojik olarak ¢izgili kas hiicreleri
gibi enine ¢izgilenmeler gostermesine sebep olur (Sekil 2.1). Ayrica kardiyak dokunun
otoritmik hiicreleri araciligi ile kendi uyarisini olusturabilmesinden dolay1 kasilmanin
baslatilabilmesi i¢in sinirsel bir uyariya gereksinimi yoktur. Yalnizca calismasinin

diizenlenmesi i¢in otonom sinir sisteminin denetimi altindadir (Agar, 2021).

cardiac muscle cells
Sekil 2.1. Kardiyak hiicre yapisi (Britannica, 2023)

Dort bosluklu yapiya sahip pompa gorevi goren bir organ olan kalp endokardiyum,
miyokardiyum ve perikardiyum olmak tizere 3 tabakadan meydana gelir. En igte kalbin
liimenini Orten ince bir zar olan endokardiyum bulunur. Bu yap1 endotel ve destek dokulardan
olusmustur. Orta tabakada bulunan miyokardiyum kardiyak doku hiicrelerinden meydana
gelmekle birlikte kontraktil yetenege sahip kalbin en kalin dokusudur ve kanin pompalanmast

icin gerekli kasilma giiciiniin tiretiminden sorumludur. Perikardiyum ise kalbi digtan tamamen
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saran ¢ift yaprakli fibroz bir yapidir. Diger yandan kalp, yapisinda atriyum kasi, ventrikiil kasi
ve uyart ileti kas lifleri olmak iizere 3 tip doku igerir. Atriyum ve ventrikiil kas1 kasilabilme
yetenegine sahipken, uyart ileti lifleri elektriksel uyari olusumu ile bu uyarinin kalbin tiim
bolgelerine iletiminde gorevlidir ve ¢ok daha az kasilabilir fibril barindirir (Hall, 2021; Agar,
2021).

2.1.1. Kalpte uyarn ve ileti sistemi

Kalp kendi uyarisin1 dogurabilme (kronotropi) ve olusturdugu bu uyariy1 kas lifleri
boyunca iletebilme (dromotropi) 6zelligine sahiptir. Kalpte kendiliginden uyar1 olusturan
yapilara pacemaker hiicreler denir. Bunlar; sinoatriyal (SA) nod, atriyoventrikiiler (AV) nod,
his demetleri ve purkinje lifleridir (Sekil 2.2). SA nod kalbin dogal pacemaker1 olarak kabul
edilir ve dakikada 70-80 frekansla uyar1 dogurabilir. AV nod dakikada 40-60 uyari
olusturabilirken, daha ¢ok uyarinin iletilmesinden sorumlu olan his demeti ve purkinje liflerinin

ise dakikada 15-40 uyar1 dogurabilme 6zelligi vardir (Agar, 2021).

Dinlenim membran potansiyeli -55 mV ile -60 mV arasi olan SA nodda olusturulan
uyart atriyal hiicrelere yayilarak sag ve sol atriyumlarin tamamini depolarize eder ve atriyum
kontraktilitesinin olusumunu saglar. Uyar1 internodal yollar araciligiyla 0,03 saniyede AV noda
gelir. Burada bulunan gap junction miktarinin az olmasi sebebiyle 0,1 saniyeden daha uzun
stiren (yaklasik 0,13 sn’lik) bir gecikmeye ugrar. Bu durum ventrikiil dolumu i¢in gereklidir ve
kalbin 2 ayri sinsityum olarak calisabilmesi adina 6nemlidir. AV kapaklarin gevresini saran
fibroz doku elektriksel yalitima sebep olarak uyarinin ventrikiillere gegisine izin vermez. Bunun
yerine uyart AV demet olarak adlandirilan (His demeti) 6zel bir ileti lif ag1 ile interventrikiiler
septum i¢inde sag ve sol olmak iizere ikiye ayrilarak ventrikiillere tasinir. Yani SA nodda
olusturulan uyar1 toplamda 0,16 sn’de ventrikiillere ulasir. Son olarak interkale diskler arasi
gecirgenligin fazlalig1 ve kas lifi capiin biiyiik olmasi sebebiyle uyarmin en hizl iletildigi
purkinje liflerine aktarilir ve bu sekilde ventrikiillerin her bolgesi uyarilmis olur. Atriyumlardan
gelen kanin ve ventrikiillerin her bolgesine yayilan uyarinin etkisiyle ventrikiiler kontraksiyon
gergeklesir. SA nodda ilk uyar1 olusturuldugu andan itibaren ikinci uyarinin olusumuna kadar
gecen siire ve bu siirede meydana gelen tiim mekanik olaylar bir kalp siklusunu olusturur. Bir
kalp siklusunun siiresi 0,6 — 1 sn araliginda olmakla birlikte ortalama 0,83 sn kabul edilir
(Mohan ve ark. 2017; Hall, 2021).
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2.1.2. Kalp kasinda eksitasyon-kontraksiyon eslesmesi

Dinlenim membran potansiyeli -85 ve -90 milivolt (mV) araliginda olan bir kalp kas1
hiicresinde aksiyon potansiyeli (AP) olusumu hizli sodyum kanallar1 ve yavas kalsiyum
kanallar1 olmak iizere iki ¢esit hiicre zar1 kanalinin agilmasina baglidir. Bu kanallar araciligi ile
yer degistiren iyonlar zar potansiyelinin degismesini ve uyarilmanin ger¢eklesmesini saglar.

Kalp kasinda meydana gelen aksiyon potansiyeli 4 fazda olusur (Sekil 2.3).

Phase 1

30 = Phase 2

30 = ph Pt
Meinbrans 30 ase 0 nase 3
Potential
m
60
Phase &
90— —_—
| I I | ]
0 100 200 300 400 500

Time

ms

Sekil 2.3. Miyokardiyal aksiyon potansiyeli evreleri (Pinnel ve ark., 2007)
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Depolarizasyon evresi (Faz 0): Uyar1 membrana geldigi anda voltaja duyarli hizl
sodyum (Na") kanallar1 agilarak intraseliiler ortama Na® iyon girisi olur. Membran
potansiyelinin aniden pozitif degere dogru yiikselmesi ile membranin dinlenim hali bozularak
depolarizasyon meydana gelir. +20 milivolt diizeyine ulasan zar potansiyeli voltaja duyarli hizli

Na* kanallarinin kapanmasina neden olur.

Erken Repolarizasyon (Evre 1): Voltaj bagimlh potasyum (K*) kanallarinin agilip hiicre

icinden ekstraseliiler ortama K™ ¢ikis1 ile repolarizasyon baslar ve hiicre pozitif yiik kaybeder.

Plato fazi (Evre 2): T tiibiilleri araciligiyla voltaj bagimli kalsiyum (Ca*?) kanali
ozelliginde olan L tipi Ca*? kanal ile hiicreye Ca* iyon girisi gergeklesir. Bu da zardaki
elektriksel potansiyel degisikligin hizinda bir miktar azalma yaratarak plato olusumuna yol
acar. Platonun olusup AP siiresinin diger uyarilabilir hiicre tiplerine gore daha uzun siirmesi

kalpte tetanik kasilmalar1 6nler.

Repolarizasyon evresi (Evre 3): L tipi Ca*? kanallarinin kapandig1 halde hala agik olan
voltaj bagimli potasyum kanallarindan ekstraseliiler ortama K* ¢ikiginin devam etmesi

membran potansiyelini hizla negatif degere diisiiriir ve repolarizasyon tamamlanir.

Dinlenim membran potansiyeli (Evre 4): Repolarizasyonun tamamlamasinin ardindan,
sizma kanallar1 ve Na*-K* ATPaz pompasi ile zar potansiyelinin tekrardan dinlenim degerine
(-85 ve -90 mV aralig1) getirildigi ve hiicrenin yeni bir uyarilmaya hazir hale geldigi evredir

(Hall, 2021; Agar, 2021).

Uyarilan bir kalp kas1 hiicresinde kontraktilitenin gergeklesebilmesi i¢in ekstraseliiler
Ca*? en onemli faktordiir. Iskelet kasindan farkli olarak sarkoplazmik retikulumda (SR’de)
depolanan kalsiyumun sarkoplazmaya salmimi hiicre dis1 Ca*? miktarma baghdir (Sekil 2.4).
Ciinkii kasilmada gorev alan kalsiyumun cogunlugu (yaklasik %80°’1) SR’de depolanmis
haldedir ancak yalmzca ekstraseliiler ortamdan gelen Ca*? ile sarkoplazmaya salinimi
gerceklesir. Membran depolarizasyonu olustugunda T tiibiilleri aracihig: ile L tipi Ca*?
kanallarindan hiicreye giren Ca*?, Kalsiyum / kalmodulin bagimli proteinkinaz II (CaMKII)’yi
aktive eder. Bu da SR’de depolanan ve kasilma icin asil gerekli olan Ca*™ iyonlarinin
sarkoplazmaya salimimin1 saglar. Buna kalsiyumla uyarilmis kalsiyum salinimi denir.
Sonrasinda kalsiyum iyonlar1 miyofibriller i¢ine difiize olup aktin ve miyozinin birbiri iizerinde

kaymasini saglayarak kas kontraktilitesinin gerceklesmesine neden olur (Agar, 2021).



Kontraksiyonun gerceklesmesi sonrasit sarkoplazmadaki kalsiyum geldigi bolgelere
farkli sekillerde geri gonderilir. Hiicre ici kalsiyumdaki artis, SR membraninda normalde
defosforile halde bulunan fosfolambani fosforile hale getirir. Bu da defosforile fosfolambanin
sarkoplazmik retikulum Ca*?-ATPase (SERCA) 2a iizerindeki baskilayici1 etkisini ortadan
kaldirarak SR’ye Ca*? girisine olanak saglar. Sonug olarak kas kontraktilitesi i¢in gerekli olan
ve sarkoplazmik retikulumdan salinan kalsiyum tekrar SR’ye alinmis olur. Ekstraseliiler
ortamdan L tipi Ca* kanallar1 ile hiicreye alinan Ca*? iyonlar1 ise membrandaki Na*-Ca*?
degistiricisinin etkinligi ile hiicre disina pompalanir. Bu mekanizma, sodyumun hiicre igine
almip kalsiyumun hiicre disina génderilmesi prensibi ile calisir. Intraseliiler ortamda artan Na*
iyonlart Na*™-K* ATPaz pompasinin aktivasyonu ile ekstraseliiler ortama gonderilerek iyon

dengesi tekrar saglanmis olur (Hall, 2021; Agar, 2021).

3Na 2K
Sarcolemma . ﬁ
Ca 3Na

Ca /—\Ca

Sekil 2.4. Ventrikiiler miyokard hiicresinde Ca*? transportu (Bers, 2002)

2.2. Diyabetes Mellitus

DM pankreasin B hiicrelerinden yetersiz diizeyde insiilin salinimina veya dokularin
insiiline kars1 gelistirdigi dirence bagli olarak meydana gelen yiiksek kan glukoz diizeyleri
(hiperglisemi) ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. Sebep oldugu kronik hiperglisemi
ozellikle goz, bobrek, sinir, kalp ve kan damarlar1 basta olmak iizere farkli organ ve sistemler
tizerinde ciddi hasara yol agar (Entezari ve ark., 2022). Ciddi vakalarda ketoasidoz,
dehidratasyon, koma ve hatta 6liime neden olur. Semptomlar1 arasinda sik idrara ¢ikma

(politiri), fazla su igme (polidipsi), agiz kurulugu, halsizlik, ¢abuk yorulma ve nedeni
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aciklanamayan agirlik kaybi mevcuttur, bazi hastalarda fazla yemek yeme (polifaji) de
goriilebilmektedir (World Health Organization, 2019). Hastalarda kan glukozundaki
yiikselmeye ragmen semptomlarin geg¢ ortaya ¢ikmasi teshiste gecikmeye yol acabilmektedir
(Forouhi ve Wareham, 2022). Tani i¢in aglik plazma glukozu (APG) degeri, 75 g glukoz ile
yapilan oral glukoz tolerans testi (OGTT) sonrasi 2. saat plazma glukoz diizeyi veya HbAlc
degeri gibi kriterler degerlendirilmektedir (Elsayed ve ark., 2023; Moradpour ve ark., 2022)
(Tablo 2.1).

Tablo 2. 1. Diyabet tan1 kriterleri

Bozulmus Glukoz Toleransi
(Prediyabet)

Aglik Plazma Glukozu (APG) >126 mg/dL En az 8 saatlik aglik ile.

100 mg/dL <APG<125 mg/dL  En az 8 saatlik aclik ile.

75 g glukoz ile yapilan oral glukoz
>200 mg/dL tolerans testi (OGTT) sonrasi 2.
saatteki 6l¢iim ile.

OGTT'nin 2. Saati Plazma
Glukozu

Laboratuvarda ortaminda yapilan

0,
HbAlc >%6,5 test ile.

Hipergliseminin Klasik
Semptomlarin1 Tasiyan Hastada
Herhangi Bir Andaki Plazma
Glukozu

>200 mg/dL

1980°den bu yana diinya genelinde asir1 kilolu veya obez kisilerin sayisindaki kiiresel
artigla orantili olarak diyabet prevalansi énemli 6l¢iide yiikselmis, 30 yilda 2 katina ¢ikmustir.
Ayrica obezitedeki artis ve fiziksel inaktivite sebebiyle yiiksek gelirli tilkelere gore diisiik ve
orta gelirli iilkelerde daha hizli yiikseldigi kaydedilmistir (World Health Organization, 2016).
2019 yilinda diyabet nedeniyle 1,5 milyon 6liim kaydedilmistir ve bunlarin %48'i 70 yas alt1
bireylerdir (Elsayed ve ark., 2023). Uluslararasi1 Diyabet Federasyonu (IDF) 2021 yil1 itibariyle
diinya ¢apinda 20-79 yas araligindaki 537 milyon yetiskinin diyabet hastasi oldugunu ve bu
rakamin 2045 yilina kadar 783 milyona ¢ikmasinin beklendigini belirtmistir. Bunun yaninda
prediyabet tanili 541 milyon yetiskin, DM agisindan yiiksek risk altinda kabul edilmektedir
(International Diabetes Federation, 2021). Ayrica 21. Yiizyilin en bilyiik kiiresel saglik krizi
kabul edilen diyabetin prevalansi ve insidansi en hizli yetiskinlerde artig gosterse de, 6zellikle
tip 2 DM agisindan gocuk ve ergenlerde de bu oranlar giderek daha fazla yilikselmektedir (World
Health Organization, 2021).

Ulkemizde 1997 ve 1998 yillar1 arasinda 20 yas ve iizerindeki 24 788 hasta ile
gerceklestirilen Tirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar



Prevalans Calismasi-1’e (TURDEP-I) gére T2DM prevalans1 %7,2 olarak kaydedilmistir. Bu
hastalarin %67,7’si DM tanili olup, %32,3’1 ise yeni tanili DM vakalaridir (Satman ve ark.,
2002). 12 yil sonra gergeklestirilen 20 yas ve tstii 26 499 kisinin dahil edildigi TURDEP-II
caligmasinda ise diyabet sikliginin TURDEP-I’e gore %90’lik artis ile %13,7’ye (yaklasik 6,5
milyon kisi) ulastig1 goriilmistiir (Satman ve ark., 2013). 2010-2021 yillar1 araliginda glukoz
intolerans1 gelisen kisi sayisinin toplamda 5,7 milyonluk bir artis gosterdigi, prediyabet ve
diyabet prevalansinin ise Onceki yillara gore %24,3’liik diizeyde yiikseldigi kaydedilmistir
(Satman ve ark., 2013). Diyabetin hem tilkemizde hem de tiim diinyada artan bu orani hastaligin
ciddiyetini ortaya koymaktadir ve bundan dolay1 Diinya Saglik Orgiitii diyabeti giiniimiiziin en
onemli halk sagligi sorunlarindan biri olarak kabul etmektedir (International Diabetes
Federation, 2021).

2.2.1. Diyabetes mellitusun siniflandirilmasi

Diyabetin genetik yatkinlikla, ¢evresel veya otoimmiin faktorler sebebiyle ya da
gebelige bagli olarak gelisen farkli tiirleri mevcuttur. Amerikan Diyabet Dernegi (ADA)
bireylerde goriilen en yaygin diyabet tiirlerini 4 sekilde siniflandirmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Diyabetin siniflandirilmasi (Elsayed ve ark, 2023)

Tip 1 Diyabetes Mellitus Otoimmiin olarak pankreas B hiicre harabiyeti sonucu yetersiz insiilin
(T1IDM) iiretimi veya insiilinin hig liretilememesi ile gelisir.

Tip 2 Diyabetes Mellitus Otoimmiin degildir ve yeterli diizeyde salinan insiiline dokularda
(T2DM) diren¢ mevcuttur. Zamanla yetersiz insiilin liretimi gelisir.
Gestasyonel Diyabetes Gebeligin ikinci veya tigiincii trimesterinde teshis edilir ve gebelik
Mellitus (GDM) Oncesi diyabet tanis1 konmamigtir.

Farkli Spesifik Diyabet Cesitli nedenlere bagli ortaya gikar (Monogenik diyabet sendromu,
Tiirleri ekzokrin pankreas hastaliklari, ila¢ veya kimyasal ajan kullanimu ile).

Diyabet olgularinin %5-10"unu olusturan Tip 1 Diyabetes Mellitus, nedeni tam olarak
tanimlanamayan ¢evresel ve genetik faktorlere bagli olarak glutamik asit dekarboksilaz
(GADG65), adacik antijeni 2 (IA-2), cinko tasiyic1 8 (ZnT8) ve insiilin gibi ¢esitli B hiicre
bilesenlerine kars1 otoantikor gelisimi ile ortaya ¢ikar. Tarama klinik semptomlar goriilmeden
once serumda bu bilesenlere kars1 otoantikorlarin saptanmasi ile yapilir. Ayrica hastalik akut
olarak basladigindan tarama aninda APG diizeyi yiikselmisken HbAlc degerinde artis
gozlenmeyebilir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2022). Tamida <35 yas,
diisiik beden kitle indeksi (BKI) (<25 kg/m?), istemsiz agirlik kaybi, ketoasidoz ve plazma



glukoz diizeyinin >360 mg/dL olmasi kriterleri gbz Oniine alinir. Ayrica erken evrelerde
saptanabilmesi ve tip 2 DM’den ayrilabilmesi adina endojen insiilin saliniminin bir gostergesi
olan serum C-peptid diizeyinin 6lgiilmesiyle insiilin tiretimi degerlendirilir (Elsayed ve ark,
2023). Hastalar genellikle akut semptomlarla ve belirgin yiiksek glukoz diizeyleri ile bagvurur.
Bagvuranlarin yaklasik tigte birinde diyabetik ketoasidoz mevcuttur (Landin-Olsson ve ark.,
1990). Teshis sonrasi zamanla insiilin sekresyonunun ciddi diizeyde azaldig1 ve nihayetinde
minimum seviyeye diistiigli ya da hi¢ sekrete edilemedigi kaydedilir. Her yasta rastlanabilir
fakat 15 yas alt1 adolesanlarda goriilme sikliginin daha ytiksek oldugu belirtilmistir (Forouhi ve
Wareham, 2014).

Tip 2 DM pankreatik B hiicrelerinden yetersiz insiilin sekresyonu, devamli yiiksek
seyreden kan glukoz diizeyleri ve insiilin direnci ile karakterize olan ve diinyada %90-95 oranla
en sik goriilen diyabet tiiridiir (Ma ve ark., 2022). Hastaligin baslangicinda viicudun glukoz
homeostazinin saglanabilmesi adina insiilin {iretimi artar ancak zamanla hiicrelerin insiiline
yanitsiz hale gelmesi sebebiyle kan glukoz diizeyi regiile edilemez. Sonugta glukoz
homeostazindaki bozulmaya ve hiicrelerdeki dirence bagli hiperglisemi, hiperinsiilinemi,
pankreatik B hiicre disfonksiyonu ve %50’ye kadar artan oranda 3 hiicre kayb1 gelisir (Holman

ve ark., 2008). Bu da zamanla pankreastan salinan insiilin diizeyinde azalmaya yol acar.

Epidemiyolojisinde genetik, metabolik ve cevresel faktorler etkilidir. Yiiksek kalori
alimi, obezite ve fiziksel inaktivite gibi faktorler genetik faktorlerin fenotipik olarak etkilerinin
goriilmesine yol agar. Tip 2 DM hastalar1 ¢ogunlukla obezdir veya kitlesel olarak abdominal
bolgede biriken yiiksek viicut yag yilizdesine sahiptir. Hem abdominal bolgeden hem de
karaciger, kas ve pankreastan salinan serbest yag asidi miktarindaki artis ve adipokin
disregiilasyonu gibi ¢esitli inflamatuar mekanizmalar insiilin direncinin siddetlenmesine sebep
olur (Zaccardi ve ark., 2016). Ayrica serbest yag asidi iiretimindeki bu artis ve hiperglisemi
endoplazmik retikulum stresini indiikleyerek 3 hiicre disfonksiyonuna yol agar (Yamamoto ve
ark., 2019). Tip 2 diyabet diisiik ve orta gelirli tilkelerde diger bolgelere kiyasla ¢ok daha yiiksek
oranda goriiliir. Bu hastalarin, diyabeti olmayan kisilerle karsilastirildiginda tiim nedenlere
bagli mortalite riski %15 daha fazla olmakla birlikte bu oran genglerde ve 55 yas alt1 kisilerde
iki kat daha yiiksektir (Tancredi ve ark., 2015).

Tip 2 diyabetin risk faktorleri arasinda genetik yatkinlik, BKI degerinin >30 kg/m?
olmasi (obezite), fiziksel aktivite yetersizligi, bozulmus glukoz toleransi, gestasyonel diyabet

ve etnik/irk bulunur (Weinstein ve ark., 2004). Hastaliga sahip bir¢ok birey asemptomatiktir ve
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hiperglisemi rutin laboratuvar testlerinde saptanir. Tip 2 DM hastalarinda, tip 1 diyabet
hastalarina gore diyabetik ketoasidoza daha nadir rastlanir. Tanida aglik plazma glukozu ve
OGTT'nin 2. saatindeki plazma glukozu, HbAlc ve hipergliseminin klasik semptomlar ile

beraber herhangi bir andaki plazma glukoz diizeyi degerlendirilir (Tablo 2.1).

GDM gebelikteki hormonal degisikliklere bagl olarak gelisir ve gebelik siiresiyle
siirlidir. Cesitli plasental hormonlarin daha gok 2.trimestrda insulin reseptor substrat-1(IRS-
1) aktivitesini bozmasi, 6zellikle 3.trimestrda artan adipoz doku kiitlesi, genetik yatkinlik ve
diger nedenler insulin direncine neden olur. Bu durum sebebiyle pankreastan salinan instilin
sekresyonundaki asir1 artis regiile edilemezse B hiicre disfonksiyonu ile sonuglanir (Kiihl,
1991). Obezite, onceden GDM veya prediyabet Gykiisii, annenin 40 yasindan biiyiik olmasi,
ailede diyabet Oykiisii ve polikistik over sendromu GDM igin risk faktorleridir. Genellikle
asemptomatiktir ve OGTT ile saptanir. Gebeligin ilk prenatal kontroliinde APG ya da HbAlc
diizeyleri degerlendirilir. Herhangi bir bozukluk tespit edilmediyse 24-28. haftalarda OGTT ile
GDM taramasi yapilir. 75 gr glukoz ile yapilan OGTT’nin 1.saati plazma glukoz
konsantrasyonu >180 mg/dL ise veya OGTT nin 2.saati plazma glukoz konsantrasyonu >153
mg/dL ve <199 mg/dL ise GDM tanis1 konur (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi,
2022). IDF’ye gore canli dogumlarin %14,8’1 gestasyonel diyabetli anneler tarafindan
gergeklestirilmektedir. Postpartum donemde diyabet i¢in 6nleyici tedbirler alinmadigi durumda
GDM'li kadinlarin yaklasik yarisinda dogumdan sonraki 10 yil i¢inde tip 2 DM
gelisebilmektedir (Sadikot ve ark., 2018).

2.2.2. Diyabetes mellitusun komplikasyonlar:

Dokularda damar yapisinda meydana gelen hiperglisemi kaynakli morfolojik ve islevsel
bozulmalar ¢esitli organlarda yetmezlik ile sonug¢lanabilen mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlara yol agar (Mauricio ve ark., 2020). Bunlar diyabet kaynakli mortalite ve
morbiditenin ana sebepleri arasindadir (Mohammedi ve ark., 2017). Yiiksek kan glukozunun
neden oldugu mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimindeki temel faktorler endotel
disfonksiyon, poliol yolu aktivasyonunda artis, artmis koagiilasyon ve trombosit reaktivitesi,
sodyum-glukoz kotransporter-2’nin (SGLT-2) asir1 ekspresyonu ile reaktif oksijen tiirlerindeki
(ROS) artisa bagl oksidatif strestir (Bhatti ve ark., 2022). Bunlara ek olarak ileri glikasyon son
tirtinleri (AGE) olusumu diyabet progresyonunda ve diyabet kaynakli komplikasyonlarin ortaya
c¢ikiginda kilit rol oynayan bir diger mekanizmadir (Negre-Salvayre ve ark., 2009). Proteinlerin

uzun siire hiperglisemiye maruz kalmasi glukozun aminlerle yogunlagsmasina yol a¢an non-
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enzimatik reaksiyonlara neden olur. Intraseliiler ve ekstraseliiler ortamda gergeklesebilen bu
reaksiyonlar sonucu hem hiicre ici sinyal molekiillerini hedef alan hem de ¢esitli proteinlerin
hasarlanmasi ile hiicresel fonksiyonlari degistirdigi kaydedilen AGE’ler olusur (Indyk ve ark.,
2021). Bu molekiiller normoglisemik durumda orta diizeyde iiretilir, fakat yiikselmis kan
glukozu ile sentezleri artar (Fishman ve ark., 2018). Dolasimdaki yiiksek miktarlar1 kronik
inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon, beta hiicre hasari ve apoptoza yol agar (Zhu ve ark.,

2011; Guan ve ark., 2016).
Mikrovaskiiler komplikasyonlar

Diyabette yiiksek kan glukoz diizeylerine maruz kalan dokulardaki hiicresel ve
metabolik  hasarlanma kan akigsinda, endotelyal permeabilitede ve koagiilasyon
mekanizmalarinda degisime sebep olarak genellikle bobrek, retina ve damar endoteli gibi
dokularda ortaya ¢ikan mikrovaskiiler komplikasyonlara yol acar. Nefropati, noropati ve
retinopati gibi 6rneklendirilen bu komplikasyonlarin olusumundaki temel mekanizmalar reaktif
oksijen tiirlerine bagli oksidatif stres, poliol yolu, PKC aktivitesinde ylikselme, AGE
olusumunda ve AGE reseptor (RAGE) aktivasyonunda artis, biiyiime faktorlerinin
ekspresyonundaki degisimdir (Inzucchi ve ark., 2012; De Geest ve Mishra, 2022). Bunlara ek
olarak nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP") ve NADPH diizeylerindeki diisiis ile
nitrik oksit (NO) sentezindeki ve rediikte glutatyon (GSH) miktarindaki azalma mikrovaskiiler

komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasini hizlandirir (Yumnamcha ve ark., 2020).

Oksidatif stres AGE olusumunun artigina, poliol ve heksozamin yolaklarina glukoz
akiginin artmasina ve renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi aktivitesinin yiikselmesine sebep
olur. Tim bu faktorler beraber hiicre hasarina ve bdbreklerde ekstraselliiler matriks
proteinlerinin birikimine sebep olarak normal bobrek fonksiyonunu bozar ve diyabetik
nefropati indiiklenir (Yang ve ark., 2011). ROS varliginda etkinligi artan oksidatif stres
yolaklar1, néronlarda ve Schwann hiicrelerinde, Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) ve Mitojenle
Aktive Olan Protein Kinazlar1 (MAPK) uyararak hiicresel hasar ve apoptozise neden olur. Bu
da ozellikle bacaklarda ve ayaklarda agri ve uyusma ile karakterize diyabetik ndropati
gelisimine yol acar (Feldman ve ark., 2019). Diger yandan poliol yolu ve heksozamin
yolaklarina glukoz akisinin, PKC aktivitesinin ve AGE olusumunun artis1 diyabetik
retinopatiye sebep olur. Poliol yolu vasitasiyla hipergliseminin yol ac¢tig1 retinadaki yiiksek
sorbitol birikimi, osmotik stresi tetikler. Bu da retinal hiicre hasari ile hastaligin patogenezinin

olusumunda aktif rol oynar (Whitehead ve ark., 2018).
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Makrovaskiiler komplikasyonlar

Diyabetik komplikasyonlarin tetikleyici mekanizmalar1 olan AGE olusumu ve PKC
aktivitesindeki artis, poliol ve heksozamin yolaklarina glukoz akisindaki yiikselme
mikrovaskiiler komplikasyonlarin yani sira koroner arter hastaligi, serebrovaskiiler hastalik ve
periferik arter hastaligi gibi makrovaskiiler komplikasyonlarin da temelini olusturur (Brownlee,
2005; Abdel Mageed ve ark., 2023). Bunlar uzun siireli kan glukoz diizeyi dengesizligine ek
hipertansiyon, dislipidemi ve insiilin direncine bagli olarak meydana gelir. Diyabette
makrovaskiiler komplikasyonlar daha ¢ok endotel disfonksiyon ve ateroskleroz kaynakli olusur
(Zhou ve ark., 2022). Yiiksek kan glukozu vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, endotelyal hiicrelerde
ve makrofajlarda ¢ok sayida pro-inflamatuar ve pro-aterosklerotik hedef geni diizenleyebilen
NF-kB’yi aktive eder (Giacco ve Brownlee, 2010). Diger yandan endotel duvarinda AGE
olusumunda artisa sebep olmasiyla normal vaskiiler tonusun ve kan basincinin devamliliginin
saglanmasinda etkili olan nitrik oksit salinimini inhibe eder. Ayrica arteriyel endotel
hiicrelerine monosit adezyonuna sebep olarak vaskiiler inflamasyonu uyarir ve monosit
aktivasyonu vasitasiyla oksidatif stresi tesvik eden NF-kB’nin indiiklenmesine yol acar (Otsuka
ve ark., 2005; Ogiso ve ark., 2022). Bu yol ve yolaklar hipergliseminin AGE olusumu, PKC
aktivitesi ve poliol yolu gibi makrovaskiiler komplikasyonlar1 tetikleyici mekanizmalarina ek

faktorlerdir.

Aterosklerotik siire¢ sonucu gelisen makrovaskiiler komplikasyonlar kardiyovaskiiler
ve serebrovaskiiler hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Diyabetli hastalarda en sik goriilen
komplikasyonlar olmakla birlikte mortalite ve morbiditenin de ana nedenleridir.
Hiperglisemiye ek olarak dislipidemi ve disinsiilinemi durumu, trombosit aktivasyonunda artis
ve nitrik oksit sentezinde azalmaya bagli endotel disfonksiyon, aterosklerotik plak olusumu ve
diiz kas hiicre proliferasyonu meydana gelir. Tiim bunlar miyokard infarktiis, serebrovaskiiler
olay, periferik damar hastalig1 ve kardiyomiyopati ile sonuglanarak diyabetin makrovaskiiler

komplikasyonlarina yol agar (Keskin ve Balci, 2011).
2.2.3. Diyabette serbest radikal olusumu ve oksidatif stres

Serbest radikaller viicudun normal oksijen kullanimi sirasinda mitokondri basta olmak
lizere endojen ve ekzojen bir¢ok kaynak tarafindan devamli tiretilen, disg atomik ya da molekiiler
orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren oldukga kararsiz yapida reaktif
bilesiklerdir (Singh ve ark., 2015). En sik bulunanlar siiperoksit (O2’), hidroksil (OH), peroksil
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(ROO), hidroperoksil (HO), alkoksil (RO), lipit peroksil (LOO") gibi reaktif oksijen tiirleri ve
nitrik oksit (NO’), nitrojen dioksit (NO2) gibi reaktif nitrojen tiirleridir (RNS). Hiicrede
molekiiler Oz’nin bir elektron alarak indirgenmesiyle Oz radikali olusur. Oz, hiicre igi
enzimatik bir antioksidan olan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksiti (H202)
meydana getirir. H2O> aktif hidroksil radikallerinin olusumuna katilabilen reaktivitesi yiiksek
bir bilesiktir. Ortamda Fe*? ya da Cu™ gibi ge¢is metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu
sonucu; Oy radikalinin varliginda ise Haber-Weiss reaksiyonu sonucu ‘OH radikalini olusturur.
Diger taraftan nitrik oksit sentaz, ortamda O> ve NADPH mevcudiyetinde NO- iiretimini
gerceklestirir. NO- stiperoksit ile kolayca reaksiyona girerek peroksi nitriti (ONOO") olusturur.
Bu ise oldukga toksik ve aktif bir non-radikal reaktif nitrojen tiiriidiir (Ighodaro ve Akinloye,

2018).

ROS ve RNS diisiik veya orta diizeylerde hiicresel sinyallesme, immiin yanit olusumu,
apoptotik siiregler, intraseliiler depolardan kalsiyum salinimi, niikleer transkripsiyon
faktorlerinin ve biliylime faktorii sinyallerinin aktivasyonu gibi fizyolojik mekanizmalarda
gorev alir (Valko ve ark., 2007; Asmat ve ark., 2016; Angelova ve Abramov, 2018).
Uretimindeki asir1 artis hiicresel antioksidan savunma kapasitesinin asilmasina neden olur ve
antioksidan — prooksidan dengenin bozulmasina bagli olarak oksidatif stresi indiikler (Daenen
ve ark., 2019).

Kronik hiperglisemi poliol yolu, non-enzimatik glikasyon mekanizmasi, PKC
aktivasyonu, glukozun oto-oksidasyonu ve artan lipit peroksidasyonu yoluyla serbest radikal
olusumuna yol acar ve bu yolaklar diyabette ROS kaynakl1 oksidatif stres gelisimine neden olan
temel faktorlerdir (Srikanth ve Orrick, 2022). STZ ile diyabet indiikklenmis ratlarda
mitokondriyal ETC aktivitesinde bozulma oldugu ve bunun sonucunda kardiyak hiicrelerde
ROS birikimi meydana geldigi belirtilmistir (Pham ve ark., 2014). Oksidatif stres DNA hasari,
lipit peroksidasyonu ve proteinlerin oksidasyonu ile diyabetik komplikasyonlarin kaynagini
olusturur. ROS ve RNS DNA bilesenlerinin oksidasyonuna, DNA zincirinde kirilmalara ve
niikleotid oksidasyonuna neden olarak DNA hasarini indiikler (Dizdaroglu ve ark., 2002). Diger
yandan memeli hiicre zarlarinda bulunan ¢oklu doymamis (poliansatiire) yag asitlerinin serbest
oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri ve
malondialdehit (MDA) gibi ¢esitli tiriinlere yikilma tepkimesi olan lipit peroksidasyonuna yol
acar (Ayala ve ark., 2014). Lipit peroksidasyonu serbest radikallerin olusturdugu oksidatif

stresin ve hiicresel hasarin en 6nemli nedenidir. Tepkime sonucu olusan MDA ise bir oksidatif
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stres biyobelirtecidir (Tablo 2.3). Bu molekiil hiicre i¢indeki gesitli bilesiklerin islevsel gruplari

ile tepkimeye girerek hiicre zedelenmesine neden olur.

Tablo 2.3. Oksidatif stres belirte¢leri ve enzimatik / nonenzimatik antioksidanlar (Vodosek Hojs ve ark., 2020)

Oksidatif Stres Belirtecleri Antioksidanlar

Lipit Peroksidasyonu Enzimatik

Malondialdehit (MDA) Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARSSs) Katalaz

4-hidroksinonenal (HNE) Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
F2-izoprostanlar (F2-isoPs) Hem oksijenaz-1 (HO-1)
Protein Oksidasyonu Tiyoredoksin (Trx)

[leri oksidasyon protein iiriinleri (AOPPs) Nonenzimatik

[leri glikasyon son iiriinleri (AGEs) Glutatyon (GSH)

Protein karboniller C ve E vitaminleri

Niikleik Asit Oksidasyonu f-karoten

8-hidroksiguanozin (8-OHG)
8-hidroksi-20-deoksiguanozin (8-OHdG)

Yiiksek kan glukozunun sebep oldugu oksidatif stres pankreasin [-hiicre
fonksiyonlarinda bozulmaya ve hiicre kaybina yol agarak insiilin {iretimini olumsuz yonde
etkiler. Mitokondriyal disfonksiyonu indiikler, bu da pankreasta B-hiicre hasar1 ve glukozun
diisiik afiniteli glukoz tasiyict 4 (GLUT-4) araciligiyla hiicrelere alinmasinda bozulma ile
sonuclanir. Oksidatif stres ayrica insiilin sinyal yolaklarinda bozulmaya ve GLUT-4
ekspresyonunda baskilanmaya neden olarak insiilin direnci ve diyabet gelisimine sebep olur.
Ek olarak monositlerin ve makrofajlarin aktivasyonunu indiiklediginden inflamatuvar yanitlara
yol agar. Diger yandan serbest radikaller ile indiiklenen diisiik dereceli inflamasyon da oksidatif

stresin insiilin direncini tetikledigi bir diger muhtemel mekanizmadir (Yaribeygi ve ark., 2020).
2.2.4. Diyabetin kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkisi

Kardiyovaskiiler hastaliklar, 6zellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde diyabet hastalarinin
baslica mortalite nedenidir. Diyabetli kisilerde 6liimlerin yaklasik ticte ikisinde kardiyovaskiiler
hastaliklar rol oynamaktadir. Bunlarin neredeyse yarist iskemik kalp hastaligindan, %15'"
konjestif kalp yetmezligi basta olmak {izere diger kalp hastalig: tiirlerinden kaynaklanmaktadir
(Low Wang ve ark., 2016). Epidemiyolojik verilere gore diyabet ve KVH arasindaki iligki
insiilin direnci, dislipidemi, artmis ROS, koagiilasyon artigi, vaskiiler Kkalsifikasyon,
hipergliseminin neden oldugu endotel disfonksiyon ve ilerlemis ateroskleroz gelisimi gibi

patofizyolojik mekanizmalar ile agiklanmaktadir (Low Wang ve ark., 2016). Ayrica
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hiperinsiilinemik durumun da ¢esitli inflamatuvar sinyal yolaklarini aktive ederek ateroskleroz
gelisimini giiclendirdigi ve bu sekilde vaskiiler hasara ek kardiyak olaylarda kétiilesmeye yol
act1g1 belirtilir (Paulus ve Dal Canto, 2018). Tiim bunlar kalp yetmezligi, koroner arter hastalig1,
periferal arter hastaligi, akut koroner sendrom, miyokard enfarktiis ve atriyal fibrilasyon gibi

diyabetin yol a¢tigt KVH ile sonuglanir (Henning, 2018).

Kontrol edilemeyen yiiksek kan glukoz degerleri aterosklerotik kalp hastaliklarina
neden olur. Akut hiperglisemi nitrik oksit biyoyararlanimmda azalma, oksidatif streste artis,
endotelyal 16kosit adezyonu, PKC aktivasyonu, AGE iiretimi ve endotel hiicrelerde AGE
reseptorlerinin  aktivasyonunda artisa yol agarak aterojenez gelisimini uyarir. Ayrica
hiperinsiilinemi, insiilin direnci, bozulmus glukoz toleransi, dislipidemi ve arteriyel
hipertansiyon, hipergliseminin sebep oldugu aterosklerotik siire¢lerin siddetlenmesine yol acar.
Tiim bunlar koroner arter hastaligi, periferal arter hastaligi ve iskemik kalp hastaligi gibi
diyabette en sik goriilen aterosklerotik kalp hastaliklarinin olusum nedenlerini olusturur (Low

Wang ve ark., 2016).
2.2.5. Diyabetik kardiyomiyopati

Diyabet, hastalarda DM kaynakli mortalite ve morbiditenin ana nedenini olusturan,
hipertansif durumun olmadigi, diyabetin yalmzca kardiyak doku ve kardiyak doku
fonksiyonlarinda neden oldugu patolojiyi tanimlayan diyabetik kardiyomiyopatiye yol agar (Lu
ve ark., 2022). Diyabetik kardiyomiyopati, miyokardiyal dokuda diyabet ile indiiklenmis ¢esitli
yapisal ve fonksiyonel degisiklikler sonucu gelisen sol ventrikiil disfonksiyonu ile
karakterizedir. Diyabetik kardiyomiyopatinin erken asamasinda miyokardiyal gevsemedeki
bozulma ile diyastolik disfonksiyon gelisir (Paolillo ve ark., 2019). ileri asamada obeziteden,
hipertansiyondan ve ¢esitli sebeplere bagli olusan sol ventrikiil (SV) duvarindaki kalinlasmadan
bagimsiz olarak SV hipertrofisi meydana gelir. Hipertrofi ile kiitlesi artan SV duvarinin
kompliyansi azalir, bu durum ise azalmis diyastolik SV dolumu ile iligkilidir (Aneja ve ark.,
2008). Sol ventrikiil hipertrofisi ayrica izovoliimetrik gevseme ile atriyal dolus stirelerinde
uzamaya ve sol ventrikiil diyastol sonu basincinda artisa neden olur (Jia ve ark., 2018). Kalp
yetmezligi olan hastalarin neredeyse yarisinda diyastolik disfonksiyon ile karakterize olan ve
ejeksiyon fraksiyonunun korundugu kalp yetmezligi goriiliir (Nickel ve ark., 2014). Zamanla
ejeksiyon fraksiyonundaki azalma sonucu ortaya ¢ikan sistolik fonksiyon kaybi ile
mikrovaskiiler hasarlanma ve koroner aterosklerozun da eslik ettigi klinik sonuglar ortaya ¢ikar

(Mizamtsidi ve ark., 2016).
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Diyabetik kardiyomiyopatiyi ve bunun da miyokardiyal dokuda sebep oldugu
morfolojik degisimleri indiikleyen dnemli mekanizmalar agirt AGE iiretimine bagl yag asidi
oksidasyonunda artis, glukoz oksidasyonunda ve mitokondriyal ATP iiretiminde azalma,
oksidatif stresin yol actigi sodyum kanallarmin inaktivasyon hizinda yavaslama, Na*-Ca*?
degistirici proteinin ekspresyonunda azalma, potasyum kanallarindan iyon geg¢isinde bozulma
ve bunlarin sonucu olarak aritmik etkilere neden olan aksiyon potansiyel siiresinde uzama,
kontraktil miyoflamentlerin Ca*? duyarhiliginda diisiis ve buna baglh filamentler arasi ¢apraz
koprii kurulumunda yavaslama, AGE aracili ryanodin reseptér diizeyinde ve SERCA
aktivitesinde azalma vasitasiyla meydana gelen degismis Ca*? iyon akisidir (Dillmann, 2019;
Kaludercic ve Di Lisa, 2020; EI Hayek ve ark., 2021).

Diyabette kronik hiperglisemi ile indiikklenen AGE olusumundaki ve AGE
reseptorlerindeki artiy AGE-RAGE etkilesiminde yiikselmeyi ve inflamatuar sinyal
yolaklarmin asir1 aktivasyonunu indiikler (Kosmopoulos ve ark., 2019). Bu da kardiyak
dokudaki kollajenler arasi ¢apraz baglarin asir1 artis1 sonucu dokunun bozulmus elastikiyetine
neden olur (Lee ve ark., 2022). Ayrica hiperglisemi kaynakli vaskiiler biiyiime faktorleri (VGF)
ve doku biiylime faktorii beta 1 (TGF-B1) ekspresyonundaki artig ile kollajen transkripsiyonu
daha da artar, bu da diyabetik kardiyomiyopatinin en belirgin 6zelliklerinden olan kardiyak
interstisyel ve perivaskiiler fibrozis gelisimine yol acar (Aronson, 2003; Li ve ark., 2012).
Miyokardiyal fibrozis olusumu sol ventrikiil duvarinin kompliyansinda azalmaya ve diyastolik
disfonksiyon gelisimine katkida bulunan 6nemli bir patolojik stirectir (Russo ve Frangogiannis,
2016).

Normal kosullar altinda kardiyomiyositler gerek duydugu enerjinin %70’ini yag asidi
oksidasyonu yoluyla iiretir. Yag asidi kardiyomiyositlere CD36 (Cluster of Differentiation 36)
yoluyla girerken, dolasimdaki glukoz GLUT-1 ve GLUT-4 ile girer (Palomer ve ark., 2018).
Diyabette GLUT-1 ve GLUT-4 proteinleri ile mRNA diizeylerindeki azalma, yetersiz insiilin
seviyeleri ve bunlara ek artmis serbest yag asitleri kalbin glukoz kullaniminda azalmaya neden
olur (Garvey ve ark., 1993). Dolasimda miktart yiikselen serbest yag asitleri
kardiyomiyositlerde yag asidi oksidasyonunda artigsa sebep olmasiyla mitokondriyal oksidatif
kapasitenin asilmasina ve bu yolla mitokondriyal disfonksiyona yol acar (Granatiero ve ark.,
2017). Mitokondriyal disfonksiyon ile mitokondriyal solunum zincirinde gorev alan enzimlerin
aktivitelerindeki bozulma sonucu ROS iiretiminde artis meydana gelir (Shen, 2010). Bunlardan
biri olan NADPH oksidazin aktivitesindeki ylikselme ile NADPH’dan olusan siiperoksit
anyonu (O2) diizeylerindeki artis, asir1 mitokondriyal ROS iiretimi sonucu oksidatif strese
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neden olur (Jia ve ark., 2018). Azalmis hiicresel glukoz kullanimi, artmis yag asidi oksidasyonu,
mitokondriyal disfonksiyon ve nihayetinde gelisen oksidatif stres lipotoksisiteyi indiikler; ATP
tretiminde azalmaya, SERCA fonksiyonunda bozulmaya, miyofibrillerin ATPase
aktivitelerinin azalmasina ve kardiyak mekanik disfonksiyonun ilerlemesine katkida bulunur
(Dhalla ve ark., 1992). Hiperglisemi, serbest yag asitlerinin artan oksidasyonu ve AGE’lerin
RAGE’ler ile etkilesime girmesi interlokin-6, timor nekroz faktor-oa ve niikleer faktor-kB gibi
proinflamatuar sitokinlerin iiretiminde artis ile iliskilidir ve inflamatuvar miyokardiyal
hasarlanmay1 beraberinde getirir (Min ve ark., 2009). Hiperglisemi ve lipotoksisite ayrica,
kardiyak dokuda kollajen birikimi ve fibrozis olusumuyla birlikte fibroblastlardaki PKC
aktivitesini artirir, bu da kardiyak hipertrofi gelisiminde rol oynadig: belirtilen muhtemel bir

mekanizmadir (Lei ve ark., 2013).
2.3. Streptozotosin

STZ, bir gram pozitif bakteri tiirii olan Streptomyces Achromogenes tarafindan iiretilen
dogal bir antibiyotik olarak kesfedilmistir (Eileen Dolan, 1997). Molekiiler agirligi 265 g/mol
ve kimyasal formiilii CgH1sN3O7’dir (Herr ve ark., 1967). Esas olarak pankreas adacik hiicre
tiimorlerinin tedavisinde kullanilir fakat pankreatik B hiicre nekrozu ile hiperglisemiyi
indiiklemesi sebebiyle kullanimi deneysel diyabet modeli olusturmada olduk¢a popiilerdir
(Goud ve ark., 2015). STZ, pankreatik B hiicrelerine girerek DNA'nin alkilasyonuna yol agar,
NAD"y1 indirgemesi ile ATP iretimini baskilar, serbest radikal olusumunu arttirarak
mitokondriyal enzim aktivitelerini azaltir, p hiicrelerinin geri doniisiimsiiz nekrozuna ve insiilin
tiretiminde inhibisyona neden olur (Pieper ve ark., 1999; Lenzen ve ark., 2008; Goud ve ark.,
2015). Yapisinda hidrofilik bir kisim da barindirmasi sebebiyle B hiicre membranlarinin ¢ift
katli fosfolipit tabakasindan gegemez, hiicrelere girisi glukoz ile yapisal benzerliginden dolay1

GLUT-2 vasitasiyla gergeklesir (Eleazu ve ark., 2013; Berger ve Zdzieblo, 2020).

STZ, tip 1 ve tip 2 diyabetik hayvan modelleri olugturmada en yaygin olarak kullanilan
diyabetojenik ajanlardan biridir (Magalhaes ve ark., 2019). Cogunlukla tek seferde yiiksek
dozda ya da birden fazla kez diisiik dozlarda, 4,5 pH degerine sahip taze hazirlanmig 0,1 M
sitrat tamponunda ¢oziildiikten sonra 15-20 dakika i¢inde intravenoz (IV) veya intraperitoneal
(IP) olarak uygulanir (de la Garza-Rodea ve ark., 2010; Ramzy ve ark., 2014). 30-40 mg/kg’lik
dozlar1 zamanla kendiliginden iyilesen gecici bir hiperglisemiyi indiikler ancak 50-70
mg/kg’lik dozlar1 siddetli hiperglisemi ve diyabetin 6nemli klinik belirtileriyle iligkili uzun
stireli diyabete yol agar (Ghasemi ve Jeddi, 2023). Olusacak olan diyabetin tiirtinii uygulanan
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STZ’nin genellikle dozu ve uygulanma stiresi belirler. Ratlarda tip 1 diyabetin indiiklenmesi
icin hem tek seferde ve yiiksek dozda (40-65 mg/kg, IV ya da IP olarak) hem de 5 giin boyunca
diistik dozlarda (15 mg/kg IV olarak ya da 20 mg/kg IP olarak) STZ enjeksiyonu
yapilabilmektedir (Rossini ve ark., 1977; Luki¢ ve ark., 1998; Srinivasan ve Ramarao, 2007).
Tip 2 diyabetin indiiklenmesi i¢in ise yiiksek yagl diyetle (total kaloriden gelen enerjinin
ortalama %40°1) beraber diisiikk dozlarda uygulanir (Gheibi ve ark., 2017; Guo ve ark., 2018;
Javrushyan ve ark., 2022). STZ enjeksiyonu sonrasi ortaya ¢ikabilecek siddetli hipogliseminin
onlenmesi adina inflizyondan 6-24 saat sonra %10’luk glukoz ¢ozeltisi veya inflizyondan
sonraki 48 saat boyunca %10’luk siikroz ¢ozeltisi kullanilabilir (Palsamy ve Subramanian,
2011; Ramzy ve ark., 2014).

Kemirgenlerin STZ’ye duyarliliklari cinsiyet farkliligindan etkilenmektedir. Erkek fare
ve sicanlar STZ kaynakli diyabete disilere gore daha duyarli olma egilimindedir (Bell ve ark.,
1994; Cortright ve ark.,, 1996). Erkeklerde siddetli hiperglisemiye yol agan doz
uygulamalarinda bile disilerde daha diisik AKG saptanmasi, hatta bazi deneklerde STZ’ye
kars1 ¢ok az veya hig hiicresel yanitin olmamasi, dstradioliin pankreas B hiicrelerini oksidatif
stresin neden oldugu apoptozdan korumasi ile agiklanmaktadir (Le May ve ark., 2006; Kim ve
ark., 2020; Kim ve ark., 2023). Saadane ve ark. (2020) 5 giin boyunca 75 mg/kg dozunda IP
olarak STZ uyguladiklar1 disi farelerin kan glukoz diizeylerinin, ayni siire ve yontemle 55
mg/kg dozda STZ uygulanan erkek farelerinkiyle ayni oldugunu kaydetmislerdir. Bu da
STZ nin diyabetojenik etkisine kars1 disilerde gelismis direncin infiize edilen dozun arttirilmasi

yoluyla azaltilabilecegini diistindiiriir (Saadane ve ark., 2020; Ghasemi ve Jeddi, 2023).
2.4. Selenyum

[k kez 1817'de Jons Jacob Berzelius tarafindan Isvec'teki bir siilfiirik asit fabrikasinda
isciler arasinda goriilen hastaliklara yol acan kimyasallar {izerinde yapilan arastirmada
kesfedilmistir (Oldfield, 1987). Selenyum atom numarasi 34, kiitle numaras1 78,96 olan ve
dogada yaygin olarak bulunan bir iz elementtir (Minich, 2022). Organik ve inorganik olmak
tizere 2 formda bulunur. Organik formda olanlar selenometiyonin (Se-Met) ve selenosistein
(Se-Cys), inorganik formda olanlar ise selenat (SeOs)?, selenit (SeOs)? ve elementel
selenyumdur (Se°) (Kieliszek, 2019). Selenyum kumtass, kiretas: ve kayalar basta olmak iizere
toprakta, bitkilerde, suda ve havada bulunur. Suda ve toprakta selenit ve selenat forumlari ile,
havada ise atmosferik Se partikiilleri halinde yer alir. Tarimsal iirlinlerin Se igerigi topraktaki

Se seviyesiyle iligkilidir; biyoyararlilig1 topragin pH’1, redoks kosullari, tuzluluk derecesi,
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organik madde diizeyi gibi fizikokimyasal durumlar tarafindan diizenlenir (Navarro-Alarcon ve
Cabrera-Vique, 2008). Tahillar 10-550 pg/kg arasinda degisen bir Se igerigine Sahipken,
sebzelerde bu diizey ¢ok daha yiiksektir (Dumont ve ark., 2006). Selenyum igerigi en fazla olan
besin ise 83 ug/g diizeyi ile Brezilya cevizidir (Thomson ve ark., 2008). Hayvansal gidalardan
ozellikle karaciger ve bobrek basta olmak tizere ette, yumurtada ve balikta yiiksek diizeylerde
bulunur (Navarro-Alarcon ve Cabrera-Vique, 2008). Suda ve havada bulunan selenyumun ise

biyolojik olarak bir 6nemi yoktur.

Se, viicutta sentezlenemedigi i¢in sebzeler ve tahil iriinleri basta olmak iizere diyeti
olusturan gidalarla beraber daha ¢ok selenometiyonin, selenosistein ve selenometil
selenosistein formlartyla alinir (Lei ve ark., 2022). Bitkisel gidalarda Se-Met daha yiiksek
oranda bulunurken, hayvansal gidalar Se-Cys acisindan daha zengindir (Gammelgaard ve ark.,
2011). Organik formdaki selenyumun emilim orani (~%95) inorganik formdaki selenyumun
emilim oranina (~%75) gore daha yiiksektir (Marshall ve ark., 2017; Lei ve ark., 2022). En
fazla beyin dokusunda, tiroid bezinde ve testiste bulunur (Kazi Tani ve ark., 2020). Onerilen
glinliik alim diizeyi yetigkin erkek ve kadinlarda 55 pg/giin’diir (Tablo 2.4). Optimal serum Se
konsantrasyonu yasanilan cografi bolgeye, iilkeye ve etnik kdkene gore degisiklik gdsterse de
ortalama deger olarak 80-120 pg/L belirtilir (Golin ve ark., 2023). Serumdaki 20-40 pg/L’lik
diizeyleri ise yetersizlik olarak nitelenir (Yang ve ark., 2022). Eksikligi o6zellikle Cin’de
selenyumdan fakir topraklarda yetisen gidalarla beslenen kisilerde goriilen, dilate
kardiyomiyopati ile karakterize olan Keshan hastaligi ile dogrudan iligkilidir (Shi ve ark.,
2021). Yetersizligi onlemek igin alinmasi gereken minimum Se miktar1 10 pg/giin, tolere
edilebilir maksimum alim diizeyi ise 400 pg/giin’dir (Mueller ve ark., 2009). Eksikligi
endokrin  ve immiin sistem hastaliklarini, enfeksiyonlari, kronik inflamasyonu,
norodejenerasyonu ve kardiyovaskiiler olaylarda bozulmalar indiikleyebilmektedir (Hu ve
ark., 2021). Giinliikk 700 pg ve iizeri tiiketiminin toksik etkiye yol agabildigi ve selenoza neden
olabildigi belirtilmistir (Kieliszek ve Btazejak, 2016). Gastrointestinal agrilar, sa¢ dokiilmesi,
tirnak kirilganligi veya kaybi, halitozis, deri dokiintiisii, mide bulantisi, diyare, yorgunluk,
sinirlilik ve sinir sistemi anomalilikleri kronik Se toksisitesi i¢in tanimlanan yaygin
semptomlardandir (Pedrero ve Madrid, 2009). Uzun siireli takviye kullanimina bagl yiikselmis

serum Se diizeyleri ise cilt kanseri ve tip 2 diyabet riski ile iligkilendirilmistir (Rayman, 2012).
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Tablo 2.4. Giinliikk 6nerilen Se alim miktarlar1 (NIH, 2018)

vas lii?g;n E(Lkge;k Gebelik (ng)  Laktasyon (ug)

Dogum- 6 ay 15 15
7-12 ay 20 20
1-3 yas 30 30
4-8 yas 40 40
9-13 yas 55 55

14-18 yas 55 55 60 0

19-50 yas 55 55 60 0
50 yas Ustii 55 55

2.4.1. Selenyum metabolizmasi

Se, viicudun cesitli fonksiyonlarinin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan esansiyel
mikrobesinlerden biridir ve fizyolojik etkilerini selenoproteinler vasitasiyla gosterir
(Bhattacharya ve ark., 2016). Selenoproteinler, selenyumun selenosistein formuyla yapisina
katildig1 ve bu zamana kadar glutatyon peroksidaz (GSH-Px veya GPXx), tiyoredoksin rediiktaz
(TrxR), iyodotironin deiyodinaz (DIO) gibi 25 farkli ¢esidi tanimlanan proteinleri ifade eder.
Bunlar tiroid hormon metabolizmasinda, immiin sistemin desteklenmesinde, DNA sentezinde,
ireme fonksiyonlarinda, oksidatif hasarin ve inflamatuvar durumlarin 6nlenmesinde Kritik
roller tstlenirler (Tablo 2.5). Plazma Se diizeyinin degerlendirilmesinde en sik kullanilanlar
selenoprotein P (SelP) ve GPx3’diir (Roman ve ark., 2014; Brodin ve ark., 2020).

Tablo 2.5. Bazi selenoproteinler ve biyokimyasal gorevleri (Labunskyy ve ark., 2014; Hij ve ark., 2015)

Selenoprotein Gorevleri
gz; P2, Hidrojen peroksitin (H202) glutatyon (GSH) bagimli detoksifikasyonu
GPx4 Lipit peroksidasyonunun inhibisyonu

B:g;, bioz, indirgeyici deodinasyon ile tiroid hormonu aktivitesinin diizenlenmesi
(S;;Tg())protein H GSH sentezinin diizenlenmesi, hiicrelerin hidrojen peroksitten korunmasi
(S;;TE())protein K Immiin hiicre fonksiyonlarmin desteklenmesi

Selenoprotein M (SelM)  Noronal oksidatif hasarin onlenmesi

Selenoprotein N

(SelN) Hiicre i¢i kalsiyum mobilizasyonunun diizenlenmesi
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Selenoprotein P
(SelP)

Selenoprotein R
(SelR)

Selenoprotein S
(SelS)

Selenoprotein T
(SelT)

Selenoprotein W (SelW)  Kas fonksiyonu igin

Se'nin periferik dokulara taginmasi ve antioksidan etki

Proteinlerdeki oksitlenmis metiyoninlerinin onarimi

Yanlis katlanmis proteinlerin ER ile iliskili bozulmasinin diizenlenmesi

Pankreas [ hiicresi fonksiyonunun ve glukoz homeostazinin diizenlenmesi

TrxR1 Sitozolik tiyoredoksinin oksitlenmis formunun azaltilmasi
TrxR2 Sperm olgunlagmasi sirasinda disiilfit baglarinin olusumu
TrxR3 Mitokondriyal tiyoredoksinin azaltilmasi

Diyetle farkli formlarda viicuda alinan Se duodenumdan emilir ve karacigere taginir.
Burada organik ve inorganik Se formlarinin temel hedefi selenoprotein sentezi i¢in 6ncelikle
hidrojen selenit (H2Se) olusumunu saglamaktir (Sekil 2.5). H2Se, sodyum selenitten (Na2SeOs)
selenodiglutatyon araciligryla NADPH'ye bagimli rediiktazlar tarafindan indirgenme yoluyla
tiretilir; ya da selenometiyoninin transsiilfiirasyonu ile olusan veya diyetle direk olarak alinan
selenosisteinin B-liyaz enzimi ile katalizlenmesi vasitasiyla meydana gelir (Kuganesan ve ark.,
2019). H.Se, hem organik ve inorganik Se formlarindan selenoproteinleri olusturan, hem de
dimetilselenit ve trimetil selenonyuma doniiserek nefes ve idrar yoluyla viicuttan Se atimini

saglayan ¢ok onemli bir ara metabolittir (Wrobel ve ark., 2016).
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Sekil 2.5. Selenyum metabolizmasi ve selenoprotein olusumu

2.4.2. Selenyumun antioksidan etkinligi ve oksidatif stresteki rolii

Se, selenoproteinlerin yapisina katilarak endojen antioksidan enzimlerin biyolojik
aktivitesinde ve viicudun oksidatif savunmasinda 6nemli rol oynar. Bu 6zelligi ile serbest
radikallerin temizlenmesinde, oksidatif hasara karsi hiicrelerin korunmasinda ve immiin
sistemin desteklenmesinde gorevlidir. Glutatyon peroksidazlar, organik hidroperoksitleri
indirgeyerek hiicrelerde serbest radikallerin tolere edilebilir diizeylerde tutulmasinda goérevli
olan 8 fliyeli bir protein ailesidir ve bunlardan 5 tanesi (GPx1-GPx4, GPx6) Se bagimli
selenoproteindir (Kieliszek ve Btazejak, 2016) (Sekil 2.6). Antioksidatif etkinligi sirasinda,
indirgenmis bir tiyol olarak tanimlanan ve L-sistein, L-glutamat, L-glisin peptitlerinden olusan,
hiicresel antioksidan aktiviteye sahip bir tripeptit olan glutatyonun rediikte formdan (GSH)
okside forma (GSSG) doniisiimiine yol agar (Lopez-Mirabal ve Winther 2008). GPx’ler
tarafindan indirgeyici olarak kullanilan GSH, lipit hidroperoksitlerin lipit alkollere
doniisiimiinii saglar (Handy ve ark., 2021). Intraseliiler konsantrasyonu 5-10 mM araligindadir

ve saglikli hiicrelerdeki glutatyon molekiillerinin %90'indan fazlas1 indirgenmis formdadir
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(Kamal ve ark., 2023). ROS ve RNS iiretiminin arttig1 hiicrelerde ise oksidatif stresin
onlenebilmesi amaciyla GPX enzim aktivitesinin yiikselmesi ile rediikte glutatyon okside

glutatyona doniisiir, GSSG diizeyi artarken GSH diizeyi azalir (Lu, 2009).

H.0, 2 H,0

Glutatyon Peroksidaz

Sekil 2.6. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi

GPx’ler viicudun gesitli bolgelerindeki lokalizasyonlarina gore farkli sekillerde ifade
edilir. Eritrosit ve sitozolde GPx1, gastrointestinal kanalda GPx2, ekstraseliiler ortamda ve
plazmada GPx3, hiicre membraninda ve spermde GPx4, olfaktor sistemde ise GPx6 olarak
belirtilir (Brigelius-Flohé ve Maiorino 2013). GPx1-GPx4 ve GPx6 selenyuma bagimli
enzimlerdir ve siiperoksitin dismutasyonu ile iiretilen H202'yi H2.O'ya pargalayarak oksidatif
stresi dogrudan bastiran selenoproteinlerdir (Liang ve ark., 2023). Bunlardan GPx1 tim
hiicrelerde bulunan ve viicutta en fazla miktarda yer alan GPX tiirii iken, GPx2 lokalize oldugu
gastrointestinal kanalda, sindirilen prooksidan maddelerin ve bagirsak mikrobiyotasinin neden
olabilecegi artmig ROS {iretimini engelleyerek bagirsak epitelini oksidatif stresten korur
(Roman ve ark., 2014). GPx3 esas olarak bobrek Bowman kapsiiliinde firetildikten sonra
plazmaya salinir ve total selenyumun ~%20’sini yapisinda barindirir. Diger selenoproteinler
gibi H202’nin indirgenmesini saglasa da plazma GSH diizeylerinin (~10 pM) intraseliiler
ortamdakinden daha diisiik olmasindan dolay1 antioksidatif enzim aktivitesi ¢ok daha azdir
(Chang ve ark., 2020). Bir diger selenoprotein olan GPx4 fosfolipit ve kolesterol
hidroperoksidasyonunu dnleyen tek GPX’dir ve mitokondriyal oksidatif stresin azaltilmasinda
gorevlidir (Ighodaro ve Akinloye, 2018). Enzim aktivitesindeki diisiis erkeklerde infertilite ve
non-apoptotik demir bagimli bir hiicre 6liim mekanizmasin1 tanimlayan ferroptoz ile
karakterizedir (Bersuker ve ark., 2019; Fallahi ve ark., 2021). GPx6 ise koku alma epitelindeki
redoks homeostazindan sorumludur (Pitts ve Hoffmann, 2018).

Diyabet artmis mitokondriyal ROS iiretimini, yiikselen oksidatif stres diizeyi ile
diyabetik kardiyomiyopatiyi ve bunun da miyokardiyal dokuda sebep oldugu fonksiyonel ve

morfolojik degisimleri indiikler. Bu degisimlerin tersine c¢evrilmesinde ve bozulmus
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fonksiyonel mekanizmalarin diizeltilmesinde ROS birikimini  Onleyici antioksidatif
molekiillerin gorev aldig1 yolaklar 6nem teskil eder. Selenyumun, kofaktorii oldugu glutatyon
peroksidazlar ve diger selenoproteinler vasitasiyla redoks homeostazinin korunmasinda rol
oynayan bir eser element oldugu iyi bilinmektedir. Selenoproteinlerin, insan viicudunda siirekli
olarak iiretilen ancak patolojik durumlarda antioksidan-prooksidan dengeyi bozarak redoks
dishomeostazina yol agan artmis serbest radikal iretimini azaltip hiicrelerde ROS kaynakli
oksidatif hasar1 onledigi gosterilmistir. Bu da diyabet dahil diger hastaliklarda da meydana
gelen bozulmus oksidatif dengenin diizeltilmesi, hiicrelerin normal yapisinin ve fizyolojik
fonksiyonlarinin korunabilmesi veya iyilestirilebilmesi bakimindan selenyumun kardiyak
dokuda diyabetle iliskili patolojik mekanizmalart ve bu mekanizmalarin neden oldugu hiicresel

hasarlanmay1 baskilayabilecegini diistindiirtir.

25






3. GEREC VE YONTEM

Arastirma Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 14.06.2023
tarihli, 2023-036 karar sayisi ile onaylanmistir ve Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi
tarafindan 23YL18008 numarali proje kapsaminda desteklenmistir. Calismadaki biitiin
uygulamalar etik kurul protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Enjeksiyonlar Necmettin
Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, izole
organ banyosu uygulamalar1 ve analizleri Fizyoloji Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda,
histopatolojik incelemeler Histoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda, serum
biyokimya parametrelerinin analizleri Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.
3.1. Deney Hayvanlarinin Genel Ozellikleri ve Barinma Kosullari

Calismada 12 haftalik, 250-300 gram agirliginda, toplam 34 adet Wistar albino cinsi
erkek sigan kullanilmistir. Sicanlarin bakim ve beslenmeleri Necmettin Erbakan Universitesi
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirilmistir.
Hayvanlar standart laboratuvar sartlarinda 12 saat aydinlik/karanlik periyoduna uygun olarak,
bagil nemin %45-55 diizeyinde tutuldugu sabit oda sicakliginda (22+1°C) ve %100 temiz hava
ile 15 kez/saat havalandirmanin gergeklestigi ortamda muhafaza edilmistir. Kafeslerin temizligi
haftalik yapilip, altlik olarak talas kullanilmistir. Deney sirasinda hayvanlarin suya ve yeme
serbestce erigimi saglanmustir. Standart (pellet) yem kullanilmig olup yem ve sulart ad-libitum
olarak verilmistir. Deneyde kullanilan yemler; misir, tam yagh soya, yonca unu, bugday kepegi,
arpa, soya fasulyesi kiispesi, dcp, kolin klorid, pelet baglayici, kanatli minerali, toksin baglayici
mineral, methionine, E vitamini (Na %0,05; Ca %0,87; P %0,98; Ham protein %24,00; Lysine
%1,32; Methionine %0,44; Ham seliiloz %5,50; Ham kiil %6,48; Ham yag %3,75) igerigine
sahiptir.

3.2. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Uygulanan islemler

Hayvanlar rastgele 4 gruba ayrilmistir (Sekil 3.1). STZ uygulamasi ile olusabilecek

muhtemel mortalite riskine karsin diyabet gruplarinda hayvan sayist 1’er fazla tutulmustur.
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Sekil 3.1. Deney gruplari

Kontrol Grubu (n=8): Bu grupta yer alan hayvanlara ¢alismanin ilk giinii (0. giin), diger
gruplarla ayn1 deneysel sartlarin olusturulabilmesi igin intraperitoneal (IP) yolla 1 ml sitrat
tamponu uygulanmistir. Calismanin 3. giinii itibariyle 30 giin boyunca her giin 1 ml serum
fizyolojik (%0,9 NaCl izotonik) IP olarak verilmistir.

Diyabet Grubu (DM, n=9): Bu grupta yer alan hayvanlar ¢alismanin ilk giinii (0. giin)
oncesi 12 saat a¢ birakilmistir. Hayvanlara deneyin ilk giinii (0. giin) 1 ml’lik 0,1M sitrat
tamponu (pH: 4,5) icerisinde ¢oziinmiis STZ 55 mg/kg olarak IP yolla tek doz uygulanmistir
(Akay ve Ozbek, 2007). Calismanin 3. giinii (STZ enjeksiyonunun 72. saati) itibariyle 30 giin
boyunca her giin 1 ml serum fizyolojik (%0,9 NaCl izotonik) IP olarak verilmistir.

Selenyum Grubu (Se, n=8): Bu grupta yer alan hayvanlara ¢alismanin ilk giinii (0. giin),
diger gruplarla ayn1 deneysel sartlarin olusturulabilmesi i¢in intraperitoneal (IP) yolla 1 ml sitrat
tamponu uygulanmigtir. Calismanin 3. giinii itibariyle 30 giin boyunca her giin 1 mg/kg

Na,SeOs serum fizyolojik i¢inde ¢ozdiiriilerek 1 ml dlgiisiinde IP olarak verilmistir.
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Diyabet+Selenyum Grubu (DM+Se, n=9): Bu grupta yer alan hayvanlar ¢alismanin ilk
giinii (0. giin) 6ncesi 12 saat a¢ birakilmigtir. Hayvanlara deneyin ilk giinii (0. giin) 1 ml’lik
0,1M sitrat tamponu (pH: 4,5) icerisinde ¢oziinmiis STZ 55 mg/kg olarak iP yolla tek doz
uygulanmistir (Akay ve Ozbek, 2007). Calismanin 3. giinii (STZ enjeksiyonunun 72. saati)
itibariyle 30 giin boyunca her giin 1 mg/kg Na;SeOs3 serum fizyolojik i¢inde ¢6zdiiriilerek 1 ml

dlciisiinde IP olarak verilmistir.

Deney dizayni ve uygulanan islemler Sekil 3.2°de 6zetlenmistir.

Diyabet+Selenyum

Kontrol (n=8) Diyabet (n=9) Selenyum (n=8) (n=9)
g a a
i »~ 5 . Y i E » E 5 P o
0. Giin e : : :
<) : #0) ; ) : )
1ml Sitrat Tamponu :  55mg/kgSTZ : 1 ml Sitrat Tamponu 55 mg/kg STZ
3. Giin ™~
¢ : $ : A : &
# 4 » g »e : P
8 1 ot C ot : ot
s N : » > \/ : o = \ : =
> 1mI%0,9NaCl | 1ml%09NaCl : 1mg/kgNa,Se0; ' 1mg/kgNa,Se0;
32. : ; :
33, ) o B . = . m '
2 —p 1 ' '
Gy © ll‘ : II& : ll‘ : ll‘
Sakrifikasyon ' Sakrifikasyon . Sakrifikasyon ' Sakrifikasyon

Sekil 3.2. Deney protokoliiniin sematik gosterimi

Tiim gruplardaki hayvanlar ilk enjeksiyon 6ncesi (0. giinde) ve sakrifikasyon dncesi (33.

giinde) tartilarak agirliklar1 kaydedilmistir.
3.3. Deneysel Diyabet Modeli Olusturulmasi

Sicanlarda deneysel diyabet modeli olusturmak igin streptozotosin (S0130, Sigma-
Aldrich, ABD) kullanildi. STZ 0,1M sitrat tamponu (pH 4,5) icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra
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bozunmay1 6nlemek i¢in hazirlandigi andan itibaren 15-20 dakika i¢inde ilgili deney gruplarina

uygulandi.

Sitrat Tamponu Hazirlama: 400 ml’lik distile su (ddH20) iizerine 6,758 gr trisodyum
sitrat dihidrat (HOC(COONa)(CH2COONa)., . 2H.0=294,1 g/mol) ve 5,675 gr sitrik asit
monohidrat eklendi. NaOH ya da HCI kullanilarak pH degeri 4.5 olacak sekilde ayarlandi.
Distile su ile hacim 500 ml’ye tamamlandi. Buz igerisine gomiilerek muhafaza edildi. Sitrat

tamponu ratlara STZ uygulamasinin yapilacagi an taze olarak hazirlandi.

STZ uygulamasindan sonra pankreas dokusundaki beta hiicrelerinin hasar1 sonucu
depolanmus insiilinin yol agtig1 siddetli hipoglisemiyi ve neden olabilecegi mortaliteyi 6nlemek
amaciyla enjeksiyondan 2 saat sonra ve 24 saat siire ile ratlarin igme sularina %5 glukoz ilave
edildi (Shivananjappa ve Muralidhara, 2012). STZ uygulamasin1 takiben 72 saat sonra (3. giin),
sicanlarin kuyruk veninden alinan kan 6rneginde aclik kan glukozu degerleri glukometre ile
olgtilerek kaydedildi. Aglik kan glukozu >250 mg/dL olan ratlar diyabetik kabul edildi.

Sekil 3.3. Stz enjeksiyonunun 72. saati aglik kan glukozu 6l¢iimii
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3.4. Deneyin Sonlandiriimasi ve Doku/Ornek Alimi

Tiim deney gruplarinin enjeksiyonu tamamlandiktan sonra deneyin 33. giinii hayvanlara
ketamin hidrokloriir (80 mg/kg) ve ksilazin (8 mg/kg) intramiiskiiler enjeksiyonu yapilarak
anestezi uygulandi. Kuyruk veninden alinan kanlar aktivator iceren jelli tiiplere aktarildi ve
servikal dislokasyon yapilarak ratlar sakrifiye edildi. Sternumun 1 cm distalinden enine kesi ile
diyafram agilarak gogiis kafesi sternuma paralel olarak ikiye ayrildi. Sternum yukari yonde
kaldirtlip aort, vena kava ve pulmoner damarlar kesilerek kalp ince makas ile eksize edilip krebs
sollisyonu igerisine alindi. Krebs soliisyonu igerisindeki kalpten atriyum seritleri kesilerek
kontraktilitelerinin degerlendirilmesi i¢in izole organ banyosuna asildi. Kan oOrnekleri ise
Hettich Rotina 46R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Almanya) marka cihazda 4 °C, 1.000 g

hizda ve 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi.

Glukoz, Total Kolesterol, Trigliserit, HDL-Kolesterol, LDL-Kolesterol, Malondialdehit
diizeyi ve Glutatyon Peroksidaz enzim aktivite analizleri ¢alisilincaya kadar serum ornekleri -
80 °C’ de New Brunswick U570 (New Brunswick Scientific, New Jersey, ABD) buzdolabinda

saklandi.
3.5. izole Organ Banyosu Sistemleri

Izole organ banyosu (MAY 10BS 99 ISOLATED TISSUE BATH STAND SET) in
vitro kosullarda izole edilen dokularin canliligini devam ettirebilecegi temel kosullari igine alan
bir sistem olarak tanimlanir. izole organ banyosu sistemi: amplifikatdr, hazneler, izometrik gii¢
doniistiirticii, termostatli dolagim pompasi, O2-CO2 karisim tiipii, kayit iinitesi, sivi ve gaz
tasima aparatlarini igerir. Kalp kasinin canliligini korumak, uygulanan maddelere karsi
gosterilen yaniti degerlendirmek ig¢in kullanilir. Bu calismada kullanilan izole organ
banyosunda dort ayr1 atriyum seridi {lizerinde aym anda islem yapilip, yanitlar

gbzlemlenebilmistir.

Izole organ banyosu diizeneginde tiim haznelerin dis ¢eperlerinde, haznedeki krebs
solisyonunu uygun sicaklikta tutmak i¢in distile su termosirkiilatorde 1sitilarak sistemde sirkiile
edilmektedir. i¢ ¢eperde krebs soliisyonu bulunur. Atriyum seritleri bir ucu haznenin iizerinde,
bir ucu haznenin iginde olan ¢engellere ipek iplikle baglanarak asilir. Krebs soliisyonu s1vi-gaz
tasima cihazlari ile tiim organ banyosu sistemi boyunca dolasip haznelere ulagir. Termostatl
dolasim pompasi, izole organ banyosundaki distile suyun dolasimi ile uygun sicakligin

stirdiiriilmesini; O2-CO> karisim tiipli ise igerdigi %95 Oz ve %5 CO: karigim ile krebsin
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havalandirilmasini saglar. Amplifikator, transducerden aldigi elektriksel sinyalleri biiyiiterek
data analiz sistemine aktarir. Yazilim programi ve bilgisayardan olusan kayit {initesinde ise,
kontraksiyonu gergeklesen atriyumlarin olusturdugu genlikler kaydedilip analiz edilerek, her

bir kasilma genlik olarak belirlenir.
3.6. Krebs-Henseleit Soliisyonu

izole organ banyosu sisteminde dokularin canliligini koruyabilmesi icin Krebs ¢ozeltisi
kullanilir. Krebs ¢ozeltisi in vivo ortamdaki fizyolojik sartlari in vitro ortamda da belli dl¢tilerde
saglayan ve pH’1 7,4 olan bir ¢dzeltidir. Icerigi, kalp kas1 hiicrelerinin kontraktil dzelliklerini

optimal diizeyde in vitro olarak siirdiirebilmelerine imkan saglar (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Krebs-Henseleit soliisyonu icerigi

Bilesigin Molekiiler Formiilii Miktar

Milimol/L Gram
NaCl 118 mM/L 6,88
KCI 4,7 mM/L 0,35
MgSO4 1,2 mM/L 0,3
Glikoz 11,5 mM/L 2,07
CaCl2 2,4 mM/L 0,31
KH2PO4 1,18 mM/L 0,16
NaHCO3 15,8 mM/L 1,33
EDTA 0,016 mM/L 0,005

3.7. Atriyum Seritlerinin izole Organ Banyosuna Asilmasi

Atriyumdaki kan ve doku artiklar1 temizlendikten sonra 4-5 milimetre uzunlugunda
kesitler alindi. Bir ucu yaklasik 10-15 cm uzunlugundaki ip, diger ucu daha kisa bir ipek ip
halkasina baglanarak transvers diizlemde izole organ banyosundaki kancalara asildi. Gerimi 1
g olarak ayarlandi. Havuzlardaki krebs soliisyonu sicaklig1 37°C ve siirekli gazlandirilmis (%95
02 ve %5 CO3) sekilde tutuldu. Atriyum kesitlerinin uygulamalarla elde edilen kontraksiyonlar1

frekans ve gerim olarak izole organ banyosu sisteminde kayit altina alindu.

Atriyum kesitlerinin izometrik gerim degerleri transdiiser ile kaydedildi. Dokular
asildiktan sonra 15 dakikalik periyotlarla 45 dakika yikanarak anestezik ajanlarin etkisinin
azalmas1 beklendi. 45 dakikalik uyum siirecinden sonra spontan kasilmalar izlenmeye baglandi.

Kesitler asildiktan 1 saat sonra (60. dk) 102 M adrenalin ile kasilmalar indiiklendi. 120
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dakikalik zaman diliminde olusan veriler kaydedildi. Adrenalin verilmeden onceki 15.
dakikadan itibaren adrenalin verilinceye kadar gecen siiredeki ortalama gerim degerleri (Adre
-15dk), adrenalin verildigi andan itibaren adrenalinin 15. dakikasina kadar gegen siiredeki
ortalama gerim degerleri (Adre +15dk), 15.-30. dakikalar arasindaki ortalama gerim degerleri
(Adre 15-30dk) ve 30.-45. dakikalar arasindaki ortalama gerim degerleri (Adre 30-45dKk)
kaydedilip analiz edildi.

Sekil 3.4. Ratlardan eksize edilen kalp doku ve izole organ banyosuna asilmak i¢in hazirlanmis atriyum seridi
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Sekil 3.5. izole organ banyosu sisteminde kontraksiyonu kaydedilen atriyum seridi
3.8. Histolojik Analizler

Oncelikle kalp dokusundan tespit islemi icin asagida miktarlar1 verilmis olan maddelerle

Notral formaldehit soliisyonu hazirlanmis ve dokular bu soliisyonda 48 saat tespit edilmistir.
3.8.1. Notral formaldehit tespit soliisyonunun hazirlanisi

Doku tespitinde kullanilan tamponlanmis %10 nétral formaldehit tablodaki maddeler ve

miktarlar1 dogrultusunda hazirlandi.

Tablo 3.2. Notral formaldehit soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilan maddeler ve miktarlar

Maddeler Miktar
Na:HPO. 6,50
NaH:PO:H:0 359
Formalin 100 ml
Distile su 900 ml

Tiim gruplara ait her kalp blogundan mikrotom ile 5 mikrometre kalinliginda kesitler
alindi ve su banyosunda diizlesmeleri saglandiktan sonra lamlar {izerine alinarak lamlar

isimlendirildi. Kesitler oda 1sisinda kurutuldu. Daha sonra bu kesitler asagida verilen
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protokollere gére, Hematoksilen-Eozin ve Masson Trikrom boyalari ile boyanip kapatildi. Daha

sonra boyanmig preparatlar 151k mikroskobunda incelenip, fotograflari ¢ekildi.

3.8.2. Hematoksilen-eozin boya protokolii

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ardindan
ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
dehidratasyon islemi i¢in 5 degisim azalan alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile
calkalandiktan sonra 10 dakika Hematoksilen (BS-001 LOT 022022.021 Harris Hematoksilen
BES LAB) ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in
10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika Eozin (Eosin Y Soliisyonu, Bes lab) boyasi ile
boyandi. Boyamadan sonra sirastyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absolii alkolden gegirilen
kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika ii¢ degisim ksilende tutulduktan sonra Entellan

(UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

3.8.3. Masson-trikrom boya protokolii

Deparafinizasyon icin 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler {i¢ farkli ksilende
tutuldu. Daha sonra azalan alkol serilerinden gegirildi. Distile suda ¢alkalandiktan sonra
Masson Trikrom boyama seti (Masson Tricchrome 100 testlik Beslab Marka) i¢erisindeki boya
kitleri sirasiyla damlatildi. Boyamanin ardindan akarsu altinda yikanan kesitler artan alkol

serilerinden gegirildi. Ksilen ile seffaflagtirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildu.
3.9. Biyokimyasal Analizler
3.9.1. Serum testleri

Serum Orneklerinde Glukoz, Total Kolesterol, Trigliserit, HDL-Kolesterol ve LDL-
Kolesterol diizeyleri spektrofotometri yontemiyle Roche Cobas ¢702 otoanalizoriinde (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) ve Roche (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Almanya) firmasmnin kit, kalibrator ve kontrolleri kullanilarak olgiildi. Glukoz, Total
Kolesterol, Trigliserit, HDL-Kolesterol ve LDL-Kolesterol diizeylerinin sonuglar1 “mg/dL”

olarak hesaplandi.
3.9.2. Serum GSH-Px enzim aktivite diizeyi

Serum Glutatyon Peroksidaz aktivite 6l¢gtimii i¢in Glutatyon Peroksidaz aktivite (E-BC-
K096-M, Elabscience Biotechnology Co., Wuhan, Cin) kiti kullanildi. Glutatyon Peroksidaz

aktivite Olciimi iiretici talimatlarina uygun olarak cift antikor sandvi¢ ELISA yontemi ile
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Olciildii. ELISA kitlerinin yikama siirecinde Biotek ELX 50 mikroplate yikayic1 (BioTek
Instruments, Vermont, ABD) kullanildi. Spektrofotometrik 6l¢imlerde Bio-rad Mikroplate
absorbans okuyucu xMark (Bio-rad Laboratories, Kaliforniya, ABD) sistemi kullanilarak
absorbans-konsantrasyon kalibrasyon grafiklerine gore Glutatyon Peroksidaz aktivite sonuglari

“U/L” olarak hesaplandi.
3.9.3. Serum MDA diizeyi

Serum Malondialdehit diizeyinin 6l¢limii i¢in Malondialdehit Kolorimetrik (E-BC-
K025-M, Elabscience Biotechnology Co., Wuhan, Cin) kiti kullanildi. Malondialdehit
diizeyleri iiretici talimatlarina uygun olarak ¢ift antikor sandvi¢ ELISA yontemi ile dl¢tildii.
ELISA kitlerinin yikama siirecinde Biotek ELX 50 mikroplate yikayict (BioTek Instruments,
Vermont, ABD) kullanildi. Spektrofotometrik Sl¢imlerde Bio-rad Mikroplate absorbans
okuyucu xMark (Bio-rad Laboratories, Kaliforniya, ABD) sistemi kullanilarak absorbans-
konsantrasyon kalibrasyon grafiklerine gére Malondialdehit sonuglart “pumol/L” olarak

hesaplandi.
3.10. istatistiksel Analizler

Sayisal degiskenler icin ortalama ve standart sapma tanimlayici istatistikleri verildi.
Sayisal degiskenlerin analizinde ANOVA ve karma etki modellerinden (mixed effects models)
faydalanildi. Posthoc ikili karsilagtirmalarda en kii¢lik kare ortalamalar1 kullanildi. Verilerin

analizi R 4.4.1 (R Core Team, 2024) programi ile yapildi. p<0,05 anlamli kabul edildi.

36



4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Achik kan glukozu

Tablo 4.1. Aclik kan glukozu bulgulari ortalama+SD degerleri (mg/dL)

Degisken Kontrol, N =8 DM,N=9 Se,N=8 DM+Se, N=9
3. Giin AKG 95,25+7,01 450,69+96,81 100,25+9,57 487,60+141,27
18. Giin AKG 102,38+53,26 388,50+98,53 82,13+5,46 201,60+41,10
33. Giin AKG 101,88+6,51 290,00£192,53 95,38+8,35 555,00+69,00

Tablo 4.2. Aclik kan glukozunun gruplar arasinda karsilastirilmasi

Degisken Zaman Estimate SE df t.ratio p.value
Kontrol - DM 3.Giin -355,442 39,817 94,650 -8,927 <0,001
Kontrol - Se 3.Giin -5,000 44,304 94,650 -0,113 0,999
Kontrol - (DM+Se) 3.Giin -392,350 38,793 94,650 -10,114 <0,001
DM - Se 3.Giin 350,442 39,817 94,650 8,801 <0,001
DM - (DM+Se) 3.Giin -36,908 33,577 94,650 -1,099 0,691
Se - (DM+Se) 3.Giin -387,350 38,793 94,650 -9,985 <0,001
Kontrol - DM 18.Giin -284,798 42,047 95,449 -6,773 <0,001
Kontrol - Se 18.Giin 20,250 44,304 94,650 0,457 0,968
Kontrol - (DM+Se) 18.Giin -97,900 42,054 95,773 -2,328 0,099
DM - Se 18.Giin 305,048 42,047 95,449 7,255 <0,001
DM - (DM+Se) 18.Giin 186,899 39,669 96,607 4,711 <0,001
Se - (DM+Se) 18.Giin -118,150 42,054 95,773 -2,809 0,030
Kontrol - DM 33.Giin -191,058 45,880 96,952 -4,164 <0,001
Kontrol - Se 33.Giin 6,500 44,304 94,650 0,147 0,999
Kontrol - (DM+Se) 33.Giin -451,328 45,886 97,130 -9,836 <0,001
DM - Se 33.Giin 197,558 45,880 96,952 4,306 <0,001
DM - (DM+Se) 33.Giin -260,270 47,409 97,959 -5,490 <0,001
Se - (DM+Se) 33.Giin -457,828 45,886 97,130 -9,977 <0,001

Gruplar ¢aligsmanin 3. giinii (STZ enjeksiyonunun 72. saati, Se enjeksiyonunun 1. giinii)
kaydedilen AKG degerleri bakimindan ikiserli olarak karsilastirildiginda; DM ve DM+Se
grubundaki hayvanlarin hem Kontrol hem de Se grubundakilere gére anlamli derecede daha
yiiksek AKG diizeylerine sahip oldugu ortaya konmustur (p<<0,001). Kontrol ve Se gruplari
arasinda, ayrica DM ve DM+Se gruplarn arasinda istatistiksel bir fark kaydedilmemistir
(p>0,05) (Tablo 4.2.).
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Deneyin 18. giinii (Se enjeksiyonunun 15. giinii) Kontrol grubundaki hayvanlarin AKG
seviyeleri ile Se ve DM+Se grubundakilerin AKG seviyeleri arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir (p>0,05). Ancak DM grubundaki hayvanlarin AKG diizeyleri Kontrol, Se ve
DM+Se grubundakilere gore anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). DM+Se
grubu, Se grubu ile karsilastirildiginda ise AKG degerlerinin anlamli derecede daha yiiksek
oldugu (p<0,05), ancak bu diizeyin (201.60+41.10) hayvanlar1 diyabetik kabul etme esigimiz
olan 250 mg/dL’den daha diisiik oldugu saptanmistir (Tablo 4.2.).

Calismanin 33. giini DM ve DM+Se gruplarinin AKG degerleri Kontrol ve Se
gruplarina gore 6nemli 6lglide daha yiiksek kaydedilmistir (p<0,001). DM+Se ile DM grubunun
karsilastirilmasinda ise DM grubundakilerin daha diisiik AKG degerlerine sahip oldugu gore
gorilmistiir (p<0,001) (Tablo 4.2.).

600-
400- | ’
TN Group
§ ~ I'S?\)/rlﬂrol
= & A
=) S + Se
Y DM+Se
200-
— - —0
3.Gan 18.Gun 33.Gin
Zaman

Sekil 4.1. Kontrol, Diyabet (DM), Selenyum (Se) ve Diyabet+Selenyum (DM) gruplarinda zamana gére aglik
kan glukozu degerlerinin (mg/dL) degisimi
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Tablo 4.3. Zaman igerisinde glukoz degisimi Mixed Model sonucu

Etki NumDF DenDF F value Pr(>F)
Group 3 31,684 80,062 <0,001
Zaman 2 60,972 12,069 <0,001
Group:Zaman 6 61,049 13,727 <0,001

Her grup kendi i¢inde AKG degerlerinin zamana gore degisimi bakimindan
degerlendirilmistir (Sekil 4.1.). Kontrol ve Se grubundaki hayvanlarda zamana gore anlamli bir
degisim saptanmazken, DM+Se grubunun 18. giin kaydedilen AKG degerleri 3. giine gore
anlaml derecede daha diisiiktiir (p<<0,001). Ayn1 grupta 33. giin 6l¢iilen AKG degeri 18. giine
kiyasla onemli ol¢iide daha yiiksek saptanirken (p<0,001), 33. giin ile 3. giinkii degerler
arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0,05). DM grubunda ise 18. giinkii AKG
degerleri ile 3. ve 33. giinkii degerler arasinda 6nemli bir fark goriilmezken, 33. giin 6l¢iilen

degerlerin 3. giine kiyasla anlamli derecede daha diisiik oldugu kaydedilmistir (p<0,001).

4.1.2. Kan lipit profili

Tablo 4.4. Kan lipit degerlerinin ortalama+SD degerleri (mg/dL)

*

Degisken Kontro, N=8 DM,N=9 Se,N=8 DM+Se, N=9 p
Trigliserit 68,50+16,22 116,14+46,82 75,25+17,09 114,71+42,84 0,037
Total Kolesterol 77,25£10,57 78,57+14,59 72,25+15,03 56,43+13,39 0,032
LDL 12,88+2,80 14,57+2,99 12,13+4,49 6,86+2,41 <0,001
HDL 51,63+8,57 40,29+17,47 45,25+9,79 32,43+12,92 0,042

“Tek yonlii vasyans analizi kullanilmustir.

Gruplar kan lipit profili bakimindan degerlendirilmis olup; tiim parametrelerde gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Tablo 4.4.).
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Sekil 4.2. Kontrol, Diyabet (DM), Selenyum (Se) ve Diyabet+Selenyum (DM) gruplarinin trigliserit degerleri
(mg/dL)

Gruplar trigliserit diizeyleri bakimindan degerlendirildiginde DM grubunda Kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek TG seviyeleri kaydedilmis (p<0,05) ancak bu grup
ile Se ve DM+Se gruplar1 arasinda anlamli bir fark kaydedilmedigi ortaya konmustur (p>0,05).
Benzer sekilde DM+Se grubu ile Kontrol ve Se gruplar1 arasinda; Kontrol grubu ile de Se grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0,05) (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.3. Kontrol, Diyabet (DM), Selenyum (Se) ve Diyabet+Selenyum (DM) gruplarinin total kolesterol
degerleri (mg/dL)

Total kolesterol seviyeleri agisindan degerlendirilen gruplarda; DM+Se grubunun hem
Kontrol hem de DM grubuna goére anlamli derecede daha diisiik total kolesterol diizeylerine
sahip oldugu (p<0,05) goriiliirken, Se grubu ile arasinda istatistiksel bir fark kaydedilmemistir
(p>0,05). Ayrica Kontrol grubu ile DM ve Se gruplari arasinda da 6nemli bir farklilik
goriilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.4. Kontrol, Diyabet (DM), Selenyum (Se) ve Diyabet+Selenyum (DM) gruplarimin LDL kolesterol
degerleri (mg/dL)

LDL kolesterol diizeylerinin gruplar arasindaki degiskenligi analiz edilmistir. DM+Se
grubundaki LDL seviyelerinin Kontrol (p<0,01), Se (p<0,05) ve DM (p<0,05) gruplarina gére
anlamli derecede daha diisiik oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.4.). DM grubu ile Kontrol ve Se
gruplar1 arasinda; Kontrol grubu ile de Se grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamustir (p>0,05) (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.5. Kontrol, Diyabet (DM), Selenyum (Se) ve Diyabet+Selenyum (DM) gruplarimim HDL kolesterol
degerleri (mg/dL)

HDL kolesterol seviyeleri agisindan degerlendirilen gruplarda; DM+Se grubunun
Kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha diisiitk HDL diizeylerine sahip oldugu (p<0,05),
ancak bu grup ile DM ve Se gruplar1 arasinda anlamli bir fark kaydedilmedigi ortaya konmustur
(p>0,05). Benzer sekilde DM grubu ile Kontrol ve Se gruplar: arasinda da anlamli bir farklilik
tespit edilememistir (p>0,05) (Sekil 4.5.).
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4.1.3. GSH-Px enzim aktivite diizeyi ve MDA seviyeleri

70-
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Sekil 4.6. Kontrol, Diyabet (DM), Selenyum (Se) ve Diyabet+Selenyum (DM) gruplarinin serum GSH-Px enzim
aktivite diizeyleri (U/L)

Serum GSH-Px enzim aktivite diizeylerinin gruplar arasindaki degiskenligi analiz
edilmistir. DM grubunun GSH-Px enzim aktivite diizeyi Kontrol (p<0,001), Se (p<0,001) ve
DM+Se (p<0,001) gruplarina gore anlamli derecede daha diisiik kaydedilmistir. Kontrol grubu
ile Se ve DM+Se gruplari arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0,05). Benzer sekilde

Se grubu ile DM+Se grubu arasinda da 6nemli bir fark gériilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.6.).
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Group

Sekil 4.7. Kontrol, Diyabet (DM), Selenyum (Se) ve Diyabet+Selenyum (DM) gruplarinin serum GSH-Px enzim
aktivite diizeyleri (umol/L)

DM grubunun MDA diizeyleri Kontrol (p<0,001) ve Se (p<0,05) ve DM+Se (p<0,05)
gruplarina gore anlamli derecede daha yiiksek Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubu ile Se ve DM+Se

gruplar1 arasinda; Se grubu ile DM+Se grubu arasinda onemli bir fark kaydedilmemistir

(0>0,05) (Sekil 4.7.).
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Sekil 4.9. A, Kontrol grubu; B, DM grubu; C, DM+Se grubu; D, Se grubu. M.T. boyamasti, 40X biiyiitme
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Hematoksilen — Eozin boyama goriintiileri incelenmistir. Kontrol grubu deneklerine ait
kalp dokusunun mikroskobik incelemesi normal histomorfoloji gostermistir (Sekil 4.8.A).
Diyabetik siganlarin kalp dokularinda artmis sitoplazmik vakuolizasyon, miyofibriler kayip,
baz1 hiicrelerde sitoplazmik eozinofili ve bazi kardiyomiyositlerde dejenerasyon gozlenmistir
(Sekil 4.8.B). Bu hasarlarin Se ile tedavi edilen diyabetik hayvanlarda azalma egiliminde
oldugu saptanmustir (Sekil 4.8.C). Sadece Se ile tedavi edilen grubun kalp histolojisi ise kontrol
grubu ile benzer kaydedilmistir (Sekil 4.8.D).

Miyokardda kollajen liflerinin birikiminin yapisal temelini agiklamak amaciyla tim
gruplar Masson-Trichrome boyasi ile boyanmustir. STZ ile diyabetin indiiklendigi DM grubu
sicanlar Kontrol grubuyla (Sekil 4.9.A) karsilastirildiklarinda hem interstisyel hem de
perivaskiiler bolgelerde artmis ekstraseliiler matriks (ECM) oldugu tesbit edilmistir (Sekil
4.9.B). DM+Se grubunda ise DM grubuna gore bir miktar azalma oldugu goériilmiistiir (Sekil
4.9.C). Son olarak Se grubunda ise Kontrol grubuna benzer bir ECM izlenmistir (Sekil 4.9.D).

4.3. izole Organ Banyosu Verilerinin istatistiksel Analizi

izole organ banyosu sisteminde atriyum kontraksiyonlar1 kaydedilen Kontrol, DM, Se
ve DM+Se gruplarindaki hayvanlar kas gerimleri a¢isindan degerlendirilmistir (Sekil 4.10.).

Tablo 4.5. Kontrol, Diyabet (DM), Selenyum (Se) ve Diyabet+Selenyum (DM) gruplarinin atriyum gerimleri
acisindan karsilastiriimasi

Degisken Zaman estimate SE df t.ratio p.value
Kontrol - DM Adre -15dk -0,108 0,152 51,678 -0,714 0,891
Kontrol - Se Adre -15dk 0,008 0,160 51,678 0,048 1,000
Kontrol - (DM+Se) Adre -15dk -0,057 0,160 51,678 -0,356 0,984
DM - Se Adre -15dk 0,116 0,152 51,678 0,765 0,870
DM - (DM+Se) Adre -15dk 0,051 0,152 51,678 0,338 0,987
Se - (DM+Se) Adre -15dk -0,065 0,160 51,678 -0,405 0,977
Kontrol - DM Adre +15dk 0,295 0,152 51,678 1,947 0,222
Kontrol - Se Adre +15dk 0,039 0,160 51,678 0,242 0,995
Kontrol - (DM+Se) Adre +15dk -0,301 0,160 51,678 -1,883 0,248
DM - Se Adre +15dk -0,257 0,152 51,678 -1,692 0,338
DM - (DM+Se) Adre +15dk -0,596 0,152 51,678 -3,932 0,001
Se - (DM+Se) Adre +15dk -0,340 0,160 51,678 -2,125 0,159
Kontrol - DM Adre 15-30dk 0,002 0,152 51,678 0,013 1,000
Kontrol - Se Adre 15-30dk -0,017 0,160 51,678 -0,105 1,000
Kontrol - (DM+Se) Adre 15-30dk -0,061 0,160 51,678 -0,380 0,981
DM - Se Adre 15-30dk -0,019 0,152 51,678 -0,124 0,999
DM - (DM+Se) Adre 15-30dk -0,063 0,152 51,678 -0,414 0,976
Se - (DM+Se) Adre 15-30dk -0,044 0,160 51,678 -0,275 0,993

47



Degisken Zaman estimate SE df t.ratio p.value
Kontrol - DM Adre 30-45dk -0,010 0,152 51,678 -0,063 1,000
Kontrol - Se Adre 30-45dk -0,013 0,160 51,678 -0,081 1,000
Kontrol - (DM+Se) Adre 30-45dk -0,087 0,160 51,678 -0,546 0,947
DM - Se Adre 30-45dk -0,003 0,152 51,678 -0,022 1,000
DM - (DM+Se) Adre 30-45dk -0,078 0,152 51,678 -0,512 0,956
Se - (DM+Se) Adre 30-45dk -0,074 0,160 51,678 -0,464 0,966
2.57
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Sekil 4.10. Kontrol, Diyabet (DM), Selenyum (Se) ve Diyabet+Selenyum (DM) gruplarinin atriyum kasi gerim

degerleri (gr)

Gruplar Adre -15dk, Adre +15dk, Adre 15-30dk ve Adre 30-45dk zaman araliklarinin
her birinde atriyum gerim degerleri bakimindan ikiserli olarak karsilastirildiginda; yalnizca
Adre +15dk zaman araliginda DM+Se grubunun ortalama gerim degeri DM grubununkine gore
anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (p=0,001). Bunun diginda gruplarin tiim zaman

araliklarinda ayr1 ayri birbiriyle karsilastirilmast sonucu anlamli bir fark saptanmamistir

(p>0,05) (Tablo 4.5.).

Zaman
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Tablo 4.6. Zaman igerisinde atriyum gerim degerleri degisimi Mixed Model sonucu

Etki NumDF DenDF F value Pr(>F)
Group 3 13,000 1,606 0,236
Zaman 3 39,000 32,547 <0,001
Group:Zaman 9 39,000 1,329 0,254

Tablo 4.7. Kontrol, Diyabet (DM), Selenyum (Se) ve Diyabet+Selenyum (DM) gruplarinin atriyum gerimlerinin
zamana bagli degisimi

Degisken Grup estimate SE df t.ratio p.value
(Adre -15dk) - (Adre +15dKk) Kontrol -0,744 0,156 39,000 -4,763 <0,001
(Adre -15dk) - (Adre 15-30dk) Kontrol -0,165 0,156 39,000 -1,058 0,717
(Adre -15dk) - (Adre 30-45dK) Kontrol -0,161 0,156 39,000 -1,032 0,732
(Adre +15dk) - (Adre 15-30dk) Kontrol 0,579 0,156 39,000 3,705 0,004
(Adre +15dk) - (Adre 30-45dk) Kontrol 0,583 0,156 39,000 3,731 0,003
(Adre 15-30dk) - (Adre 30-45dk) Kontrol 0,004 0,156 39,000 0,026 1,000
(Adre -15dk) - (Adre +15dKk) DM -0,340 0,140 39,000 -2,436 0,087
(Adre -15dk) - (Adre 15-30dk) DM -0,055 0,140 39,000 -0,39%4 0,979
(Adre -15dk) - (Adre 30-45dk) DM -0,063 0,140 39,000 -0,448 0,970
(Adre +15dk) - (Adre 15-30dk) DM 0,285 0,140 39,000 2,043 0,190
(Adre +15dk) - (Adre 30-45dk) DM 0,278 0,140 39,000 1,988 0,210
(Adre 15-30dk) - (Adre 30-45dk) DM -0,008 0,140 39,000 -0,054 1,000
(Adre -15dk) - (Adre +15dKk) Se -0,713 0,156 39,000 -4,565 <0,001
(Adre -15dk) - (Adre 15-30dk) Se -0,190 0,156 39,000 -1,215 0,621
(Adre -15dk) - (Adre 30-45dk) Se -0,182 0,156 39,000 -1,165 0,652
(Adre +15dk) - (Adre 15-30dk) Se 0,523 0,156 39,000 3,350 0,009
(Adre +15dk) - (Adre 30-45dk) Se 0,531 0,156 39,000 3,399 0,008
(Adre 15-30dk) - (Adre 30-45dk) Se 0,008 0,156 39,000 0,050 1,000
(Adre -15dk) - (Adre +15dKk) DM+Se -0,988 0,156 39,000 -6,325 <0,001
(Adre -15dk) - (Adre 15-30dk) DM+Se -0,169 0,156 39,000 -1,082 0,702
(Adre -15dk) - (Adre 30-45dk) DM+Se -0,192 0,156 39,000 -1,226 0,614
(Adre +15dk) - (Adre 15-30dk) DM+Se 0,819 0,156 39,000 5,243 <0,001
(Adre +15dk) - (Adre 30-45dk) DM+Se 0,796 0,156 39,000 5,099 <0,001
(Adre 15-30dk) - (Adre 30-45dk) DM+Se -0,022 0,156 39,000 -0,144 0,999

Her grup atriyum gerimlerinin zamana bagli degisimi acisindan kendi iginde
degerlendirilmistir (Tablo 4.7.). Kontrol, Se ve DM+Se gruplarmin Adre +15dk zaman
araligindaki ortalama gerim degerleri Adre -15dk (p<0,001), Adre 15-30dk (p<0,05) ve Adre
30-45dk (p<0,05) zaman araliklarindaki ortalama gerim degerlerine gore anlamli diizeyde daha

yuksek kaydedilmistir.
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Gruplarin atriyum kasilma paterni asagidaki sekillerde gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Kontrol grubunda atriyum kasinin adrenalinle indiiklenen kontraktil gerimi
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Sekil 4.12. Selenyum (Se) grubunda atriyum kasinin adrenalinle indiiklenen kontraktil gerimi
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Sekil 4.13. Diyabet (DM) grubunda atriyum kasinin adrenalinle indiiklenen kontraktil gerimi
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Sekil 4.14. Diyabet+Selenyum (DM+Se) grubunda atriyum kasinin adrenalinle indiiklenen kontraktil gerimi
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5. TARTISMA

Diyabet, tiim diinyada endise verici oranda artan en yaygin metabolik bozukluklardan
biridir. DM, insiilin sekresyonunda veya insiilinin etkinligindeki azalmaya bagli kronik
hiperglisemiye yol agan heterojenik bir hastaliktir. Zamanla yasami tehdit eden saglik
sorunlarina neden olabilir. Her ne kadar DM igin tedavi yontemleri gelistirilmis olsa da,

morbidite ve mortalite oranlar1 hala yiiksektir (Lee ve ark., 2021).

Diyabet, insiilinin fonksiyonel yetersizligine bagli 6nlenemeyen lipolizle ve lipit
metabolizmasindaki kotiilesme ile kardiyovaskiiler sistemi olumsuz etkileyen diyabetik
dislipidemiye sebep olur. Krishna ve ark. (2012), STZ ile diyabet olusturulan ratlarda total
kolesterol ve TG diizeylerinde anlamli bir artig, viicut agirliginda ve serum insiilin degerlerinde
anlamli bir azalma oldugunu ortaya koymustur. Fernandes ve ark. (2010) diyabet kaynakli
yiikselmis kan glukozu ile total kolesterol, LDL ve triagilgliserol (TAG) diizeylerinin arttigini,
serum insiilin konsantrasyonu ve HDL degerlerinin ise azaldigini belirtmistir. Tip 1 diyabetli
94 geng hastanin total kolesterol, HDL ve LDL degerlerinin incelendigi bir ¢alismada yiiksek
AKG ve HbAlc degerleri ile iligkili olarak total kolesterol ve LDL seviyelerinin yiikseldigi,
HDL nin ise diistigii gosterilmistir (Ladeia ve ark., 2006). Diyabetin karbonhidrat ve 6zellikle
lipit profilinde neden oldugu bu degisimler kisa siirede ve siddetli derecede aterosklerozun
ortaya ¢ikmasinda rol oynar. Ateroskleroz ise diyabetlilerde kronik kalp hastaligina neden
olarak morbidite ve mortaliteyi arttiran ciddi bir risk faktoridiir (ADA, 2003).

Calismamizda DM grubunda yer alan hayvanlarda beklenenin aksine diyabetik
dislipidemik bir tablo olusmamistir. DM grubunun kan lipit profilinde Kontrole kiyasla
yalnizca trigliserit diizeylerinde anlamli bir degisim saptanmis (p<0,05); total kolesterol, LDL
ve HDL seviyelerinde onemli bir fark goriilmemistir (p>0,05). Bu durumun DM grubunda
deney siiresince siirdiiriilmesi gereken yiiksek kan glukoz diizeylerinin muhtemel

istikrarsizligindan kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Se, kardiyak doku ve kardiyovaskiiler sistemin diger tiim bilesenlerinin fizyolojik
isleyisi i¢in 6nemli bir eser elementtir (Kuria ve ark., 2021). Se eksikliginin, KVVH riskinde
artisa yol agan oksidatif dengede bozulmaya ve ateroskleroz gelisiminde ilerlemeye neden
oldugu bilinmektedir (Lubos ve ark., 2010; Shi ve ark., 2021; Zhang ve ark., 2021; Xing ve
ark., 2023). Aterosklerotik siiregleri hizlandiran en 6nemli faktor olan bozulmus lipit profili ile

viicut Se seviyeleri arasindaki iliski bir¢ok ¢alismada incelenmistir. 142 kadinin dahil edildigi
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arastirmada en diisiik serum Se diizeyine sahip ticte birlik kismm HDL kolesterol seviyelerinin
diger icte ikilik kisimdaki kisilere gore anlamli derecede daha diisiik oldugu, aterojenik
indekslerinin ise daha yiiksek bulundugu ortaya konmustur (Lee ve ark., 2003). Cin’de
gerceklestirilen bir ¢alismada diisiik diyet Se alimina sahip 65 yas ve tizeri 140 kisiden olusan
bir popiilasyonun ayak tirnak dokularindaki Se diizeyi incelenmistir. 7 yil sonra, baslangicta
daha yiiksek Se seviyelerine sahip bireylerin daha diisiikk olanlara kiyasla serumdaki total
kolesterol diizeylerinin azaldigi, HDL diizeylerinin ise arttig1 gézlemlenmistir (Chen ve ark.,
2015a). 501 kisiyi kapsayan baska bir arastirmada 6 ay boyunca uygulanan 200 pg/giin Se
takviyesinin, ortalama serum Se seviyelerini anlamli derecede arttirdigi, total kolesterol ve LDL
diizeylerinde ise Onemli bir diisiise yol a¢tigi gosterilmistir (Rayman ve ark., 2011).
Gestasyonel DM hastalarina 6 hafta boyunca probiyotik ile beraber verilen 200 pg/giin’lik
selenyumun aglik plazma glukozunu ve insiilin degerini 6nemli 6lgiide azalttig1, bunlara ek TG,
total kolesterol ve LDL diizeylerinde de diisiis sagladigi ortaya konmustur (Amirani ve ark.,
2022). Diger yandan STZ diyabetik ratlarda 28 giinliik yiiksek biyoyararliliga sahip Se
nanopartikiil uygulamasinin yiikselmis TG, total kolesterol ve LDL seviyelerini anlaml
diizeyde azalttigi, HDL’yi ise anlamli derecede arttirdigi kaydedilmistir (Al-Quraishy ve ark.,
2015).

Se durumu ile kan lipit profili arasindaki iligskinin incelendigi ¢alisma sonuglari
birbiriyle tutarli degildir. Barragan ve ark. (2022) yiiksek plazma Se konsantrasyonlari ile LDL,
HDL ve total kolesterol diizeyleri arasinda anlamli bir pozitif iligki oldugunu bildirmistir. Nie
ve ark. (2023) diyabetik ve non-diyabetik toplam 4 132 kisinin dahil edildigi bir ¢alismada
yiiksek serum Se diizeylerinin total kolesterol, TG ve LDL diizeylerinde artis ile iliskili
oldugunu kaydetmistir. Ayni c¢alismada diyabetik ve non-diyabetik kisiler serum Se
diizeylerinin lipit profili ile iligkisi bakimindan ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Non-diyabetiklerde
yiiksek serum Se diizeyleri ile total kolesterol ve LDL degerleri arasinda anlamli bir korelasyon
saptanirken diyabetik grupta boyle bir duruma rastlanmamistir. Bu durum diyabetli kisilerde
eser elementlere olan talebin artmasiyla aciklanmistir. Fang ve ark. (2021) serum Se diizeyleri
ile TG degerleri arasinda anlaml bir iligkiye rastlamazken, total kolesterol degerleri ile pozitif
bir korelasyon gdsterdigini ortaya koymustur. Ayrica yaptiklar ¢alismada <133 pg/L Se
diizeylerinin <64 pg/L Se diizeylerine gore daha yiiksek olasilikla anormal total kolesterol
degerlerine sebep oldugunu gostermistir. Gonzalez-Estecha ve ark. (2017) >79,5 pg/L serum
Se diizeyinin, <79,5 pg/L degerine gore daha yiiksek ihtimalle LDL ve total kolesterol

seviyelerinde arti ile karakterize oldugunu belirtmistir. Bu da serum selenyumunun yiiksek
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diizeylerinin yani sira optimal deger olarak kabul edilen 80-120 pg/L seviyesinin bile kimi

durumlarda aterojenezin temelini olusturan dislipidemi ile korele olabilecegini

diistindiirmektedir (Golin ve ark., 2023).

Literatiir verileri Se eksiliginin LDL reseptorlerinin akvitesinde ve bu reseptorlerin
MRNA gen ekspresyonunda azalmaya yol agtigini, Se takviyesinin ise hem gen ekspresyonunu
hem de reseptor aktivitesini arttirdigini ortaya koymaktadir (Dhingra ve Bansal, 2006a; Dhingra
ve Bansal, 2006b). Bu da fazla miktardaki LDL’nin dolasimdan uzaklastirilmasinda
selenyumun dolayli rol oynayabilecegini diistindiiriir (Khabbaz Koche Ghazi ve ark., 2021).
Diistik Se diizeylerinin viicudun kolesterol homeostazindan sorumlu olan ve kolesterol
biyosentezinde hiz sinirlayict basamagi katalizleyen HMG-KoA (3-hidroksi-3-metil-glutaril-
koenzim A) rediiktaz aktivitesinin artigina yol agtigi, bunun da hiperkolesterolemi ile
karakterize oldugu belirtilir (Nassir ve ark., 1997). Yiiksek kolesterol ve yiiksek yaglh diyetle
beslenen farelerde oral Se nanopartikiil uygulamasi ile aktivitesinin arttigi kaydedilen
antioksidatif enzimlerin oksidatif stresi azaltma ve sitotoksisiteyi dnleme temelli aterosklerotik
yolaklar1 baskiladigt ve  HMG-KoA rediiktaz enziminin mRNA gen ifadesini azalttigi
kaydedilmistir (Guo ve ark., 2020). Hiperkolesterolemik duruma Se takviyesinin etkisinin
incelendigi bir arastirmada ise artmis hepatik HMG-KoA rediiktaz mRNA ekspresyonunun, Se
ile etkinligi artan iyodotronin deiyodinaz enzimi araciligi ile baskilandigi ve bunun da
hiperkolesterolemiye karsi koruyuculuk sagladigi gosterilmistir (Dhingra ve Bansal, 2006¢).
Benzer sekilde hiperlipidemik ratlarda oral Se ve Bs vitamin kombinasyonu tiiketiminin hepatik
HMG-KoA rediiktaz mRNA transkripsiyonunu baskiladig1, endojen kolesterol ve lipit sentezini
azalttig1, kolesteroliin hepatositlere taginimini arttirarak yag asitlerinin beta oksidasyonunu
destekledigi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2022). Arastirmamizda DM grubunda
hiperkolesterolemik veya dislipidemik bir tablo olusmamasina ragmen DM+Se grubundaki
LDL diizeylerinin hem DM hem de Kontrol grubuna gore yine de anlaml sekilde (p<0,05) daha
diisiik bulunmasi selenyumun normal saglikli lipit metabolizmasina da miidahale edebildigini
gostermektedir. Ancak Se uygulanan saglikli ratlarla Kontrol grubu arasinda LDL degerleri
acisindan 6nemli bir fark olmamasina karsin, Se uygulanan diyabetik ratlarin Kontrol grubuna
gore anlaml diizeyde daha diisiik LDL degerine sahip olmasi selenyumun lipit metabolizmasi

tizerindeki etkisinin diyabetik durumun mevcudiyeti ile iliskili olabilecegini diistindiiriir.

Benzer durum total kolesterol ve HDL degerleri igin de saptanmistir. Se uygulanan
diyabetik ratlarin HDL diizeyleri Kontrollere gore dnemli 6lgiide daha disiiktir (p<0,05). Se
uygulanan saglikli ratlar ile Kontrol grubu arasinda ise bdyle bir durumun olmamasi
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selenyumun normal deneklerde degil de diyabetik olanlarda HDL diizeylerini etkiledigini,
uistelik dislipidemik etkiye yol agacak sekilde bir aksiyon gosterdigini ortaya koyar. Ayrica
DM+Se grubunun total kolesterol degerleri Kontrol grubuna kiyasla énemli 6lgiide daha
diistiktir (p<0,05). Yalnizca Se uygulanan saglikli ratlar ile Kontrol grubu arasinda anlamli
diizeyde bir farklilik kaydedilmediginden ve her ikisinde de total kolesterol diizeyleri normal
aralikta bulundugundan selenyumun lipit metabolizmasi tizerindeki etkisinin yine diyabetik

durumun varligi ile korelasyon gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda DM grubunun TG seviyelerinin Kontrole kiyasla anlamli derecede daha
yiiksek kaydedilmesini hiperglisemi ile iligkilendiriyoruz. Ancak DM grubu ile DM+Se grubu
arasinda dnemli bir fark olmamasi selenyumun kullanilan doz miktarina ve uygulama siiresine
bagli olarak lipit ve kolesterol metabolizmasi iizerinde farkli etkilere neden olabilecegini
diisiindiirmektedir. Rayman ve ark. (2011) 6 ay boyunca giinliik 200 pg/giin uygulanan Se
takviyesinin HDL kolesterol seviyelerinde bir degisime sebep olmazken total kolesterol ve LDL
diizeylerini anlamli derecede diisiirdiigiinti; 300 pg/giin uygulanan Se takviyesinin ise HDL
kolesterol seviyelerinde anlamli bir artisa yol acarken total kolesterol ve LDL diizeylerinde
anlamli bir azalmaya neden olmadigin1 belirtmistir. Bu da Se takviyesinin lipit
metabolizmasinda yol actig1 etkinin uygulanan doza bagli olarak degisebildigini ortaya

koymaktadir.

Arastirmamizda Se uygulamasinin kan lipit profili tizerindeki etkisine dair ulastigimiz
genel sonuglar, literatiirdeki birbiriyle tutarli olmayan ¢alisma sonuglar1 gibi geliskilidir.
Selenyumun etkilerini incelemeyi hedefledigimiz bu ¢alismada DM grubunda diyabet kaynakli
bir dislipidemik tablo gelismediginden Se uygulamasinin diyabetik ratlardaki bozulmus lipit
profili iizerinde neden oldugu etki degerlendirilememistir. Ancak elde edilen verilere gére non-
dislipidemik diyabetli deneklerde selenyum uygulamasinin trigliserit diizeyleri hari¢ diger tiim
kan lipit seviyeleri {izerinde baskilayici bir etkiye yol actigi ve bu durumun ilging bir sekilde
diyabet mevcudiyeti ile iliskili oldugu ortaya konmustur. Sonu¢ olarak calismamizda Se
uygulamasinin diyabetik dislipidemi tizerindeki etkinligi anlagilamamustir. Literatiirdeki veriler
ve yapilan bir¢ok arastirma sonucuna gore yetersiz Se alimi diisiikk serum Se diizeyleri ile
kolesterol metabolizmasinda bozulmalara yol acar, takviye kullanimi ise bu durumu tersine
cevirir. Ancak bunun aksine kimi ¢alismalarda serum Se seviyelerinin yiiksek ve hatta optimal
diizeylerde bile yol agtig1 dislipidemik durum g6z oOniinde bulunduruldugunda Se

suplemantasyonunun kolesterol sentezi ve lipit metabolizmast ile ilgili yolaklari destekleyerek
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diyabet kaynakli bozulmus lipit profilini tersine ¢evirebilecegi ve aterojenik dislipidemi temelli

KVH riskini azaltabilecegi de tartigsmalidir.

Selenyumun kan glukozu ve insiilin diizeyleri iizerindeki etkileri de arastirilmistir.
Diyabetik farelerde 9 haftalik oral selenat uygulamasinin kan glukoz seviyelerinde azalmaya,
insiilin diizeylerinde ise artisa neden oldugu gosterilmistir (Wang ve ark., 2015). Benzer
sekilde, alloksan ile diyabetin indiiklendigi ratlarda 2 ve 4 haftalik Na>SeOs takviyesi
sonrasinda kan glukoz diizeylerinin her iki grupta da anlamli sekilde azaldig1 gézlemlenmistir
(Chen ve ark., 2015b). 0,5 ug/kg/gin’liikk ¢ok diisiik dozda uygulanan sodyum selenitin ise
diyabetin neden oldugu yiikselmis kan glukozunu uygulamanin ilk giiniinden 15. giiniine kadar
onemli bir sekilde azalttig1 kaydedilmistir (Mukherjee ve ark., 1998). Bununla uyumlu olarak
calisgmamizda 30 giinliik Se enjeksiyonunun 15. giinli 6l¢iillen AKG degerlerinin DM+Se
grubunda DM grubuna gore anlamli derecede daha diisiik bulunmasi selenyumun hiperglisemik
durumu daha da kétiilestiren ROS diizeylerinde azalmaya yol agmasindan, azalmis insiilin
iretimini tersine ¢evirmis olabileceginden veya hepatik glukoliz ve glukoneogenez

mekanizmalarindaki destekleyici etkinliginden kaynaklanmis olabilir.

Selenyumun antidiyabetik etkilerinin insiilin benzeri etkilere yol ag¢masindan
kaynaklanabilecegi belirtilir. Stapleton ve ark. (1997) izole si¢an adiposit ve hepatositlerindeki
insiilin reseptorlerinin sodyum selenat infiizyonu ile fosforile edilebildigini gostermistir. Ezaki
(1990) ise izole sigan adipositlerinde sodyum selenat uygulamasinin glikoz tasiyicilarinin
plazma membranina translokasyonunu artirdigini ve hiicresel glukoz alimini uyardigin1 ortaya
koymustur. Sodyum selenatin bu insiilin benzeri etkilerinin yalnizca 0,1-1 mM gibi sitotoksik
olabilecek ¢ok yiiksek doz uygulamalarinda gozlemlendigi, dolayisiyla selenyumun insanlarda
bir antidiyabetik ajan olarak kullanilmasinin miimkiin goriinmedigi diisliniilmektedir

(Steinbrenner ve ark., 2011).

Selenyumun diyabet ve diyabet komplikasyonlar1 izerindeki olumlu etkilerinin yani sira
tipk1 yetersiz alimda oldugu gibi yiiksek diizey kullanimi ve artmis plazma Se diizeyleri de
bozulmus karbonhidrat metabolizmasi ve diyabet riski ile iligkilidir (Ogawa-Wong ve ark.,
2016). Bu durum non-optimal serum Se seviyeleri ile diyabet olusum riski arasinda U seklinde

dogrusal olmayan bir iligkiye isaret etmektedir (Wang ve ark., 2016).

Yiiksek miktarlarda Se aliminin ve artmis plazma Se diizeylerinin diyabetojenik etkisi

hem insan hem de hayvan ¢aligmalar ile ortaya konmustur. Giinde 90 pg’dan daha yiiksek Se
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alimmin cilt ve prostat kanserine ek daha yliksek diyabet insidansiyla iliskili oldugu
belirtilmistir (Vinceti ve ark., 2017). 6 290 kisinin dahil edildigi bir ¢alismada yiiksek serum
Se konsantrasyonu ile, trigliserit-glikoz indeksi ve trigliserit-glikoz-viicut kitle indeksi arasinda
pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir (Li ve ark., 2024). Bu da yiiksek Se diizeylerinin
insiilin direnci ve artmis KVH riski ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Selenyumdan
zengin bir diyetle (0,4 mg/kg) beslenen farelerde insiilin direncinin arttig1 (Labunskyy ve ark.,
2011), IP olarak akut dozlarda Na>SeOs uygulanan siganlarda ise hipergliseminin siddetlendigi
ortaya konmustur (Rasekh ve ark., 1991). Cai ve ark. (2024) 12 hafta boyunca Se enjeksiyonu
uyguladiklar1 diyabetik farelerde 0,1 ve 0,3 mg/kg doz verilen gruplarin 3.hafta sonundaki aglik
plazma glukozunun 2,7 mg/kg verilen gruba goére daha diisiik oldugunu belirtmis; non-diyabetik
farelerde ise 0,9 mg/kg ve 2,7 mg/kg uygulanan gruplarin 12. hafta sonundaki aglik plazma
glukozunun kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Bu da selenyumun
uzun siireli ve yliksek doz uygulamalarinin normal deneklerde bile hiperglisemik duruma yol

acabilecegini gosterir.

Calismamizda DM+Se grubunda 33. giin kaydedilen AKG diizeylerinin 18. giin
kaydedilen degerlere kiyasla anlamli derecede daha yiiksek olmasi, yliksek doz ve uzun siireli
Se uygulamasinin incelendigi ¢alisma sonuglari ile benzerdir. 30 giinliik Se enjeksiyonu 6nce
normoglisemik, sonrasinda agresif bir hiperglisemik tabloya neden olmustur. Bu durumun,
selenyumun nispeten yiliksek sayilabilecek 1 mg/kg’lik uygulama dozu sebebiyle glisemik
disregiilasyona yol agmis olabileceginden veya 15 giinden fazla siiren enjeksiyon siiresinden
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Ayrica aragtirmamizda ilk 15 giinlik Se uygulamas: ile
anlaml diizeyde azalmis olan aglik kan glukozunun deney siirecinin sonuna kadar anlamli
diizeyde tekrar artmis olmasini; bu siire i¢inde alinan total dozun hiperglisemi lizerindeki pozitif

etkisinin negatif etkiye doniistiigii bir esik olarak degerlendirmekteyiz.

Yiiksek plazma Se diizeylerinin diyabetojenik etki mekanizmasi heniiz net degildir.
Fazla Se alimina veya yiiksek serum Se seviyelerine bagli artan GPx1 enzim aktivite diizeyleri
saglikli hiicrelerde fizyolojik konsantrasyonlarda bulunan basta H.O> olmak iizere ¢esitli ROS
tiirlerinin miktarin1 minimum seviyelere indirerek pankreatik p hiicrelerinde gorev aldiklart
insiilin sinyallesmesi, liretimi ve sekresyonu gibi fizyolojik mekanizmalarda aksamalara yol
acar (Bendkova ve ark., 2021; Lennicke ve Cochemé¢, 2021). Dolayisiyla antioksidan
kapasitenin asir1 yiikselmesi sebebiyle reaktif oksijen tiirlerinin istenmeyen diizeylerde
azalmasi, redoks dishomeostazina bagli normal insiilin iiretiminde bozulmaya ve bu yolla
hiperglisemiye neden olur (Mita ve ark., 2017). Mailloux ve ark. (2012) bununla uyumlu olarak
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B hiicrelerinin ¢ok diisiik H2O> konsantrasyonlarina maruz birakilmasinin, hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonlarini arttirdigini ve asir1 insiilin sekresyonunu uyardigin1 gdstermistir. Diger
yandan Wang ve ark. (2008) selenyumun yapisina katildig1 ve iiretimini sagladigi GPx1’in agir1
ekspresyonunun insiilin sentez ve sekresyonunda bozulmalara yol agtigini rapor etmistir.
Benzer sekilde Huang ve ark. (2018) antioksidan alimi ile yiikselen GPx1 enzim aktivitesinin
panreatik B hiicre kiitlesinde artisa, insiilinin hipersekresyonuna ve hiperinsiilinemiye sebep
oldugunu, Ali ve ark. (2018) ise asirt GPX1 iiretiminin intraseliiler ROS diizeylerinde anormal
bir azalisa neden olarak tip 2 diyabet fenotipi ile karakterize olan insiilin direnci ve
hiperglisemiyi indiikledigini belirtmistir. McClung ve ark. (2004) GPx1’in asir1 eksprese
edildigi 24 haftalik transgenik farelerde hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve hafif diizey insiilin
direnci gelistigini; buna ek insiilin sinyallesmesinin normal bir sekilde gergeklesebilmesi i¢in
intraseliiler ortamda optimal veya minimal diizeyde H,0O, bulunmas1 gerektigini kaydetmistir.
Arastirmamizdaki ve literatiirdeki c¢alismalarin AKG diizeyleri agisindan ortaya koydugu
benzer sonuglar, yiiksek Se alimlar1 veya uzun siireli kullanima ile artan diyabet riski arasindaki
iliskinin, selenyumun yapisina dahil oldugu GPX1 enziminin etkinligindeki patolojik artis
sebebiyle ortaya ¢ikan bozulmus sinyal yolaklarindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir
(Goldstein ve ark., 2005; Rayman ve Stranges, 2013).

Diyabette hiperglisemi kaynakli ¢esitli biiyiime faktorlerinde meydana gelen artis ve
oksidatif stres kollajen transkripsiyonunda yiikselmeye neden olur ve bu da kardiyak
interstisyel ve perivaskiiler fibrozis gelisimine yol acar (Aronson, 2003; Li ve ark., 2012).
Miyokardiyal fibrozis sol ventrikiil duvarinin kompliyansinda azalmaya ve diyastolik
disfonksiyon gelisimine aracilik eder (Russo ve Frangogiannis, 2016). Mevcut ¢alismada, DM
grubunda meydana gelen artmis sitoplazmik vakuolizasyon, miyofibriler kayip, bazi hiicrelerde
goriilen sitoplazmik eozinofili, kardiyomiyosit dejenerasyonu ve hem interstisyel hem de
perivaskiiler bolgelerdeki artmis ekstraseliller matriks gibi histopatolojik kardiyak doku
hasarmin Se uygulanan diyabetik si¢anlarda hafiflemis olmasi selenyumun antioksidatif
etkinligi ile fibrotik yolaklar1 baskilayabildigini ortaya koyar. Bununla uyumlu olarak
Zhongwei ve ark. (2013) STZ diyabetik ratlarda hiicresel ROS seviyelerindeki yiikselme ile
kollajen tip 1 ve fibronektin gen ekpresyon diizeylerinin anlamli diizeyde arttigini, GPX enzim
aktivitesinin ise azaldigin1 ve miyokardiyal fibrozis gelisiminin saptandigini belirtmis; bu
hayvanlardaki Se uygulamasinin ise GPx enzimi vasitasiyla kollajen sentezinde ve fibroblast
proliferasyonununda yiikselmeye sebep olan sinyal yolaklar1 iizerinde modiilasyon sagladigini

ve bu sekilde miyokardiyal fibrozisi hafiflettigini gostermislerdir.
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Diyabet poliol yoluna glukoz akisinda artis, PKC aktivitesinde yiikselme ve AGE
olusumu ile hiicre i¢i serbest radikal tiretiminin artmasina, hiicresel antioksidanlarin azalmasina
yol acar (Calderon ve ark., 2017). Tip 2 DM hastalarinin plazmalarinda ve alyuvarlarinda
kontrollere gore daha diisiik GSH konsantrasyonu oldugu, bu durumun diyabet kaynakli
bozulmus glutatyon metabolizmasina bagli azalmis GSH sentezinden ve artmis serbest radikal
tretiminin baskilanabilmesi igin GSH’in geri donisiimsiiz kullanimindaki yiikselmeden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Lutchmansingh ve ark., 2018). Yine tip 2 diyabetli bireylerde
artmis poliol yolu sebebiyle ROS iiretiminin ve proinflamatuvar sitokin seviyelerinin
yiikseldigi; alyuvarlarindaki, plazmalarindaki ve monositlerindeki GSH diizeylerinin ise
azaldig1 kaydedilmistir (Lagman ve ark., 2015). Tip 2 diyabetik ve non-diyabetik toplam 182
kisinin antioksidatif enzim diizeylerinin karsilastirildig: bir calismada diyabetik bireylerin hem
SOD hem de GPx enzim seviyelerinin non-diyabetiklere gore anlamli derecede daha diisiik
oldugu, bu durumun diyabetin antioksidan savunma sisteminde meydana getirdigi hasardan
kaynaklandig1 ortaya konmustur (Briggs ve ark., 2016). Baska bir arastirmada ise hem GPXx
hem de SOD enzim aktivitelerinin 10 yildan uzun diyabet Oykiisii olan hastalarda non-

diyabetiklere gore anlamli derecede daha diisiik oldugu gosterilmistir (Dworzanski ve ark.,

2020).

Diyabette artan ROS {iretimi ile lipit peroksidasyon belirteci olan ve hiicresel
hasarlanmanin kaynagini olusturan MDA diizeyleri arasindaki iliski de yapilan caligmalar ile
incelenmistir (Vodosek Hojs ve ark., 2020). Althunibat ve ark. (2019) STZ diyabetik ratlarin
kardiyak MDA seviyelerinin kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugunu ortaya
koymus ve bunun hiperglisemi sebebiyle artan ROS iiretimi ile iligkili oldugunu belirtmistir.
Kanter ve ark. (2017) STZ ile diyabet olusturulan ratlarda artan oksidatif stresin kardiyak doku
MDA diizeylerini arttirdigini, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzim
aktivitelerini azalttigin1 ve miyofibriler diizensizlige neden olarak miyokardiyal biitiinliigiin

bozulmasina yol a¢tigin1 kaydetmistir.

Arastirmamizda DM grubunun GPx enzim aktivite diizeylerinin Kontrol grubuna gore
anlamli derecede daha diisiik, MDA diizeylerinin ise anlamli derecede daha yiiksek
kaydedilmesi literatiir verileriyle uyumlu olarak hiperglisemi kaynakli artan serbest radikal

birikimini ve buna bagl hiicresel oksidatif hasarlanmay1 temsil etmektedir.

Se antioksidatif enzimlerin molekiiler yapisina katilarak diyabet kaynakli ROS

birikiminin ve oksidatif stresin onlenmesinde rol oynar (Hariharan ve Dharmaraj, 2020).
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Selenyumun bu antioksidatif etkinligi, hem diyabet kaynakli ortaya ¢ikan azalmis GPX enzim
aktivite dlizeylerini hem de diyabetin kardiyak dokuda yol agtig1 oksidatif dengesizligi ortaya
koyan ¢alismalarda incelenmistir. Cai ve ark. (2024) 12 hafta boyunca farkli dozlarda (0,1; 0,3;
0,9 ve 2,7 mg/kg) NaSeOs takviyesi uyguladiklar1 diyabetik farelerde GPXx enzim
aktivitelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek oldugunu, ayrica diisiik
dozdaki (0,1 mg/kg) takviyenin azalmis MDA seviyeleri ve inhibe olmus oksidatif stres
diizeyleri ile korelasyon gosterdigini bildirmistir. Vural ve ark. (2017), 7 ve 21 giin boyunca
0,4 mg/kg dozunda NaSeOs enjeksiyonu uyguladiklari diyabetik ratlarin, Na;SeOs
uygulanmayan diyabetik ratlara gore daha diisiik MDA diizeyine sahip oldugunu belirtmistir.
Bardak ve ark. (2023) Se uygulamasinin hipergliseminin yol actig1 oksidatif stres, degismis
mitokondriyal membran potansiyeli ve bozulmus Ca*? salimmi ile ortaya c¢ikan hiicresel
hasarlanmaya kars1, Ca*? sinyal yollarinda diizelme, GSH ve GPx diizeylerinde artis, lipit
peroksidasyonunda ise azalma temelli koruma sagladigini kaydetmistir. Dhanya ve ark. (2014)
30 giinliik 1 pg/kg dozunda Na>SeOs suplemantasyonunun diyabetik kardiyak dokunun GPx
enzim aktivitesinde artisa yol agtigini, ROS iiretimini azalttigini ve kardiyak hipertrofiye neden
olan mekanizmalar1 baskilayabilecegini ortaya koymustur. Diger yandan diyabetik durumda
meydana gelen kardiyak hipertrofinin, diyabet kaynakli gelisen azalmis Se diizeylerinin
endoplazmik retikulum stresine ve kalsiyum dishomeostazina sebep olmasindan kaynakli
olabilecegi bildirilmistir (Wang ve ark., 2013). Dhanya ve ark. (2014)’1n g¢alismasindaki
Na.SeOs suplemantasyonunun kardiyak hipertrofide baskilanmaya neden olmasi, muhtemelen
diyabet kaynakli azalmis olan Se diizeylerinin takviye ile yiikselmesinden ve bu yolla
endoplazmik retikulum stresi ile kalsiyum dishomeostazini tersine g¢evirebilmesinden

kaynaklanabilecegini gostermektedir.

Se takviyesinin diyabetik kalbe etkisinin incelendigi bagka bir ¢alismada neonatal sigan
kardiyomiyositlerinde yliksek glukoz maruziyetinin yol agtig1 artmis hiicresel ROS birikiminin,
azalmig GPX enzim aktivite diizeylerinin ve yiikselmis miyosit apoptoz oranlarinin 20
umol/L’lik Na,SeOs maruziyeti ile tersine ¢evrildigi kaydedilmistir (Liu ve ark., 2013). Zhu ve
ark. (2022) kardiyomiyositlerde AGE’lerin yol agtigi bozulmus kardiyak metabolik
fonksiyonlarda selenyumun etkinligini incelemeyi amacladiklar1 bir arastirmada selenyum
takviyesinin kardiyak dokuda ROS diizeylerini disiirdiigiint, total antioksidan kapasiteyi,
GPx1 ekspresyonunu ve GPx enzim aktivite diizeylerini yiikselttigini, bu sekilde oksidatif stresi
azaltarak kardiyak dokuda iyilesme saglayabildigini bildirmistir. STZ diyabetik sicanlarda 7

giinliik yliksek doz Se nanopartikiil inflizyonunun hiperglisemiyi azalttig1, hem pankreas hem
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de plazmadaki insiilin seviyeleri ile GSH ve GPx enzim aktivitelerini yiikselttigi, ayrica
oksidatif stres kaynakli hasarli pankreas dokusunu onardig1 gosterilmistir (El-Borady ve ark.,
2020). Ayrica bu aragtirmada selenyumun yiiksek dozda uygulanmasina ragmen diger ¢calisma
sonuglarinin (Rasekh ve ark., 1991; Bas ve Kalender, 2016) aksine antihiperglisemik etki
gostermesi Se nanopartikiillerinin inorganik Se formlarina gore ¢ok daha az toksik olmasindan

kaynakl1 olabilir.

Mevcut calismada DM+Se grubunun serum GPX enzim aktivite diizeylerinin DM
grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek olmasi, ayrica DM+Se grubunun MDA
seviyelerinin DM grubuna goére anlamli derecede daha diisiik bulunmas: literatiirdeki ¢alisma
sonuglari ile uyumludur. Arastirma sonuglarimiz selenyumun, GPx enzim aktivite diizeylerinde
artisa yol acarak hiicresel ROS iretimini baskiladigini ve MDA ile temsil edilen
membranlardaki artmis lipit peroksidasyonunu muhtemelen GPx4 enzim etkinligini arttirma
temelli Onledigini ortaya koymaktadir. Artmis lipit peroksidasyonu ROS kaynakli hiicresel
hasarlanmanin temelini olusturdugundan GPX enzim aktivite diizeyindeki Se kaynakli
ylikselme bu hiicresel hasarlanmanin tersine dondiirtilebilmesinde etkili bir mekanizma olarak

goriinmektedir.

Diyabetik kalpte ROS artis1 ile olusan oksidatif stres, sinyal yollarinin bozulmasina ve
hiicresel bilesenlerin oksidatif modifikasyonuna neden olur; bu da kardiyomiyositlerde
bozulmus metabolik olaylara yol acar, miyokardiyal dokuda yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere neden olarak kalpte olumsuz degisimleri indiikler, sonu¢ olarak bozulmus
elektriksel aktivite ve kontraktil disfonksiyon gelisimine aracilik eder (Dal Canto ve ark., 2019;
Kaludercic ve Di Lisa, 2020; De Geest ve Mishra, 2021).

Calismamizda DM grubundaki hayvanlarin atriyum dakoularindaki zamana bagl
degisen ortalama gerim degerleri incelendiginde, Adre -15dk ile Adre +15dk zaman
araliklarindaki degerler arasinda istatistiksel bir fark olmamasi, diyabetin muhtemelen azalmis
antioksidan kapasite ve artmis oksidatif stres kaynakli neden oldugu bozulmus kontraktil
mekanizmalar vasitasiyla atriyal dokuda adrenaline yanit olarak goriilmesi beklenen artmig

inotropik yanitin inhibisyonuna yol agmis olmasindan kaynaklanmaktadir.

Normal kalp fonksiyonlarinin korunmasi ve kontraktil yetenegin siirdiiriilmesi agisindan
onemli bir eser element olan selenyumun kalpte meydana gelen bozulmus mekanik ve

elektriksel aktiviteler tizerindeki tedavi edici etkileri yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur
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(Lymbury ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2023). Zhu ve ark. (2022) kardiyomiyositlerde AGE
maruziyeti sonras1 21 giinliik 0,05 mg/kg’lik Na,SeOs enjeksiyonunun diyastolik disfonksiyonu
diizeltebildigini gostermistir. Okatan ve ark., (2013) Se takviyesinin diyabet kaynakli olusan
kardiyak disfonksiyonda kontraktil proteinler iizerinde koruyucu etkiye neden olabilecegini ve
kasilma fonksiyonunu gelistirebilecegini belirtmistir. Ayaz ve ark. (2013) ise 4 haftalik
Na>SeOs uygulamasimin diyabetik rat kalbinde uzamis AP siiresini ve repolarizasyondan
sorumlu potasyum iyon akisindaki azalmay1 normale dondiirdiigiinii bildirmistir. Tiim bunlar
kalp dokuda diyabetle bozulmus elektriksel ve kontraktil fonksiyonun Se uygulamasiyla tersine

cevrilebilecegini ortaya koyar.

Selenyumun hiicresel Ca*? homeostazina miidahale edebildigi gdsterilmistir (Fodor ve
ark., 2020; Gong ve ark., 2020). Okatan ve ark., (2013) diyabetik kalplerde 4 haftalik sodyum
selenat uygulamasimin tiyoredoksin rediiktaz aktivitesini yiikselterek hiicresel Ca*? iyon akisim
ve iyon akis hizint arttirdigini, ryanodin tip 2 reseptdriiniin diyabet kaynakli gelisen
hiperfosforilasyonunu normal diizeylere indirdigini ve hiicresel Ca*? homeostazinin
saglanmasindan sorumlu olan proteinler tizerinde diizenleyici rol oynadigini belirtmistir. Buna
gore selenyumun kontraktilite tizerindeki etkileri muhtemelen hiicre i¢i kalsiyumunu
etkilemesinden kaynaklanabilir. Zhou ve ark. (2018) yetersiz Se igerigi ile beslenen farelerin
uterus dokularindaki kalsiyum ve Ca*2-kalmodulin diizeylerinin kontrol grubuna gére daha
diisiik oldugunu, 90 giinliik Se takviye diyetiyle beslenenlerde ise kalsiyumun kontrole gore
daha yiiksek kaydedildigini gostermistir. Ayrica ayni ¢aligmada yetersiz Se igerigi ile beslenen
farelerin uteruslarindaki selenoprotein N diizeylerinin kontrole kiyasla daha diisiik oldugu,
takviye diyetiyle beslenenlerde ise bu protein diizeyinin ve mRNA gen ekspresyonunun daha
yliksek saptandigi, selenoprotein N artisinin ise kontraktiliteyi saglayan miyozin hafif zincir
kinaz aktivitesini ve ekpresyonunu yiikselttigi belirtilmistir. Bodnar ve ark. (2016) farelerde
diyet Se takviyesinin fleksor digitorum brevis kas liflerinde sarkoplazmik retikulumdan
kalsiyum saliniminit arttirdigini, ekstensor digitorum longus liflerinde ise selenoprotein N
ekspresyonunu yiikselterek iskelet kasinin kontraktil performansini1 dogrudan etkileyebildigini
ortaya koymustur. Baska bir ¢alismada Wang ve ark. (2019) Se takviyesi ile rat uterus
dokusunda selenoprotein N’ye ek selenoprotein T ve selenoprotein W ekspresyonunda artig
oldugunu, hiicresel Ca*? konsantrasyonunun ve miyozin hafif zincir kinaz diizeylerinin
yiikseldigini; Se eksikligi olan rat uterus dokusunda ise bu selenoproteinlerin ve hiicresel Ca*?
seviyelerinin azaldigi, miyozin hafif zincir kinaz aktivitesinin baskilandig1 gosterilmistir. Bu

calisma sonuglar1 kaslarda hiicresel Ca*? diizeylerinin, hiicre igi hareketinin, kontraktilitede
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gorevli baslica proteinler olan Ca*2-kalmodulin ve miyozin hafif zincir kinaz seviyelerinin
selenyumun yapisina katildigi basta selenoprotein N olmak iizere cesitli selenoproteinler
araciligiyla diizenlenebildigini ve selenyumun kasilma mekanizmalarini nasil etkileyebildigini

aciklar.

Mevcut ¢alismada adrenalinle indiiklenen kasilmalarin ortalama gerim degerleri (Adre
+15dk) gruplar arasinda karsilastirildiginda DM+Se grubunun DM grubuna gore anlamli
diizeyde daha yiiksek bir gerim giicline sahip olmasi Se uygulamasinin diyabetik kalpteki
inotropik mekanizmalar1 destekledigini ve kasilma giiclinii olumlu yonde gelistirdigini
diistindiirmektedir. Ancak Se grubu ile Kontrol grubu arasinda istatistiksel bir fark olmamasi
selenyumun saglikli kalplerdeki kasilma giiciine herhangi bir etkisinin olmadigini
gostermektedir. Diger yandan DM+Se grubunun adrenalin uygulamasi sonrasi olusturdugu
kasilma giicliniin DM grubunun aksine adrenalin 6ncesine kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek
kaydedilmesi, selenyumun diyabetle ortaya ¢ikan inotropik yanittaki inhibisyonu tersine
cevirdigini ve dokunun saglikli kasilma giiciiniin geri kazandirilmas: konusunda etkili bir rol
oynadigini ortaya koymaktadir. DM+Se grubu ile hem Kontrol hem de Se gruplari arasinda
adrenalin sonrasi olusturulan inotropik yanitlar bakimimdan anlamli bir farklilik olmamasi da
bunu destekler niteliktedir. Ayrica kronik hipergliseminin bozulmus kardiyak kontraktil
fonksiyonlar ile iligkisini ortaya koyan literatiir verileri gbz Oniinde bulunduruldugunda;
DM+Se grubunda Se enjeksiyonunun 15. giinii kaydedilen azalmis kan glukozu 30. giin tekrar
hiperglisemik seviyeye yiikselmesine ragmen bu gruptaki hayvanlarin atriyal dokularindaki
kasilma gilictiniin DM grubuna gore anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmasi diyabetik
durumun kardiyak inotropide sebep oldugu bozulmanin en az 15 giin veya daha fazla siiren bir

hiperglisemik tablo ile iliskili oldugunu disiindiirebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug¢

Diyabet tiim diinyada kiiresel bir salgin haline gelmis en yaygin metabolik
hastaliklardandir. Sebep oldugu mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar ile kalpte
yol agtig1 patolojilerin daha iyi anlasilabilmesi adina diyabetik hayvan modelleri
olusturulmaktadir. Bu ¢alismada STZ ile olusturulan diyabet modelinin ratlarda artmis serbest
radikal iretimine, ylikselmis oksidatif stres diizeylerine ve hiicre membranlarinda lipit
peroksidasyonuna sebep olarak kardiyak doku fonksiyonlarini fizyolojik olmayan bir sekilde
degistirdigi gosterilmistir. Ayrica kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in en 6nemli risk faktorii olan

bozulmus kan lipit diizeyleri ile iligkili oldugu belirlenmistir.

Tim bunlarin tersine Se enjeksiyonu GPx enzim aktivite seviyelerinde artisa, MDA
diizeylerinde ise azalmaya yol acarak muhtemelen oksidatif stresi ve hiicresel hasarlanmay1
azaltma temelli kardiyak dokunun diyabetle bozulmus mekanik ve metabolik olaylari ile
histomorfolojik 6zelliklerinde iyilesmeye neden olmustur. Izole organ banyosu analizleri ve
histolojik degerlendirme sonuglarimiza gore selenyumun antioksidatif etkinligi vasitasiyla
kardiyak fonksiyonlar1 destekledigi agiktir ve bu sonuglar hipotezimizi kismen destekler
niteliktedir. Ancak diyabetik durumun neden olmasini bekledigimiz dislipidemik tablonun
gelismemesi Se uygulamasinin diyabetle bozulmus kan lipit profili iizerinde ne yonde bir etki
gosterdiginin belirlenebilmesi adina yetersiz kalmistir. Diger yandan kisa siireli Se
uygulamasinin AKG diizeyleri tizerinde normoglisemik bir etkiye yol acgarak hiperglisemi
temelli diyabetik komplikasyonlar1 baskilayabilecegi, daha uzun siiren uygulamalarda ise
hiperglisemiyi siddetlendirerek diyabetojenik tabloyu agresiflestirebilecegi gosterilmistir. Bu
durum diyabette selenyumun yiiksek olmayan dozlarda kisa siireli kullanimi vasitasiyla
hiperglisemik durumun kalpte sebep olabilecegi daha ileri patolojilerin Onlenebilecegini

diistindiirmektedir.

Sonug olarak; selenyum, diyabetin kalpte sebep oldugu komplikasyonlari muhtemelen
antioksidan etkinligi ile tersine g¢evirebilir ve kardiyak doku fonksiyonlarinin korunmasinda

etkili rol oynayabilir.

6.2. Oneriler
Diyabetle degisen biyokimyasal parametreler {izerinde selenyum uygulamasinin olasi

etkileri daha fazla galisma ile incelenmelidir. Ayrica yiiksek doz selenyum alimina veya uzun
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stireli takviye kullanimina bagli gelisen artmis serum selenyum degerlerinin hem toksik hem de
diyabetojenik etkisi gbz Oniine alindiginda selenyumun mevcut sonuglarimizdaki etkilerinin

teyit edilebilmesi adina doz ve siire bagimli arastirmalar basta olmak tizere ¢ok daha fazla

deneysel ¢alismaya ihtiyag oldugu diisiincesindeyiz.
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8.EKLER

8.1. EK 1 Etik Kurul Karar1

fic q
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI Vb} "Q
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Q’\Z'
Arastirma Merkezi Miidiirliigii KONUDAM
Karar Sayisi: 2023 - 036 Karar Tarihi: 14.06.2023

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Karari

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Fizyoloji ABD'den Doc. Dr. Z. Isik
SOLAK GORMUS ve Dyt. Gilnur AKDOGAN' nin “ Selenyumun Diyabetik Ratlarda Kardiyak
Doku Uzerine 3 Boyutlu Etkileri” baslikli tez projesi 8 tiyenin katilimi ile degerlendirildi.

Projede 4 grupta toplam 34 adet sican kullanilacagi ve anestezi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye edilecegi bildirilmistir.

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesindeki ilgili maddelerde belirtilen basvuru
sahibinin sorumluluklari ve hayvan deneyleri ile ilgili etik ilkeler sakli kalmak kosulu ile
projenin hazirlanmasinda yonerge ilkelerine uyuldugu ve calismanin deneysel kismini
gergeklestirecek arastirmacilarin deney hayvanlan kullanim sertifikasina sahip oldugu dikkate
alinarak projenin hayvan kullanim etigi agisindan “Uygun” olduguna oybirligi ile karar
verilmistir.

Prof. Dr. Mehmret Tugjrul YILIWMAZ
Bagkan
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