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OZET
Tip 2 Diyabet gelistirimis sicanlarda 25(OH)D takviyesinin adipokinler

ve ileri glikasyon son trtinleri tizerine etkisi

Amag: Calismamizda, yiiksek yagh diyet (HFD) uygulanmis siganlarda, disiik
doz Streptozotosin (STZ) ile Tip 2 Diyabet (T2DM) modeli olusturulmus,
25(0OH)D takviyesinin kan glukoz, insiilin, insilin direnci (iD), lipid profili,
adipokinler ve adipositokinler tizerindeki etkileri incelenmig ayrica koroner ve
renal arterlerde ileri glikasyon son duriinleri (AGE) olusumu acisindan

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Kapsam: Vitamin D eksikliginin, artmis insiilin rezistansi, hemoglobinAlc
(HbAlc) ve AGE olusumu ile iligkilendirildigine dair ¢alismalarin mevcut
olmas1 ve adipokin aracili vaskiiler komplikasyonlarin bildirilmis olmasi
nedeniyle Vitamin D takviyesinin diyabet tedavisinde olasi rolii ve sitokinlerle

ligkisini ¢alismay1 planladik.

Yontem: Sicanlar T2DM indiiklenmeden 6nce 4 hafta stiresince HFD ile
beslenmis ardindan diisiik doz STZ 1ile diyabet indiiklenmistir. Stire sonunda;
kan glukoz, insilin seviyesi, yliksek dansiteli lipoprotein (HDL), total kolesterol
(TK), trigliserit (T'G) seviyeleri, karaciger dokusunda total antioksidan kapasite
(TAS), total oksidan kapasite (TOS), oksidatif stres indeks (OSI), serum
adiponektin ve apelin seviyeleri, bobrek dokusunda, timor nekréz faktor-a
(TNF-a), interlokin-6 (IL-6) seviyeleri ile koroner ve renal arterlerde AGE

formasyonlari belirlenmigtir.

Bulgular: T2DM grubunda, Vitamin D takviyesi ile kan glukoz seviyesinde
anlamli bir azalma ve insulin seviyesinde anlamli bir artis gézlenmistir. TK
seviyeleri, HFD grubunda Vitamin D takviyesiyle anlamli derecede azalmistir.
HDL seviyeleri, yalnizca T2DM grubunda Vitamin D takviyesiyle anlaml
derecede artmistir. TG seviyelerinde, Vitamin D’nin olumlu bir etkisi
bulunamamaisgtir. Ayrica artan insulin direnci (HOMA-IR) diizeyleri, Vitamin D
takviyesi ile diizelmemistir. Adiponektin seviyeleri, kontrol grubuna gore tiim
gruplarda azalmig ve T2DM grubunda Vitamin D’nin adiponektin seviyesi

uzerine arttiric1 etkisi gozlenmistir. Apelin seviyelerinde Vitamin D’nin etkisi



olmamigtir. Bébrek sitokin diizeylerinde, T2DM grubunda Vitamin D’nin bu
sitokinlerin diizeyini azaltic1 etkisi gézlenmistir. OSI agisindan ise, Vitamin D,

T2DM grubunda etkisiz iken, HFD grubunda azaltici bir etkisi gézlenmistir.

Tedavi grubu ile diyabetik grup karsilastirmasinda, T2DM modeli ac¢isindan,
HFD grubunun, pre-T2DM dénemini yansitmasi agisindan degerlendirmesinin

uygun olacagini disiinmekteyiz

Sonug: Bulgularimizin 1s1g1inda, Vitamin D takviyesinin T2DM ve buna zemin
hazirlayan metabolik sendrom tablosunda, kan glukozu, insulini ve sitokinler

aracili olumlu katkilarinin olacagini diisinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Tip 2 diyabet, Obezite, Adipokin, Ileri glikasyon son

urtinleri, 25(0OH)D vitamini



SUMMARY

Effect of 25(OH)D supplementation on adipokines and advanced glycation

end products in type 2 diabetic rat model

Aim: In our study, high-fat diet (HFD) applied rats and Type 2 Diabetes
(T2DM) model rats were created with low dose Streptozotocin (STZ), the effects
of 25 (OH) D supplements on blood glucose, insulin, insulin resistance (ID), lipid
profile, adipokines and adipocytokines were investigated and we aimed to

evaluate advanced glycation end products (AGE) in coronary and renal arteries.

Content: Vitamin D deficiency is associated with increased insulin resistance,
HbAlc and AGE formation and adipokine-mediated vascular complications
have been reported. In our study we aimed to investigate the possible role of
Vitamin D supplementation in the treatment of diabetes and its relationship

with cytokines.

Method: Rats were fed with HFD for 4 weeks and then diabetes was induced
with low dose STZ. At the end of the period; blood glucose, insulin level, high
density lipoprotein (HDL), total cholesterol (TK), triglyceride (TG) levels, tumor
necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-6 (IL-6) levels in kidney tissue, serum
adiponectin and apelin levels, total antioxidant capacity (TAS), total oxidant
capacity (TOS), oxidative stress index (OSI) in liver tissue and AGE formations

in coronary and renal arteries were determined.

Results: In the T2DM group, a significant decrease in blood glucose level and a
significant increase in insulin level were observed with Vitamin D
supplementation. Increased insulin resistance (HOMA-IR) levels, Vitamin D
supplementation didn't improved. TK levels decreased significantly with
Vitamin D supplementation in the HFD group. HDL levels increased
significantly with Vitamin D supplementation only in the T2DM group. Vitamin
D no positive effect was found on TG levels. Adiponectin levels decreased in all
groups compared to the control group and an enhancing effect of Vitamin D on
adiponectin level was observed in the T2DM group. Vitamin D had no effect on
apelin levels. In kidney cytokine levels, Vitamin D decreased the level of these

cytokines in the T2DM group. When OSI was evaluated, Vitamin D had a

iv



reducing effect in the HFD group. In terms of the T2DM model, we think that
the HFD group is important in terms of reflecting the pre-T2DM period and we
believe that it is important in the comparison of treatment groups in this

respect.

Conclusions: In the light of our findings, we think that Vitamin D
supplementation will have positive effects on blood glucose, insulin and
cytokines in T2DM and the metabolic syndrome table that prepares the ground
for this.

Keywords: Type 2 diabetes, Obesity, Adipokine, Advanced glycation end
products, 25 (OH) Vitamin D
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SIMGE ve KISALTMALAR DIZINI

AGE Ileri Glikasyon Son Uriinleri

Akt Protein kinaz B

AMPK 5 AMP ile aktive olan protein kinaz
APJ Apelin reseptor

ATP Adenozin Trifosfat

BAG Bozulmus achik glukozu

BGT Bozulmus glukoz toleransi

CCL2 CC-kemokin ligand-2

CCL5 CC-kemokin ligand-5

CCR5 CC-kemokin reseptor tip-5

CML Karboksimetillizin

CRP C-Reaktif Protein

CTGF Bag dokusu biiytime faktoriu
CX3CL1 Kemokin ligand-1

DBP D vitamini baglayici protein

DSO Diinya Saglhk Orgiiti

ECM Hiicre dis1 matriks

ELISA Enzime bagli immunosorban yontem
eNOS Endotelyal nitrik oksit sentaz
GLUT-4 Glukoz tasiyic tip 4

HbAlc Hemoglobin-Alc

HDL Yiksek dansiteli lipoprotein

H-E Hematoksilen Eozin

HFD Yiksek yagh diyet

HOMA-IR Insiilin direnci testi

ICAM-1 Intraselliller adezyon molekiil-1
IDF Uluslararas1 Diyabet Federasyonu
IDDM Insiiline bagiml Diabetes Mellitus
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IFG Bozulmus aglik toleransi

IL-1 Interlskin-1

IL-6 Interlokin-6

IL-18 Interlkin-18

INS Insiilin geni

IRS Insiilin reseptér substrat

ID Insiilin direnci

THK Immunohistokimya

KVH Kardiyovaskiiler hastalik

LDL Disiik dansiteli lipoprotein

LV Sol ventrikiil

LVH Sol ventrikiil hipertrofisi

MAPK Mitojen aktive protein kinaz
MetS Metabolik sendrom

MMP Matriks metalloproteinaz
mRNA messenger RNA

NADPH Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat
NF-xB Nikleer faktor kappa-B
NIDDM Insiiline bagimli olmayan Diabetes Mellitus
NO Nitrik oksit

OGTT Oral Glukoz Tolerans Test

OSI Oksidatif stres indeks

PAI-1 Plazminojen aktivator inhibitor-1
PARP Poli-ADP riboz polimeraz

PI3-K Fosfoinozitid 3-Kinaz

PBS Fosfat tamponlu salin

PGRN Progranulin

PKC Protein kinaz C

PTH Parathormon

PVN Paraventrikiiler nukleus
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RAGE Reseptor AGE

RAS Renin-Anjiyotensin Sistem
RBP-4 Retinol Baglayici Protein-4
ROT Reaktif Oksijen Tirleri

RNT Reaktif Nitrojen Turleri

SAA Serum Amiloid A

SIRT1 Sirtuin 1

SON Supraoptik nukleus

sRAGE Coziunir RAGE

STZ Streptozotosin

SYA Serbest yag asitleri

TAS Total antioksidan kapasite

TG Trigliserit

TGF-B Doéntistirici buytime faktori-B
TK Total kolesterol

TLR-2 Toll benzeri reseptor-2

TLR-4 Toll benzeri reseptor-4
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1. GIRIS ve AMAC

Diabetes mellitus ve obezite, en 6nemli morbidite ve mortalite nedenleri
arasinda yer almaktadirlar. Giiniimiizde, kiiresel diyabet prevalansi %8.3 (415
milyon) olarak kaydedilmis ve bu rakamin obezite ve hareketsiz yasam
nedeniyle 2035 yilinda %10.1 (592 milyon) wulasabilecegi ongoériilmektedir
(Turkiye Diyabet Programi, 2015, Uluslararas1 Diyabet Liderler Zirvesi, 2013).
Sedanter yagsam bicimi ve obezite artisi sturdiikce, bu sorunun daha da gencg
yaglardan itibaren kargimiza ¢ikacag: ve yakin gelecekte ¢cocukluk cag1 T2DM
vakalarinin 6nemli rakamlara ulasacabilecegi tahmin edilmektedir (Wild,
Roglic, Green, Sicree, King, 2004; Balkan, Eschwege, 2003; Zimmet, Williams,
2002). Obez hastalarda, T2DM olusmasinin molekiiller mekanizmalar1 oldukca
karmagik olup heniiz net olarak ortaya koyulamamistir (Imamoglu, S., Ersoy,
C., 2009). Salgiladig1 adipokinlerin miktarindaki degisikliklere bagh olarak, yag
dokusunun bu hastaliklarin patogenezinde rol oynadigini belirtilmektedir.
Obezlerde diyabet gelisimde kortizol, serbest yag asitleri (SYA), TNF-a, IL-6,
rezistin, adiponektin, visfatin, apelin, ghrelin, vs. bircok faktorin roli
olabilecegi ileri stirilmektedir (Zavalza- Gémez, Anaya-Prado, Rincon-Sanchez,
Mora-Martinez, 2008; Kwon, Pessin, 2013). Bitin bu faktorlerin diyabet
gelisimindeki ortak etkileri insiilin direnci ile ilgilidir. Insiilin direnci, obezitede
sik rastlanan bir durum olmakla birlikte, yag dokusunun artik bir endokrin
organ ve obezitenin de ateroskleroz gibi inflamatuar bir hastalik oldugu
bildirilmistir (Oto, Kepez,2005; Gimble, 2003). Glikoz intolerans1 ve T2DM
gelismesinde, D vitamininin pankreatik B-hiicre fonksiyonunu iyilestirdigi,
instilin direncini azalttig1 ve sistemik inflamasyon tzerinde olumlu etkisi

oldugu savunulmaktadir (Hu, Meigs, Li, Rifai, Manson, 2004).

Bu bilgilerden hareketle, calismamizda T2DM ve obezite modeli
olusturulmus siganlarda, 25(OH)D takviyesinin kan glukoz, insilin seviyesi,
HOMA-IR, kardiyak hipertrofi, lipit profili (TK, HDL, TG) , bobrek TNF-a, IL-6
gibi inflamatuar sitokinler, serum apelin, adiponektin seviyeleri, karaciger
oksidatif stres profili (TOS, TAS, OSI) ve koroner, renal arterlerde AGE

olusumu tlizerine etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus cagdas toplumu ilgilendiren énemli bir saglik sorunudur.
Insiilin sekresyonunun yetersizligi, etkisizligi ya da insiilin molekilindeki
yapisal defektler sonucu geligsen, hiperglisemi ve glukagon yilksekligi ile
karakterize, karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmalarinin bozuklugu ile
seyreden, akut metabolik ve kronik dejeneratif komplikasyonlarla seyreden bir

tablo olarak tamimlamaktadir (Ozdemir, Hocaoglu, 2009).

2.1.1. Diabetes Mellitus Akut ve Kronik Komplikasyonlar:

Diyabetin akut gelisen komplikasyonlarini, ketoasidoz veya non-ketotik
hiperosmolar sendrom olusturmakta, kronik gelisen komplikasyonlarini ise;
retinopati, nefropati, periferik ve otonom néropati olusturmaktadir (Sekil 2.1.).
Kronik hiperglisemideki doku hasarina yol acan mekanizmalar; doku
proteinleri ve diger makromolekiillerin glikozilasyonu ve poliyol bilesiklerinin

asir1 olusumu seklindedir (Imamoglu, 2009).
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Sekil 2.1. Diabetes Mellitusta gelisen mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar

(Jiang,2017)



2.1.2. Diyabet Epidemiyolojisi

Diyabet gelismekte olan tilkelerde %5 oraninda, gelismig tilkelerde ise %10
oraninda gorilmektedir. Diinya Saghk Orgiiti (DSO) 2000 yili verileri,
diyabetik hasta sayisini 171 milyon, Uluslararasi1 Diyabet Federasyonu (IDF)
2013 yihi verileri ise diyabetik hasta sayisim1 382 milyon olarak belirtmigtir
(Tablo 2.1). Glinumizde ise global diyabet prevalansi %8.3 (415 milyon) olarak
kaydedilmis ve bu rakamin obezite ve hareketsiz yasam nedeniyle 2035 yilinda
%10.1 (592 milyon) ulasabilecegi tahmin edilmektedir (Uluslararasi Diyabet
Liderler Zirvesi, 2013).

Bozulmug glukoz toleransi (BGT) Tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktéri olup, prevalansi da diyabet ile ayni
oranda artmaktadir. 2013 yil1 verilerine goére; diinyada BGT'li kisi sayis1 316
milyon iken bu rakamin 2035 yilinda 471 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir. 2013 verileri; diinya nifusunun %8.3inde diyabet ve %6.9unda
BGT oldugunu belirtmistir (Tablo 2.1) (Uluslararasi1 Diyabet Liderler Zirvesi,
2013).

Tablo 2.1. Diinyada Diabetes Mellitus epidemiyolojisi (Tirkiye Diyabet Programi, 2013)

GENEL BAKIS 2013 2035
Toplam dianya niuafusu (milsar) T2 87
Yetiskin nafus (20-79 yas; milyar) 416 59
DIYABET

Global prevalans (%6) 8.3 10.1
Karsilagtirmah prevalans 8.3 8.8
Diyabetli sayi=1 (20-79 yas; milyon) 382 5902
BGT

Global prevalans (%) 6.9 8.0
Karsilagtirmalh prevalans 6.0 7.3
Divabetli say1s1 (20-79 yas: milyvon) 316 471



Tablo 2.2. DSO tarafindan yapilan glisemi bozukluklarinin etiyolojik ve klinik simiflamas:
(Turkiye Diyabet Vakfi, 2011)

1.Tip 1 Diyabet
*Immun nedenli, Tip 1a
*Idiyopatik, Tip 1b

2.Tip 2 Diyabet
*Periferik insiilin direnci
*Instilin yetmezligi

3.Diger tipler
*Pankreas f hiicresinin otozomal dominant genetik hasarlari
1.Gengligin erigkin baslangigli diyabeti
2.Insiilin geni (INS)
3.ATP duyarlh potasyum kanali (KCNJ11 ve ABBCS)
*Pankreatik (3 hiicresinin diger genetik hasarlari
1.0tozomal resesif genetik hasarlari
2.Mitokondriyal DNA
. 3.Ketozis meyilli diyabet
*Insiilin etkisinde genetik hasarlar
1.Insiilin reseptér mutasyonlar:
2.Lipoatrofik diyabet
*Neonatal diyabet
1.Gegici
2.Kalici
*Ekzokrin pankreas hastaliklar:
1.Pankreatit
2. Travma, pankreatektomi
3.Neoplazi
4 Kistik fibrozis
5.Hemokromatozis
6.Fibrokalkuloz pankreatopati
*Endokrinopatiler
1.Akromegali
2.Cushing sendromu
3.Glukogonoma
4.Feokromasitoma
5.Hipertiroidi
6.Somatostatinoma
. T.Aldosteronoma
*Tla¢ ve kimyasal maddelere bagh diyabet
1.8 hiicre toksisitesi:Vacor, pentamidin, siklosporin

2.8 hiicre otoimmunitesi:a interferon
3.8 hiicre fonksiyon kusuru: Tiyazid ve loop ditiretikleri, diazoksit, a agonistler, B blokérler, fenitoin, opiatlar

antipsikotikler,antiretroviral proteaz inhibitérleri
*Infeksiyonlar
1.Konjenital rubella
2.Diger viruisler:sitomegaloviris, koksakiviriis B, adenoviriis, kabakulak
*Immun aracili diyabetin nadir formlari
1.Stiff-man sendromu
2. Immun disregiilasyon poliendokrinopati enteropati X-linked (IPEX)
3.0toimmun poliendokrinopati sendromu Tip 1
4.Anti-insiilin reseptor antikorlar:
5.Ataksi telenjiyektazi sendromu
6.POEMS sendromu (polinoropati, organomegali, endokrinopati, M spike, cilt anomalileri)

4Insiilin  direnci:glukokortikoidler, progesteron, nikotinik  asit, tiroid hormonu, B  blokérler,

atipik

4.Gestasyonel Diyabetes Mellitus




2.2. Diyabetin Klinik Siniflamasi

1979 yilinda Ulusal Diyabet Veri Grubu tarafindan diyabetin ilk
siniflandirilmasi ve 1985 yilinda ise DSO tarafindan ayrintili simiflandirilmas:
yapilmistir. DSO'miin yapmis oldugu siniflama kliniksel olup, diyabeti insiiline
bagimli (IDDM) ve insiiline bagimli olmayan (NIDDM) olarak terminolojik
olarak isimlendirmistir. Fakat, her iki grup diyabet heterojen oldugundan DSO
siniflamasinin genel uygulanabilirliginin sinirli oldugu goézlenmigtir. 1998
DSO Klinik Siniflama esaslarina gére; ideal siniflama; diyabet evrelemesi ve
etiyolojik gruplamasini icermelidir ve bu yeni DSO simiflamasina gore; ‘insiilin
bagimli diyabet’ ve ‘insiiline bagimli olmayan diyabet’ tanimlamasi tercih
edilmemekte, bunun yerine ‘Tip 1 Diyabet’ ve ‘Tip 2 Diyabet’ tanimlarinin
kullanimi tercih edilmektedir (Tablo 2.4) (Diyabet Tanmi ve Tedavi Rehberi,
2019).

2.2.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 Diabetes Mellitus, pankreas beta (8)-hiicrelerinin T hiicre aracili
otoimmun ya da otoimmun dis1 nedenlere baghh harabiyeti sonucu gelisen
mutlak insiilin yetmezligi ve hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir
hastaliktir. T1IDM 30 yasindan oOncesinde baslamakta, tim diyabeth
hastalarin yaklasik %5-10'unu olusturmaktadir. Bu hastalarda goriilen,
polidipsi, poliliri, kilo kayb1 gibi belirtiler siddetli seyretmektedir (Devandra,
Liu, Eisenbarth, 2004;). Anti-insilin antikorlar, 3 glutamik asit dekarboksilaz
antikorlar, antitirozin fosfataz antikorlar, B-hiicre yikiminin géstergesi olup,
T1DM tanisinda %85-90 oraninda tespit edilebilmektedirler. B-hiicre yikimi
infant ve cocuklarda fazla iken, yetiskinlerde daha yavastir. Yetigkinlerde B-
hiicre fonksiyonlarimin yillarca korunmasindan ketoasidoz yillarca
goriilmeyebilir, hastalar sonunda insiiline bagimli hale gelir ve ketoasidoz

riski artar (Abiru, Kawasaki, Eguch, 2002).

Tip 1 Diabetes Mellitus etiyolojisinde, genetik, gevresel ve otoimmiin

faktorler 6nemli bir role sahiptirler. Cevresel faktorlere maruziyet, T



hiicrelerinin uyarilmasi1 ve farklilagmasi, B-hiicrelerinin haraplanmasi,
otoimmun stireci olusturmaktadir. Otoimmunitenin varlhigina gore, Tip 1la ve
Tip 1b olarak ikiye ayrilmaktadir. Olgularin %90’1m1 Tip 1la olusturur ve gok
nadir gorilen Tip 1b’de ise otoimmun belirleyiciler negatiftir, bilinen bir
nedeni yoktur (Sekil 2.2). (Lebovitz, 2004; American Diabetes Association,
2010).

Genetik olarak '

riskli
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= 1k faz insulin
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Sekil 2.2. Tip 1 diyabetin farkli dénemleri. Genetik yatkinligi olan kisilerde klinik T1DM ortaya
¢ikmadan 6nceki aylar hatta yillar icinde otoimmun destriiksiyona sekonder beta hiicre kaybi
gelisir. Klinik semptomlar saglam B hiicre orani %20 diizeyine indikten sonra basglar. Preklinik
donemden klinik diyabet dénemine gegiste enfeksiyonlar, stres gibi insiilin ihtiyacinin arttig
durumlar siklikla gézlenmektedir (Imamoglu vd.,2009).

2.2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 Diabetes Mellitus, insiilin direnci ve Langerhans pankreatik adacik
hiicrelerinden yetersiz insiilin sekresyonunun bir birlesiminin bir sonucu olarak
ortalamanin tlizerinde kan glukoz seviyeleri ile karakterizedir (Neelankal,
Jiang, 2018). T2DM, yaygin olmasi ve sebep oldugu akut ve kronik
komplikasyonlar sebebiyle en 6nemli mortalite ve morbidite nedenlerinden
biridir. En sik rastlanan diyabet tipi olup, yaklasik %90 oraninda gorilir ve bu
olgularin da %85’inin de obez oldugu belirtilmigtir. Genellikle 40 yasindan
sonra ortaya c¢ikmaktadir ve B-hiicre rezervi %10-20 diizeyine inene kadar
belirti vermemektedir. Doymus yagdan zengin beslenme, sedanter yasam ve

obezite, T2DM ile yakin iliskisi bulunan énemli faktérlerdir (Imamoglu vd.,2009).



Tip 2 diyabetli hastalarin blyik c¢ogunlugu tan1 aldiklarinda
komplikasyonlar uzun siire 6nce ortaya ¢cikmis olmaktadir. 2015 yilinda 415
milyon diyabetlinin ti¢te birinde (93 milyondan fazla kisi) diyabetik retinopati
gelismigtir. Sedanter yasam bigimi ve obezite artisi, bu sorunun daha da geng
yaglardan itibaren karsimiza ¢ikacagi ve yakin gelecekte cocukluk cagi Tip 2
diyabet vakalarinin 6nemli rakamlara ulagsacabilecegi 6ngoriilmektedir (Wild,
Roglic, Green, Sicree, King, 2004; Balkan, Eschwege, 2003; Zimmet, Williams,
2002).

2.2.3. Tip 2 Diabetes Mellitus Etiyolojik Siniflandirilmast

Tablo 2.3. T2DM Etiyolojik Siniflandirilmasi (American Diabetes Association, 2010)

Tip 2 Diabetes Mellitus Etiyolojik Siniflandirilmas:

1-Insiilin etkisine gore

Glukoz klirensinde intraselliler defektler

Insiilin reseptor fonksiyonunda bozukluklar
-Instlin reseptor antikorlar

. -Instilin reseptoér mutasyonu (Kromozom 19p)

Insiilin yapisinda bozukluk
-Insiilin gen mutasyonu

. -Proinsiilinin insiline déntigsiminde bozukluk (Kromozom 11p)

Tatrojenik
-Glukokortikoidler
-Biiyiime hormonu
-Nikotinik asit
-Digerleri

2-Insiilin sekresyonuna gore

Sinyal defekti: Glukokinaz mutasyonu (Kromozom 7p)
Beta hiicre kitlesinin yikimi
-Otoimmun beta hiicre yikimi
-Pankreatit
-Diger sebepler

3-Bilinmeyen Patogenez

-Malniitrisyon
-Kistik fibrozis
-Hemakromatozis
-Talasemi

4-Simiflandirilamayanlar

Insiilin sekresyon ve etkisinde bilinmeyen nedenlerle azalma




2.2.4. Tip 2 Diabetes Mellitus Patogenezi

B hiicre fonksiyon bozuklugu, insiilin direnci ve hepatik glukoz tretimi
artis1 gibi metabolik bozukluklar T2DM patogenezinde rol oynamaktadir.
Insiilin direnci ve/veya insiilin eksikligi 6n plandadir. Hem insiilin direnci hem
de bozulmus insiilin sekresyonu, Tip 2 diyabetin patogenezinde genetik olarak
kontrol edilen faktorler olup, hangisinin primer rol oynadigi heniiz net degildir
(Baytekin, 2009). Son zamanlarda bunlara eklenen bir diger gériise gore, primer
defektin hiperinsiilinemi oldugu ve insiilin direncinin hiperinsiilinemiye bagh
olustugu hipotezidir. Hiperinsilineminin Tip 2 diyabette oldugu gibi, non-
oksidatif glukoz kullanimimi veya glikojen sentezini bozarak, insiilin direncine

yol acabilecegi ileri stirtilmektedir (Del Prato, 1994), (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Tip 2 Diabetes Mellitus patogenezinde hiperglisemi patofizyolojisi (Zheng,2018)



2.2.4.1. Beta Hiicre Fonksiyon Bozuklugu

Bozulmusg glukoz toleransina ve hafif Normoglisemik Hiperinsiilinemik
Doneme gecildiginde hiperinsiilinemi olusur. Aghik glukoz diizeyinin 80
mg/dI’'den 140 mg/dl'ye ylikselmesi insiilin diizeyinde saglikli bireylere gore 2-
2,5 kat artma olusturmaktadir. A¢lik hiperglisemisi arttik¢a insiilin salgisi da
azalmaya baslar ve insiilin salgisindaki bu azalmayla birlikte hepatik glukoz
uretimi artmaya baslar ve aclik glisemisinin yiikselmesine katkida bulunur.
250-300 mg/dl diizeyindeki aclik glisemi diizeyinde ise insiilin salgis1 6nemli

oranda azalir (Del Prato,1994, Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Beta hiicre fonksiyonunun progresif azalmasi, Tip 2 DM hastasi tan1 kondugu anda
endojen insiilin rezervlerinin yaklasik %50’sini kaybetmis durumdadar.

2.2.4.2. Tip 2 Diyabet Patogenezinde Insiilin Direnci

Insiilin direnci, ekzojen ve endojen insiiline kars: normal biyolojik cevabin
bozulmas1 olarak tarif edilmektedir. Insiilin, karacigerde glukoneogenezi ve
glikojenolizi inhibe ederek hepatik glukoz tretimini baskilar ve glukozun kas
ve yag dokusuna alimini ve enerji kaynagi olarak depolanmasini saglar.
Hiperglisemiyi kompanse etmek i¢in, B hiicresinden daha fazla insiilin salinimi
gerceklegir. Fakat, B hiicresi de fonksiyonlarin1 kaybetmeye basglayinca, insiilin

salimm eksikligi ve sonugta diyabet geligir. Insiilin direnci ile baglayan



preklinik ve BGT doénemi, insilin sekresyonunun azalmasi ve diyabetle

sonuclanir (Imamoglu vd.,2009; Yki-Jaervien, 2003).

Insiilin Rezistans:

Insiilin reseptor Ekstraselluler

Intraselliler

MapK YOLAGI /
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PI3-K YOLAGI
Glukoz alim

Diferansivasvon
Inflamasyon

Gen ekspresyon

Glikojen/Protein/Lipid sentez
eNOS fosforilasyonu

Erkl/2

A\ - ] AN

Sekil 2.5. Intraselliller insiilin sinyal yollari-Insiilinin reseptére baglanmas1 PI3K ve MAPK
yolaklar1 aktive olmaktadir. Bu sinyal yolaklarin aktivasyonu araciligiyla insiillin hem
metabolik fonksiyonlar1 diizenlemekte, hem de bluylume ve proliferasyonu uyarici etkiler
sergilemektedir. Bu sekilde, dogrudan veya dolayl olarak, insan viicudundaki hemen hemen
biittin dokularin fonksiyonlarini etkileyebilmektedir. Tip 2 DM’da PI3-kinaz yolu segici olarak
yetersizdir. Hiperinsilinemi giderek siddetlenir. Fosfotidilinozitol-3 kinaz (PI3K), Mitojen
aktive protein kinaz (MAPK), Protein kinaz-B (Akt).

Tip 2 diyabette insilin direncinin olusumu 4 déonemde incelenmektedir.

2.2.4.2.1. Preklinik diyabet donemi (normoglisemik hiperinsiilinemik

donem)

Preklinik diyabet dénemi birinci dénem olup, Tip 2 diyabet bu déonemde
heniiz klinik belirti vermez ve B hiicre fonksiyonlar:1 kismen normaldir. Var olan
periferik insiilin direnci normal duruma gore daha fazla insiilin salinarak
asilmaya, aclik ve tokluk kan sekerleri normal sinirlar icerisinde tutulmaya
caligilir. Aclik ve tokluk instlin diizeyleri yiiksek diizeydedir (Oto, Kepez, 2005;
Gimble, 2003 & Imamoglu vd.,2009).
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2.2.4.2.2. Glukoz intoleransit donemi (postprandiyal hiperglisemik

hiperinsiilinemik dénem)

Genetik yatkinlik ve kilolu olma gibi yliksek risk grubunda olan kisilerde
periferik insilin direncini agmak i¢in pankreas B hiicreleri tizerinde olusan asgir1
yik zamanla B hiicrelerinde yorgunluga ve insiilin salgisinda azalmaya sebep
olunca glukoz intoleransi baslar ve bu durumda ac¢lik glisemisi normal diizeyde
oldugu halde, postprandiyal glisemi yilikselir. Bu dénemde hiperinsiilinemi
devam etmekle birlikte periferdeki direnci asabilecek diizeyde insiilin
salgilanamamaktadir. Bu donemde tokluk insiilin diizeyleri saglikli bireylere
gore hala yiliksek olsa bile birinci doneme gore bir hayli azalmig olarak

gozlenmektedir (Oto, Kepez, 2005; Gimble, 2003 & Imamoglu vd.,2009).

2.2.4.2.3. Erken Eklinik diyabet donemi (hiperglisemik hiperinsiilinemik

donem)

Normal glukoz toleransi saptanan preklinik birinci dénem ve
postprandiyal glukoz intoleransi saptanan ikinci donemde aclik hiperglisemisi
gelismediginden bu iki doénemi kompanse periferik insilin direnci dénemi
olarak adlandirmak uygun olacaktir. Insiilin direncinin giderek artmas: ile
kompansasyon bozulmaya baslar ve karacigerde glukoz yapimi artarak aclik
plazma glisemisinin yikselmesine yol acar. Postprandiyal hiperglisemi yaninda
aclik glisemisinin hentliz 140 mg/dl altinda oldugu bu dénemde insiilin salgisi
daha fazla artmamaktadir (Oto, Kepez, 2005; Gimble, 2003 & Imamoglu
vd.,2009).

2.2.4.2.4. Klinik diyabet donemi (hiperglisemik hipoinsiilinemik donem)

Achik plazma glisemi diizeyi 140 mg/dl gec¢ince insilin salgis1 azalmaya
baslar ve instlin direnci devam eder. Insiilin direncinin zirvede oldugu bu
donemde giderek artan hiperglisemi insilin salgis1 artisi ile kompanse
edilmedigi gibi glukoz toksisitesi nedeni ile B hiicreleri insiilin salgisin1 daha da
az salgilamaya baslar. Bu donemdeki insiilin direncinin agirlagsmasinda serbest
yag asitleri artisinin da yani lipotoksisitenin de pay1 vardir (Oto, Kepez, 2005;

Gimble, 2003 & Imamoglu vd.,2009).
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2.2.4.3. Hepatik Glukoz Uretiminde Artig

Karacigerde glukoz yapimi glikojenoliz veya glukoneogenez yoluyladir.
Hepatik glukoneogenezdeki artisin nedeni, kesin olarak bilinmemekle birlikte
hiperglukagonemi, laktat, alanin, gliserol gibi glukoneojenik prekiirsorlerin
artigiyla iligkili oldugu diisinilmektedir. Sonugta aglik hiperglisemisi olusur.
Hatta aglik hiperglisemisinin tamaminin karaciger glukoz yapimindaki artiga
bagli oldugu kabul edilmektedir. Hepatik glukoneogenez artisinin
diyabetiklerde sekonder olay oldugu fakat glukoz toksisitesini daha da artirdig:
disuniilmektedir (Yenigiin, 2004).

2.2.5. Bozulmus Aclik Glukozu ve Bozulmus Glukoz Toleransi

Bozulmus aclik glukozu ve bozulmus glukoz toleransi, normal glukoz
toleransi ile diyabet arasindaki ara metabolik bozukluklardir. Amerikan
Diyabet Dernegi (1997) ve DSO (1999) kilavuzlarinda, bozulmus achk glukozu
(BAG) ve BGT, bozulmus karbonhidrat metabolizmasinin bir basamagi olarak
ele alinmigstir ve bu iki kavram daha sonra gelisecek diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklar ic¢in, risk faktorleri olarak kabul edilmektedirler (Baytekin,
2009).Bu 1ki bozukluk, insilin direnci, hiperinsiilinemi, obezite, yuksek
trigliserid ve/veya disik HDL gseklinde dislipidemi ve hipertansiyonu kapsayan
metabolik sendromla iligkilidirler. Metabolik sendromda dogrudan T2DM
patogenezi ile iligkili oldugundan BAG ve BGT, T2DM i¢in risk faktoriudir
(Yenigin, 2004). Epidemiyolojik bir calismada, 35-70 yaslar1 arasindaki
popiilasyondaki normal kigilerin %25’ inde, BGT'lilerin %59 unda, diyabetlilerin

1se %88’inde insilin direnci saptanmigtir (Stumvoll, Gerich, 2001).
2.2.6. Tip 2 Diabetes Mellitus ve Inflamasyon

Diyabet, vaskiiler inflamasyon i¢in tetikleyici oldugu kadar, inflamasyonun
da diyabeti tetikleyebilecegi 6ne siirilmustir. T2DM gelisiminde, diisik diizeyli
inflamasyonun o6nemli bir patolojik belirleyici oldugu yoniinde bulgular
mevcuttur. West of Scotland Coronary Prevention (WOS-COPS) ¢calismasinda;
artmis C-reaktif protein (CRP) dizeylerinin, glukoz diizeyleri, viicut kitle
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indeksi (VKI), trigliserid ve statin kullammindan bagimsiz olarak, T2DM
olugsma riskini artirdig: belirtilmistir (Freeman, 2002 ;Baytekin, 2009).

Tablo 2.4. Diyabetik komplikasyonlarda inflamatuar bilegenler

inflamatuar sitokinler (IL-1, 6, IL-18)
Adhezvon molekiiller (ICAN-1,VCAM-1 E-Selelktin)
Eemokinler (CCL-2,CX3CL1,CCL-5)

Tool-like reseptorler (TLR-2, TLR-4)

Profibrotik sitokinler (TGF-8, CTGF)

[ Dislipidemi ]

"""""""" Hipersglisemi [ Instulin sinyali ]

[ Puberte ] l [ Genetik ]
‘ Polioller AGE-RAGE

PKC Hekzoamin

———————————————

7/ \

IL-6, TNF-a, TLR-2, TLR-4 NF-zB, PARP

Oksidatif

Sekil 2.6. Hipergliseminin oksidatif stres ve inflamasyon tizerine etkisi; RONT, DNA hasarina
neden olur ve sonug olarak NAD tiiketimini indikleyen bir onarim enzimi olan poli-ADP riboz
polimerazi (PARP) uyarir. Bu endotelyal inflamasyon ve oksidatif stresle sonuclanir.
Disregiilasyon ve proapoptotik sinyallerin baglatilmasi ile olusan AGEler RAGE aracilhig ile
proinflamatuar kaskadi (IL-6, IL-1, TNF-a, TGF-8, VCAM-1) ve oksidatif stresi arttirir.
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Arastirmacilar, (Crook, Tutt, Pickup, 1993; Pickup, Mattock, Chusney, 1997)
diyabetin akut faz inflamatuar reaktanlarinin artis1 ile karakterize olan
inflamatuvar bir hastalik oldugunu ortaya koymuslardir. TNF-a, IL-6 ve CRP,
insilin direnci ile iligkilidir (Festa, D’Agostina, 2000; Baytekin, 2009). Diyabetli
kisilerde sik gozlenen abdominal obezitede karin i¢i yag dokusu, disiik seviyeli
kronik inflamatuar durumun belirleyicisidir ve buna baglh olarak IL-6, TNF-a
ve CRP diizeylerinin arttigi goriilir. Bu kronik inflamasyon, insiilin direnci ve
obezite ile kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda iligski oldugu gorisini
kanitlamaktadir (Yudkin, Stehouwer, Emeis, Coppack, 1999). Ayrica CRP’nin
aterosklerotik stuirecte sadece bir inflamasyon belirteci olmadigi, adezyon
molekiilleri ve doku faktérii yapimini uyarmasi, diisik dansiteli lipoprotein
(LDL)’in fagositler tarafindan fagosite edilmesini kolaylastirmasi ve monosit
gocini tetiklemesi ile siirece dogrudan katildigi bilinmektedir (Pascari,

Willerson, Yeh,2000; Baytekin, 2009).

2.2.7. Tip 2 Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Hiicrede serbest radikal olusumunda belli bir artis veya atiliminda belli
bir azalma varsa oksidatif stres olusur . Oksidatif stres, ROT (reaktif oksijen
turlerl) ve/veya RNT (reaktif nitrojen tiirleri) gibi reaktif tiirlerin artmasi
sonucu olusur (Mandal, 2013). Yapilan deneysel ve klinik calismalar sonucunda,
her iki tip diyabette de ROT’nde artis saptanmistir (Matough, Budin, Hamid,
Alwahaibi, Mohamed, 2012; Johansen, Harris, Rychly, Ergul, 2005).

Mitokondriden sizan ROT’nin uyarilmasi oksidatif stresin kaynagidir ve
bu olay T1DM’de pankreatik B hiicrelerinin apoptozu ve T2DM’de insiilin
rezistansi ile iligkilidir. Diyabet baslangici ve oksidatit stres arasindaki iligki
komplekstir. Oksidatif stres hiperglisemiye sebep oldugu gibi, hiperglisemi de
oksidatif strese neden olabilir (West, 2000).

Serbest radikaller ve oksidatif stres, diyabetik komplikasyonlar
(retinopati (Khan, Petropoulos, Ponirakis, Malik, 2017), nefropati (Tziomalos,
Athyros, 2015), néropati) ve artan koroner arter hastaliklarinin (Davoudi,

Sobrin, 2015) olusumu ve patogenezinde rol oynamaktadirlar. Fakat, oksidatif
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stresin diyabetik komplikasyonlara sebep olma mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir (Kowluru, Chan,2007). Pek c¢ok calismada, hiicre i¢i ve dis1
glukoz konsantrasyonlarinin artmasinin oksidatif strese yol agtigi
gosterilmistir (Giugliano, Ceriello, Paolisso, 1995; West, 2000). Diyabette
oksidatif stresin etiyolojisi pek c¢ok degisik mekanizmadan kaynaklanir.
Ornegin glukozun otooksidasyonu ile glikozillenmis proteinler ve antioksidan
enzimler oksijen radikallerini detoksifiye edemediklerinden oksijen radikal
uretimi artar (Wolff, 1993; Giugliano, 1995). Ayrica, diyabette oksijen
radikallerinin iretiminden sorumlu bir mekanizma daha bulunmaktadir.
Glukoz metabolizmas1 sonucu artan, nikotinamid adenin dinukleotit fosfat
(NADPH) diizeyi aracihigiyla yiiksek glukoz diizeylerinin, sitokrom P450

benzeri aktiviteyi stimiile etmesidir (Jain, 1989).

Hiperglisemi Aracili ROT tiretimi baglica ti¢ mekanizma ile agitklanmaktadar.

2.2.7.1. Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Hicre i¢ci glukoz oksidasyonu sonucu ortaya cikan, NADH solunum
zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP tiretimi icin gerekli enerjiyi
saglamak amaciyla kullanilir. Bu reaksiyon sirasinda stiperoksit radikali aciga
cikar ve yuksek glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla stiperoksit radikal
uretimi artar. Yapilan calismalar, diyabetteki patolojilerin bircogunun artmis
mitokondriyal ROT tretimi ile iligkili oldugunu gostermektedir (Brownlee,2001;
Green, Brand, Murphy, 2004)

2.2.7.2. Proteinlerin Glikasyonu ve AGE Olusumu

Glikasyona ugramis protein, molekiiler oksijene bir elektron vererek
serbest oksijen radikali olusumuna neden olur (Gillery,
Monboisse,Maquart,Borel, 1988). Arastirmalar AGE’lerin, reseptor aracili
mekanizma ile serbest radikal liretimini uyarmasinin yani sira, artmis serbest
radikallerin de hiicre i¢ci AGE olusumunu arttirdigini géstermektedir (Giardino,
Edelstein, Borwnlee, 1996). Yapilan calismalarda; AGE ve serbest radikallerin,
protein kinaz C (PKC)yi aktive ettigi gosterilmigtir. Aktive olan PKCnin,

vaskiiler kan akimini, damar permeabilitesini, hiicre dig1 matriks bilegenlerini
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ve hiicre bliylimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde rol

aldig1 6ne surulmektedir (Way, Katai, King, 2001; Koya, King, 1998).
2.2.7.3. Poliyol Yolag:

Yiksek glukoz konsantrasyonu, poliyol yolu ile sorbitol tiretimine neden
olur. Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢cin Nikotinamid adenin
dintiikleotit fosfat (NADPH) kullanildigindan hiicre i¢ci NADPH tiiketilir. Okside
glutatyonun rediikte forma cgevrilebilmesi ve nitrik oksit (NO) sentezi igin
NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve sonucta
NADPH’1n yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi1 anlamina
gelmektedir (Maritim, Sanders, Watkins, 2003). Rediikte glutatyonun ve
vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin azalmasi diyabetin vaskiiler
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisinda rol oynar (Das, Chainy, 2001). Sorbitolun
kendisi bir doku toksini gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati, néropati,
katarakt, nefropati ve kalp hastaligi patogenezinde rolii oldugu

distuniilmektedir (Bukan, 2004).

Hap erglisemm
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Polivol AGE Heksozamin PEC
Yolag Ohusumu Yolag Algiivasvonu

|| [} ]
t Sorbitel t TGF-p MO Uretiond

+ GSH tMaiviks Protein Bilesenleri
l 1 Hiicre Pro liferasyo mu
o T &
Ol=sidatif Sress

Sekil 2.7. Oksidatif stres yolaklar1 ve diyabet, GSH:Glutatyon, DAG:Diacilgliserol, AGE:Ileri
glikasyon son triinleri, TGF-B1:Dontistiiriicii biytime faktéri-81, NO:Nitrik oksid (Sakul,
2014).
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2.3. Tip 2 Diyabet Modelleri

T2DM, lipit metabolizmasi, insiilin direnci ve pankreatik B hiicresindeki
islev bozuklugu ile karakterize bir metabolik bozukluktur (Podell, 2017).
Obezite, T2DM gelisimi i¢in en yaygin risk faktéridir, artmis serum trigliserit,
hipertansiyon ve insilin direncine yol acabilir (Ghasemi, Jeddi, 2017).
Terapotik arenada birgok gelisme ragmen su anda T2DM i¢in etkili bir tedavi
maalesef bulunmamaktadir. Bu ylizden yeni o&nleyici ve/veya terapotik
stratejiler gelistirme ihtiyac1t artmistir (Srinivasan, Ramarao, 2007). Bu
hastaligin karmasikligi nedeniyle, klinik 6ncesi hayvan modelleri, insanlardaki
patogenezi yansitmasi agisindan énem arz etmektedir. Diyabetin indiiksiyonu
i¢in kullanilan ¢ogu hayvan modelinde; pankreas B hiicrelerini hedef alan toksik
kimyasallar  kullanilmaktadir. Alloksan (2,4,5,6-tetraoksipirimidin;5,6-
dioksiurasil) (ALX) ilk olarak 1943’te kullanilmig, etki mekanizmasi, B-
hiicrelerinin parcalanmasina yol agan serbest radikaller tretmesidir. Fakat
ALX, dar doz araligina sahip kimyasal olmas1 ve bobrek toksisitesine sebep
olmasindan dolayr nadiren kullanilmaktadir. Diyabeti indiiklemek icin en
yaygin kullanilan kimyasal, ilk olarak 1963 yilinda kullanilan STZ ‘dir. STZ
hem T1DM hem de T2DM indiiklemak amaciyla kullanilmaktadir. Yiiksek doz
STZ T1DM benzer bir 6zellik olan insiilin sekresyonunu ciddi sekilde bozar;
ayrica bu STZ dozu ayn1 zamanda keton olusumuna ve kontrolstiz T1DM 6zelligi
olan ketoniiriye de yol acar (Szkudelski, 2001). Ote yandan, diisiik dozlarda STZ
insiilin sekresyonunda hafif bozulmaya neden olur ve bu da T2DM ileri
evrelerini yansitir. Bununla birlikte, disik doz STZ modeli, tipik olarak
T2DM’da goriillen insilin direnci eksenini olusturmaz bu nedenle yapilan
calismalar ylksek yagh diyet ile beslenen hayvanlarin insilin direncini
gelistirdigini géstermigtir (Srinivasan, Viswanad, Asrat, Kaul, Ramanao, 2005).
Bu nedenle, periferik insilin direncini olusturmak icin HFD, beraberinde
pankreas B-hiicrelerini kismi dejenerasyonu i¢in diisiik doz STZ iceren model,
T2DM modelini fenotipik ve patogenetik agidan da taklit ettigi kabul gérmustir
(Zhang, Lv, Li, Xu, Chen, 2008).
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2.3.1. HFD-STZ-T2DM Tarihcgesi

T2DM modeli, insilin direnci olusturan HFD ve B-hiicre disfonsiyonu
bagslamasina sebep olan disik doz STZ enjeksiyonu kombinasyonu ile elde
edilmektedir. HFD beslenmesi , hiperinsiilinemi, obezite ve insiilin direnci
gelisimine sebep olur fakat hiperglisemi veya diyabet degildir, bu nedenle
diyabeti indiiklemek i¢in diisiik doz STZ gereklidir. Bu model ilk olarak Reed ve
arkadaslar1 tarafindan gosterilmis HFD ile beslenme yiliksek insiilin seviyeleri
fakat normal kan glukoz konsantrasyonlar: sergilemis ve model insan T2DM’da
insilin direncinin ayirt edici 6zelliklerini tagimaktadir. Arastiricilar, STZ, HFD
uygulandiktan sonra uygulandiysa, pankreas B-hicrelerinin insilin
sekresyonunundan tamamen 6diin vermeden fonksiyonel kapasitesinin biraz
azaltilacagimi gostermiglerdir. Modellerinde sicanlar kuyruk veni yoluyla STZ
(50mg/kg) uygulanmisg, 3 giin sonra, kan glukoz ve lipit diizeyleri olgiilmiis ve
antihiperglisemik ilacglara yanitlar1 degerlendirilmistir (Reed, 2000). Bu model
daha sonra, Srinivasan ve ark. tarafindan daha dusik doz STZ (35mg/kg)

intraperitoneal olarak uygulanmasi seklinde degistirilmistir (Srinivasan, 2007).
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2.4. ADIPOKINLER

Adipoz doku, fizyolojik metabolik siirecleri modiile etmek igin adipokinler
olarak adlandirilan metabolik olarak birden fazla 6nemli proteini salgilayan
aktif bir endokrin organ olarak fonksiyon gérmektedir. Adipoz doku adipositler,
bagisiklik hiicreleri, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar gibi cesitli hiicre
tiplerini icermektedir (Yalgin, 2018, Sekil 2.8).

PAI-1,CRP, SAA

LPL.FFA Apo E

Akut faz
Doku faktord, proteinleri
PAI-1 i
Lipid iligkili

Fibrinoliz iliskili
~s

e R =
=t E 4 [\___—_3Kort|zon

- =P Kortizol
VISERAL ! .C:~
_ _%.ADIPOZDOKU T, i nier

= __,-:‘_. - Eﬁ
lnﬂamisyon iliskili e i C__iioly

TNFC, IL-1, L7 = \\
IL-6, IL-8, IL-10 Inflamasyon ve inflamasyon ve

enerji homeostaz vaskiiler homeostaz

Adiponektin, leptin, VEGF, Anjiotensinojen
resistin, visfatin

Sekil 2.8. Visseral yag dokusunun MetS gelisimindeki molekiiler etkileri (Turgeon, Carl, Maki,
Mandelsohn, Wise, 2006)

Tablo 2.5. Adipokinlerin siniflandirilmasi

ADIPOEINLER

insiilin hassasiyveti ile iliskili adipokinler
Leptin, Adiponektin, Omentin

insiilin direnci ile ilgili adipokinler
Rezistin, IL-6, TINF-a, Visfatin, EBP-4, Vaspin, SAA PAT-1

inflamatuar cevap ile ilgili adipokinler
CCL-Z, CCR-5, Chemerin, Vaspin
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Hem adipoz doku tarafindan dretilip salgilanan gergek adipokinler
(adiponektin, leptin), hem de yag dokusundaki stromal hiicrelerden de
salgilanabilen adipositokinler (rezistin, IL-6), santral veya visseral obezite ile
baglantih ID ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarda énemli bir rol oynar
(Zavalza- Gomez, Anaya-Prado, Rincén-Sanchez, Mora-Martinez, 2008; Kwon,
Pessin, 2013). Ayrica baz adipokinlerin tretimi obezite, T2DM ve metabolik
sendromdan (MetS) etkilenir Son arastirmalar; leptin, rezistin ve adiponektini
iceren ID birkac yeni potansiyel mediyatérleri tizerinde odaklanmigtir (Antuna-

Puente, Feve, Fellahi, Bastard, 2008; Kwon vd., 2013).

Obezitede insilin direnci
ve diyabet gelisimi

Kortizal artisi
Serbest yag asitleri artis
Hipotalamo-hipofizer aksta bozulma

AN

Adipokinler =
Leptin * = Tip 2
THFm * ] Diabetes
Rezistin ! -E Mellitus
Adiponektin - R
IL-6& =

FABP
ASP

Sekil 2.9. Obezite ile insilin direnci ve Tip 2 diyabet arasindaki iligki-Obezite ile Tip 2 Diabetes
Mellitus baglantisinin temelinde ¢ok cesitli faktorler s6z konusudur. Bunlar arasinda kortizol,
serbest yag asitleri, TNF-a, IL-6, rezistin, adiponektin, yag asidi baglayic1 proteinler, apelin,
visfatin, ghrelin yer almaktadir. Biitiin bu faktorlerin diyabet gelisimindeki ortak etkileri
insiilin direnciyle ilgilidir.

2.4.1. Tip 2 Diyabet Patogenezinde Lipotoksisite

Obezitede plazma serbest yag asitleri diizeyindeki artiglar, iskelet kasi
ve karacigerde insilin direncini doza bagimli olarak arttirmaktadir. Tip 2
diyabet gelisme olasiligi, hafif obez bireylerde 2, 1.derece ve 2.derecede obez
kigilerde 5 ve ileri derecede obez kisilerde i¢in 10 kat daha fazla olarak
belirtilmistir (Imamoglu vd., 2009). Yapilan calismalarda, obezite ile Tip 2
diyabet arasindaki iligki gosterilmis, intrabadominal adipoz dokunun yiiksek

lipolitik aktivitesi oldugu, insiilin etkisine direncgli oldugundan lipoprotein lipaz
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aktivitesinin az oldugu ve bunun sonucu portal dolasim igcine serbest yag

asitlerinin ge¢cmesinde bir artig oldugu saptanmistir.

Artmis yag asitleri glukoz alim, glikojen sentez ve glikoz inhibisyonuna yol
acmaktadir. Karacigere gelen SYA’ nin oksidasyon hizi ve trigliseritlerin
hepatik sentezi artar. Serbest yag asitleri, glikoneogenezde anahtar rol oynayan
pirivat karboksilaz ve fosfoenolpiruvat karboksilaz enzim aktivitelerini
uyarmaktadir. Ayrica glukoz-6-fosfataz uyarisi ile karacigerden glukoz c¢ikigi
artmaktadir. Sonucta hepatik glukoz lretimi ve g¢ikisi belirgin artmaktadir.
Yiksek SYA diizeyleri, ayni zamanda insiilinin karaciger tarafindan glukoz
aciga cikarilmasini baskilama 6zelligini inhibe eder. Artan yag transportu
yoluyla, kaslarda sekonder olarak yag depolanmasina yol acar. Bunun
sonucunda da insiilin tarafindan uyarilan periferik glukoz alimi ve glikojen

sentezi bozulur.

<>
!

Lipaliz
Kas Dekusu ‘ Karaciger

-— 5¥A Maobilizasyony EE—— -

Glikorkullanlmh Glukoneogenez

azalma | Hiperglisemi | artig

Sekil 2.10. Viseral yag dokusunda artis, kanda serbest yag asiti ve diyabet geligimi
(Imamoglu,2009)
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2.4.2. Insiilin Direnci, Obezite, IL-6, TNF-a, Adiponektin, Apelin iliskisi

Diabetes mellitus ve obezite, siklig1 gliniimiizde giderek artan,
olusturdugu morbidite ve mortalite nedeniyle en basta gelen saghk sorunlar
arasinda yer almaktadir. Obez hastalarda, Tip2DM olugsmasinin molekiiler
mekanizmalari oldukc¢a karmasiktir ve bunlarin ¢cogu da hentliz net olarak
ortaya konulamamistir. Obezlerde diyabet gelisimde kortizol, serbest yag
asitleri, TNF-a, IL-6, rezistin, adiponektin, visfatin, apelin, ghrelin, vs bir¢cok
faktorin rolii olabilecegi ileri siuiriilmektedir. Biitin bu faktorlerin diyabet

gelisimindeki ortak etkileri insiilin direnci ile alakalidir.
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Insilin hassasiyeti Insulin rezistans

Sekil 2.11. Obezitede yag dokusu inflamasyonu (Samad, Ruf, 2013)

2.4.2.1. Interlékin-6

Interldkin-6, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, monositler gibi cesitli
hiicrelerden salinan ve obezite ile artan, adipoz doku tarafindan tretilen bir
sitokindir. Yapilan c¢alismada, akut inflamatuar siirecin yoklugunda,
dolagimdaki IL-6nin yaklasik %15-30'u adipoz doku kékenlidir (Antura-Puente
vd.,2008). Obez bireylerde yag kiitlesinin azaltilmasi, IL-6 dlizeyini de
azaltmaktadir. Adipositlerde asir1 IL-6 {iretimi, insiilin duyarliliginin azalmasi

ile iligkilidir ve bu etkiyli adiponektin sekresyonunu azaltarak sagladigi
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diistinilmektedir. Bununla birlikte karacigerde insiilin sinyalizasyonunun
bozulmasina neden olarak insllin direnci patogenezinde rol oynadig

distintilmektedir (Yal¢in, Rakicioglu, 2018).

inflamasyon
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Adipoz doku / / ©  Adipoz doku lipoliz
), S ™\ ] JJ" \ l
e ““ o e © FFA seviyesi
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Makrofaj
infiltrasyon
Karin ici obezite
insiilin rezistans ? Aterogenik dislipidemi
@) Glukoneogenesis @) Arolipoprotein B
S\ T .
© insiilin N > [ 4 Trigliserit

Sekil 2.12 ‘Inflamasyon hipotezi’ Obeziteye baghh kronik inflamasyonun patofizyolojisi
“Inflamasyon hipotezi”, ayn1 zamanda obezitenin, yag dokusunda makrofajlarin gecigini
saglayarak inflamatuvar molekiiller trettigi, insiiline duyarli dokular ve B hiicrelerinde
patolojik degisiklikler yaptig1 ve bu sayede kronik inflamasyona neden oldugunu ileri
stirmektedir. Ikinei bir durum ise, kronik makro besin aliminin obezitede pro-inflamatuvar
stireci tetiklemesidir. Asir1 miktarda glukoz, doymus serbest yag asidi ve lipid iceren diyetle
beslenmenin kemokin ve sitokin tiretimini indiikleyerek inflamasyon gelisimine neden oldugu
bildirilmistir (IL-6:interlokin-6, SYA:serbest yag asidi, GLUT-4:glukoz tasiyici tip-4) (Yal¢in vd,
2018; Esser,Legrand-Poels, Piette, 2014)

2.4.2.2. Tiimér nekroz faktor-a

Tumor nekroz faktor-a, cok sayida hiicreden ama esas olarak makrofaj ve
lenfositler tarafindan tiretilen proinflamatuar bir sitokindir. Pro-inflamatuar
bir sitokin olan TNF-a, glikoz ve lipit metabolizmasini etkilemekte; insilinin
etkisini ve pankreas hiicre fonksiyonunu inhibe ederek T2DM ile iligkili
sistemik insilin direncinde, 6nemli rol oynamaktadir. Obezite, deneysel diyabet
ve obezite modellerinin yag dokusunda TNF-a ekspresyonunun artmis
oldugunu kanitlayan pek ¢ok bilimsel c¢alisma mevcuttur. Yapilan bir
calismada, obez ve diyabetik sicanlarda TNF-saliniminin anlamli gekilde

yiksek oldugu belirtilmis; bununla birlikte ortamdaki TNF-reseptor sayisinin
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artirilmasiyla, TNF-dlizeyinin diistiigi ve bu yolla instilin direncinde de azalma
gozlendigini rapor edilmistir (Hotamisligil, Shargill, Spiegelman, 1993).
Sonraki yillarda yapilan arastirmalarin verileri de, insanlarda da TNF-anin
adipoz dokudan salindigini ve agirhik kaybi ile TNF-saliniminin azaldigini
gostermektedir (Kern, 1995; Dandona, 1998). Glukoz toleransi olan obez
kadinlarda yag dokusunda TNFR60 ve TNFR80 (TNF reseptor) mRNA
ekspresyonlarmin artmis oldugu gozlenmistir (Hube, Birgel, Lee, Hauner,

1999).

Visseral Obezite
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Lipoliz artis:
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-

Hiperinsulinemi | | Hiperglisemi
_'
-q

Sekil 2.13. Obezitede SYA ve TNF-a’'nin insiilin direnci ve diyabet gelisimi ile iligkisi (TNF-
a:Tiumor nekroz faktor-a, SYA:Serbest yag asidi) (Hotamisligil, Shargill, Spiegelman, 1993)

2.4.2.3. Adiponektin

Adiponektin, adipoz dokuda ¢ok fazla eksprese edilen bir proteindir. Insan
ve hayvanlarda insiiline duyarli dokularda glikoz ve lipid metabolizmasi
modiilasyonunda rol oynadigi kabul edilmektedir. Adipogenez sirasinda
upregiile, ID durumunda downregiile edilir. Adiponektin ve insiilin hassasiyeti
arasindaki iligki, endojen hepatik glikoz tiretimi ile degil, glikoz kullaniminin

diisiik instlin regiilasyonu ile ilgilidir. Leptin gibi, adiponektin de AMPK (5’
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AMP ile aktive olan protein kinaz) aktivasyonu yoluyla insiilin hassasiyetini
artirir. Adiponektin, iki temel glukoneogenez enziminin messenger RNA
(mRNA) ifadesi yoluyla hepatik glikoz tretimini de etkiler; fosfoenolpiruvat
karboksikinaz ve glikoz-6-fosfataz. Yiiksek molekiiler agirlikli adiponektinin en
cok insiilin duyarlilastirici olabildigi gériilmektedir (Zavalza-Gémez vd., 2008;

Antura-Puente vd.,2008).

Obezitede, hiperandrojenizm ve kortizol hipersekresyonu bulunmaktadir.
Bu durum karaciger ve kaslarda insiilin sensitivitesinin azalmasina katkida
bulunur. Bu enzim, 6zellikle visseral yag dokusunda yliksektir, kortizondan
kortizol olusumunu arttirir, kas dokusunda glikojen sentetaz enzim aktivitesini
azaltir, lipolizi arttirir ve pankreastan insiilin salgilanmasini azaltir (Bjomtrop,

Rosmond, 2000).

Obezlerde, plazma SYA diizeyi artmistir. SYA artig1 sonucu karacigerde
gluoneogenez ve glukoz yapimi artar, insilin ekstraksiyonunu azalir, kas
dokusunda glukoz kullanimi azalir ve pankreasin B hiicrelerinden instiilin
salgilanmasi azalir (Lam, Werve, Giacca, 2003). Obezitede yag dokusunda TNF-
a mRNA ekspresyonunun 3 kat arttig1 ve TNF-a mRNA ve VKI viicut yag oran
arasinda anlamli korelasyon gosterilmistir. TNF-a, lipoprotein lipaz etkisini
bloke eder ve lipolizi uyarir. Lipoliz ile ortaya cikan serbest yag asitleri
karacigere ulasarak hem glikoneogeneze katilarak hiperglisemiye, hem de
hepatik lipaz aktivitesindeki artig ile hipertrigliseridemiye yol a¢gmaktadir.
TNF-a’nin insiilin direncine katkilari, IRS-1 (Insiilin reseptdr substrat) serin
fosforilasyonunu artirmasi, IRS-1 fosforilasyonunu azaltmasi, tirozin kinaz
aktivitesini inhibe etmesi, IRS-1 ve PI3-kinaz arasindaki iligkinin bozulmasi
sebebiyle GLUT-4 (glukoz tasiyici tip-4) ekspresyonunu azaltmasi ile

aciklanmaktadar.
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Sekil 2.14. Insiilin direnci, TNF-a ve Adiponektin iligkisi (TNF-«:Tiimér nekroz faktor-a, IRS:

Insiilin reseptor substrat-1) (imamoglu, 2009)
2.4.2.4. Apelin

Apelin ve APJ (Apelin reseptor), tiim viicutta eksprese edilmekte ve santral
sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistem {izerine fonksiyonel -etkiler
gostermektedirler. APJ, Anjiotensin II Tip 1 reseptor ile homoloji gosterir. Her
1ki reseptorde kalp ve damarlarda baskindir. RAS (Renin-Anjiyotensin Sistem)
ve Apelin-APJ system, diyabet anormalliklerinde ve wvaskiiler endotelyumda
onemli hedeftir. Apelinin kardiyovaskiiler sistemde 6nemli etkileri vardir. Bu
etkiyi APJ araciligiyla, eNOS (endotelyal nitrik oksit sentaz) aktivitesini
arttirir ve koroner arterlerde dahil kan damarlarinda dilatasyona sebep olur,
LV (sol ventrikiil) geri dontiislii azaltir ve kalbe oksijen saglanimini diizeltirler
(Japp, Cruden, Barnes, 2010). Na*/H* ve Na*/Ca*2 degisimi etkisini arttirarak,
sarkoplazmik retikulum kalsiyum bagimli ryanodin kanallarini agar ve
kardiyomiyosit sitoplazmasina Ca*2 akigimi arttirir ve pozitif inotropik etki
yaratmaktadir (Szokodi, 2002). Yag hiicrelerinde, apelin ekspresyonu ile aglik
kuvvetli bir sekilde inhibe edilmekte ve tekrar beslenmeden sonra insiiline
benzer sekilde artmaktadir. Bu bilgiler gostermektedir ki, insiilin kullanimi
adipositlerdeki apelin gen ekspresyonu {zerine dogrudan kontrol
saglamaktadir. Obez hastalarda, hem plazma apelin hem de insiilin seviyeleri

olduk¢a yiiksektir. Apelinin insiilinle regiilasyonu, kan konsantrasyonlarinm
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etkileyebilir. Apelin, NO-araciligiyla vazodilatasyon saglar, arteriyel kan
basincini azaltir ve vazopressini inhibe ederek ditiretik etki gosterir (Beltowski,

2006).

2.4.2.4.1. Apelin ve besin alimi iizerine etkileri

APJ, merkezi sinir sisteminin bircok boélgesinde eksprese edilmektedir.
Sicanlarin hipotalamusunda beslenme davranisini kontrol eden alanlarin
apelin i¢cin en yogun hedef biélge olabilecegi ortaya konmustur. SON (Supraoptik
nukleus) ve o&zellikle PVN (Paraventrikiiler nukleus)de apelin ve APJ
ekspresyonunun olduk¢a yogun olmasi apelinin gida alimi uzerine etkili
olabilecegini akla getirmektedir (Reaux, Gallatz, Palkovits, Llorens-Cortes,
2002; Brailoiu, 2002).

Apelin seviyesinin beslenme aliskanligina bagh olarak degistigi, yiiksek
yaglhh diyetle Dbeslenen sicanlarda, apelin mRNA seviyesinin arttigi
gosterilmistir. Obez insan ve deney hayvanlarinda, plazma apelin diizeyinin
yiksek oldugu ve adipoz dokudaki apelin gen ekspresyonunun insiilin ve TNF-
a araciligiyla artis gosterdigi ileri strilmiustiir. Obezlerde artan viicut yag
icerigl ve hiperinsilinemiye paralel olarak plazma apelin diizeyinin arttig:

bilinmektedir (Boucher, 2005; Paternain, 2012; Lee, George, O’'Dowd, 2006).

T2DM olan Dbireylerin, plazma apelin seviyesinin disik oldugu
gozlenmistir. Apelinin aclik kan sekeri, insiilin direnci ve HbAlc diizeyleri ile
negatif korelesyon, insilin duyarliligi ile pozitif korelesyon gosterdigi
bilinmektedir. Farelerde apelinin IV enjeksiyonunun, iskelet kasinda glukoz
kullanimini arttirarak kan gsekerini gii¢li bir sekilde disturdigi gosterilmigtir.
Apelinin bu yoniiyle instlin rezistansinin takibinde Uimit verici bir ajan
olabilecegi diistintilmektedir (Foresta, Bordon, Rossato, Mioni, Veldhuis, 1997;
Zhang, 2010; Dray,2008).

27



Apelinin potansiyel endokrin rolleri

—

= Vazopressin salinimm inhibisyonu
— C; * Na ve H20 alimimim azaltma
= - L —
AdlpoSltler 1/ b Aeiin * Gada alimimin modulasyonu

A
G -
- ‘Apelin

\ D Pozitif in ik etki
K ’ * Kalp fo: nunu iyilestirme
]': s zalmas:
T . ’.'
L - N rmepApelin [ | =
E | —— Insulin salimminin inhibisyonu
s S *Glukoz homeostaz: diizenlenmesi
I :Kan akimi)

Sekil 2.15. Apelin sitokininin 6nemli etkileri (Castan-Laurell, 2005)

2.5. ILERI GLIKASYON SON URUNLERI

Ileri glikasyon son iiriinleri, indirgenmis sekerlerin enzimatik olmayan
glikasyonlar1 sonucu olusan geri donlisimsiz uriinler olarak bilinmektedir.
AGE’ler, hiicrenin yapisini, fonksiyonunu degistirirler ve sitokinler ile bliiytime

faktorlerinin sentez ve salinimina sebep olurlar.

Diyabette hiperglisemik ortamda, asir1 miktarda olusan AGFE’ler matriks
molekiillerinin  modifikasyonu sonucu matriks 1ile hiicre arasindaki
sinyallesmeyi bozarak ve hiicre i¢cindeki bazi1 proteinleri etkileyerek hiicrede
disfonksiyona yol ac¢malari ayrica reseptorlerine (RAGE) baglanarak bu
reseptorleri aktive etmeleri sonucu inflamatuar sitokinlerin ve bliylime
faktorlerinin Giretiminin artmasi ve sonucta da vaskiiler patolojilerin ortaya
cikmasi ile zararh etkilerini gostermektedirler. Bu etkiler, damar duvarinda
bazal membran kalinlagsmasi, vaskiiler permeabilite artisi, endotelyal
disfonksiyon, artmig vaskiiller LDL, plak destabilizasyonunda artma,
neointimal proliferasyon, protrombotik durumda_artis, kan akisinda azalma
gibi vaskiiler bozukluklardan olusmaktadir. Oksidatif stresin olusumu ile de

vazokonstriksiyon, inflamasyon ve protrombotik gen ekspresyonunu
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yonlendirirler. Boylece ileri glikasyon son tiriinleri, diyabetin mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlarinin gelisimine katki saglarlar.

AGE’ler karbonhidratlarin karbonil grubu ve amino asitlerin serbest amino
gruplarinin bir araya gelmesi ile Maillard reaksiyonu sonucunda olusan

urinlerdir (Zieman, Kass, 2004).
2.5.1. AGE Olusum Mekanizmasi

Glikasyon tepkimesinin ilk basamagi; indirgeyici bir sekerin karbonil
grubu ile proteinlerdeki yan zincir olan £- amino grubunun reaksiyonudur.
Tepkimede su c¢ikmasi ile “Schiff bazi” ara Urini olusur. Bu ara urinin
olusmas1 kandaki glikoz konsantrasyonuna baghdir. Daha sonra bu
glikatlanmig protein yapilari Amadori Griinlerine dontsiir AGE'ler, indirgeyici
sekerlerin amino asit proteinler, lipitler ve niikleik asit ile enzimatik olmayan
tepkimelerinden olusan heterojen bir molekil grubudur (Demirel, Yildiran,

2018).

+ Glukoz $

Rg;ktif
Ara Urtinler

Amadori
rind

Sekil 2.16. AGE olusumu (Gugliucci, 1994)

AGE'lerin RAGE ile etkilesimi, oksijen radikalleri, niikleer faktor kappa-
B, proinflamatuar sitokinler ve hiicre adezyon molekiillerinin olugsmasina neden
olur ve kardiyovaskiiler hastaliklarin (KVH) patofizyolojisinde yer alir. AGE-
RAGE aracili KVH, ateroskleroz, koroner arter hastaligi, karotid arter
hastaligi, hipertansiyon, periferik vaskiiler hastaliklar, kalp yetmezligi,

kardiyomiyopati ve mikroanjiyopati igerir. AGE-RAGE aracili KVH'nin tedavisi
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i¢cin AGE'lerde ve RAGE'de azalma ve sRAGE'de yiikselme ile ilgili terapotik
midahaleler bildirilmigtir. Coziiniir RAGE (sRAGE) seviyelerini artirmak igin
statinler, ACE inhibitérleri, Rosiglitazon ve D vitamini kullanilmigtir (Zieman

vd 2004; Prasad, Tiwari, 2017).

s
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Transkripsiyon artisi
Prokoagiilan etkiler

Sekil 2.17. AGE-RAGE etkilesimi (Gugliucci, Bendaya,1996)

2.6. VITAMIN D

Vitamin D, gines 15181 ile temas sonucu deride tretilen, yagda ¢oziinen,
sekosteroid yapida bir prohormondur. Viicutta cesitli metabolik degisikliklerle
kalsitriol olarak bilinen, kalsiyum ve fosfor metabolizmasinda o6nemli rol

oynayan bir hormona déniismektedir.

Hipovitaminozis D tiim diinyada yaygin olup, diyabetik hastalarda da D
vitamini diizeyleri disiik bulunmustur. Vitamin D eksikligi TIDM ve T2DM
i¢cin risk faktorudir ve 25(OH)D kan seviyesi T2DM prevalansi ve insilin

rezistansi ile ters orantilidir (Scragg, Sowers, Bell, 2004).
2.6.1. Vitamin D Metabolizmas1
D vitaminin 2 formu vardir:

-Vitamin D2 (ergokalsiferol)

-Vitamin D3 (kolekalsiferol)
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Sekil 2.18. Vitamin D metabolizmas1 www.tiplopedi.com

Vitamin D3 sentezinde birinci basamak, giines veya ultraviyole isinlarinin
etkisiyle, ciltte bulunan provitamin Dmnin vitamin D3’e (kolekalsiferol)
dontismesidir. Daha sonra D vitamini baglayan proteinlere (DBP) baglanarak
hedef organlara taginmaktadirlar. Intestinal emilim D vitaminin bagka bir
kaynagidir. D vitamini, gidalardan; vitamin D2 (ergokalsiferol) ile
zenginlestirilmig siit, yaghh balik ve daha az derecede yumurtada bulunur.
Diyetle alinan D vitamini, enterositlerden absorbe edildikten sonra
silomikronlar icinde tasinir. Silomikronlar portal dolasim araciligiyla
karacigere ulagir. Burada 25-hidroksilaz enzimi tarafindan hidroksilasyona
ugrar ve 25-hidroksivitamin D (250HD) olusur. Boébreklerin proksimal
tibillerindeki  mitokondrilerde, 250HD’nin  1,25-dihidroksivitamin D
(1,250HD)’ye ileri hidroksilasyonu gergeklesir. 1,2560HD, D vitaminin fizyolojik
olarak aktif formudur. D vitamini ve 1,25 OH D’nin sentezi, kalsiyum dengesi
ile yakin iligski i¢indedir ve parathormon (PTH), serum kalsiyum ve fosfor

diizeyleri ile diizenlenir. Hipokalsemi gelisirse, serum PTH konsantrasyonu
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artar ve kalsiyumun bobrekte tibililer geri emilimi arttigr gibi alpha-1-
hidroksilaz aktivitesinde artig da gorilir. 1,250HD tiretimi artar ve intestinal

kalsiyum emilimi artar.

2.6.2. Tip 2 Diyabet ve D Vitamini
Glikoz intoleransi ve Tip 2 diyabetin gelismesinde, D vitamininin
pankreatik B-hiicre fonksiyonunu iyilestirdigi, insiilin direncini azalttig1 ve

sistemik inflamasyon tizerinde olumlu etkisi oldugu savunulmaktadir (Hu,

Meigs, Li, Rifai, Manson, 2004).

2.6.2.1. Pankreatik [-hiicre fonksiyonu

Pankreatik B hiicre fonksiyonunda D vitamininin rolini destekleyen
bircok kanit bulunmaktadir. D vitamininin yalnizca glukoz artisina bagh
insiilin cevabini etkiledigi bazal insiilinemi lizerinde bir etkisinin olmadig:

gorilmektedir (Bourlon, Billaudel, Faure, 1999; Zeitz vd, 2003).

D vitamininin insilin sentez ve salinimindaki roli, dolasimda olan aktif
formunun (1,25(0H)2D3) B-hiicresindeki D vitamini reseptoriine baglanmasiyla
ve D vitamini aktivasyonunun B-hicrelerinden eksprese edilen 1a-OHaz enzimi
ile oldugu distunilmektedir (Pittas, Lau, Hu, Dawson, 2007). Alternatif olarak;
D vitamininin hiicre disi kalsiyum ve B-hilicrelerine kalsiyum akisini
diizenlenmesindeki roli ile insiilin sekresyonunu etkiledigi distunilmektedir
(Sooy, 1999). Bu nedenle Ca akigsindaki bozukluklar B-hiicresi salinim
fonksiyonunda olumsuz sonuclara neden olabilmektedir. D vitamini
yetersizliginin hiicre disi ve hiicre i¢i B-hiicre kalsiyum havuzlari arasindaki
dengeyi bozabilecegini, bunun da 6zellikle glukoz alimina cevap olarak gelisen

normal insilin salinimini etkileyebilecegi diistintilmektedir (Pittas vd, 2007).
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Ozetle; D vitamini glikoz metabolizmasini etkileyebilecek potansiyel
mekanizmalar, 25 (OH) D serumun genomik olmayan hizli bir etkisinin veya

yavas genomik etkisinin bir sonucu olabilir.

1-Insiilin saliniminin uyarilmasi, pankreas beta hiicrelerinde la-OHaz enzimi
ekspresyonu artmasi1 kadar, D vitamini reseptérinin (VDR) artmis

ekspresyonu,

2-1.25 (OH) 2D - VDR kompleksinin doku seviyesinde insilin alicisinin D
vitamini yanit elemanina baglanmasi ve glikoz taginmasi i¢gin insiilin yanitini

arttirmasi;

3- Insilin direncine aracilik ettigine inanilan proinflamatuar sitokin

saliniminin baskilanmasi;

4-Tkinci hipotez, diisitk serum 25 (OH) D ile artmigs CRP seviyeleri arasindaki
iligki (Krul-Poel, 2014).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Deneyde kullanilan hayvanlar
Deneylerde yaklagik 180-225 gr. agirhiginda, 56 adet erkek Wistar albino
sicanlar kullanilmistir. Siganlar 12 saat karanhik 12 saat aydinlik donglisiinde,

24+1 °C sicakliktaki iyi havalandirilan odalarda barindirilmistir.

Kontrol grubu hayvanlari normal yem (Tablo 3.2), diger gruplar ise (T2DM
grubu, T2DM+Vitd grubu, HFD grubu, HFD+Vitd grubu) %35 gr yag (%60 Kcal)
iceren ylksek yagh diyet yemi (Tablo 3.2) ve cesme suyu ile beslenmeleri
saglanmistir. Tez ¢aligsmasi siliresince gerceklestirilen tiim deneyler, Eskigsehir
Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirmalar Etik Komisyonu'ndan onay

alindiktan sonra yapilmistir.
3.1.2. Deneylerde kullanilan kimyasal madde ve ¢éozeltiler

Yiksek Yagh Diyet Yemi Arden Arastirma&Deney/Ankara

Ketamin Pfizer

Ksilazin Alfasan

Kolekalsiferol Central Drug House
Streptozotosin Sigma-Aldrich

Adiponektin ELISA kit Shangai YL Biotech Co.,Ltd.
Apelin ELISA kit Shangai YL Biotech Co.,Ltd.
Insiilin ELISA kit Shangai YL Biotech Co.,Ltd.
TAK ELISA kit Realassay

TOK ELISA kit Realassay

25 (OH) Vitamin D kit Beckman Coulter

TK 6l¢tim kiti Realassay

HDL 6l¢tim kiti Realassay
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TG 6lgtim kiti Realassay
Anti-CML antibody abcam
Fosfat soltisyonu Sigma-Aldrich

Biotinylated Anti-Polyvalent Thermofisher Scientific

3.1.3. Deneylerde kullanilan cihazlar
Homojenizator Genbiotek
Santrifii) NF-800R

ELISA Mikroplaka yikayici  Biotech

Biyokimya cihaz Mindray BS300
Vitamin D 6l¢giim cihazi Beckman Coulter
Mikropipet Eppendorf
Goruntiilleme sistemi Olympus Bx51
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3.2. Yontem

3.2.1. Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler ve konsantrasyonlart

Streptozotosin ¢ozeltisi: 35 mg/kg streptozosin (STZ) 0,1 M sitrat buffer

icinde ¢ozdirilerek hayvanlara intraperitonal yoldan uygulanmistir (pH=4.5).

Kolekalsiferol c¢ozeltisi: 500 IU 12,5 ng/kg Kolekalsiferol 0,3 ml

zeytinyaginda ¢ozdirilerek hayvanlara oral yoldan verilmistir.
3.2.2. Deneylerde kullanilan hayvan gruplar:

Toplamda 56 adet Wistar albino erkek sican (180-225g.) kullanilmis ve 5
gruba ayrilmigtir. Fakat, T2DM grubundaki hayvanlardan 5 tanesi ve
T2DM+Vitd grubundaki hayvanlardan 4 tanesi, diyabet indiiksiyonu
yapildiktan sonraki 14-98. glinlerde (2.hafta-14.hafta arasi) kaybedilmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan hayvan gruplari

—_—
wis

Kontrol T2DM T2DM#Vitd HFD HFD+Vitd

n=3 n=12 n=12 n=12 n=iz 4 hafta

Standart yem Yilksek yagh diyet Yiiksek yagh diyet Yiiksek vagh divet Yiiksek vagh diyet

\./

STZ
[30 —
sl

/ N\
Q@ﬁhJ » e tonans

Il
Kontrol T2DM T2DM+Vitd u I;IFlIzm itd
Z = Sy
= ILT L n==8
;ta.nda.rt vem Yiiksek yagh diyet  Yiiksek yagh diyet Yiksek vagh diyet Tiiksek yagh divet
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Kontrol
14.hafta

I

Normal yem

Sekil 3.1. Deney asamalar:

Tablo 3.2. Yiiksek Yagh Diyet Yemi

YUKSEK YAGU DIYET
YEM iCERIGE
Protein
Earbonhidrat

Yag
Maltodekstrin
Siikroz

Selialoz

Eazein, 30 Mash
hlineral karisim
Dikalsiyum fosfat
Kalziyum karbonat
Potasyum sitrat
Witamin karzim

Eolin Bitartrat

Gr (%)

26,2
26,3
34,9
125
68,8
50
200
10
13
5,5
16,5
10

2

TIDM

HFD
STZ 35mg’ke
4.hf.ﬂa 14.hafta 14.hafta
i L J
T I I
HFD
HFD . S HFD
“iin agir1 zeytinvadl o . .
gin agir1 zeytinyagl
T2DM+Vitd HFD+Vitd
STZ 36me/ks
4.hafta 14.hafta 4. hafta 14.hafta

HFD HFD+D Vitamini

giin agir: 50010/ kg

Protein
Karbonhidrat
Yag

MNDF

Ham kil

Lizin

Iietivonin

Sistin

Dilkalsiyum fosfat
Kalziyum karbonat
Potasyum sitrat
Vitamin karmzim
Kolin Bitartrat
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19
4.5

15

1.05
0,37
0,35
0,75

T ’ T
HFD+D Vitamini

HFD -
Zin agir: 50010/ kg

ve Normal Yem Formiilasyonu



Kontrol grubu normal diyet (n=8), 14 hafta boyunca normal diyet
uygulanmig (hayvanlar arasinda yas farki olmamasi agisindan ve damarlarda
ileri glikasyon son tirtinleri olugsumu yasla birlikte arttigi igin, kontrol ve deney
grubu egit siire yasatilmigtir), ardindan Ketamin 80mg/kg, Ksilazin 10mg/kg
anestezisi uygulanmig, koroner, renal arterler izole edilmig, kan, karaciger,
bébrek 6rnekleri alinmigtir. Kan érnekleri santrifij tiiptine alinarak 10.000 rpm
de 10 dk siiresince santrifiij edilmis, elde edilen serum o6rnekleri -70 °C de

kullanilincaya kadar saklanmistir.

Yiiksek yagl diyet grubu (n=12), 14 hafta stiresince uygulanmis, (hayvanlar
arasinda yas farki olmamasi acisindan ve damarlarda ileri glikasyon son
urinleri olusumu yasla birlikte arrtigi i¢cin, kontrol ve deney grubu esit siire
yagsatilmistir), ardindan Ketamin 80mg/kg, Ksilazin 10mg/kg anestezisi
uygulanmis, koroner, renal arterler izole edilecek, kan, karaciger, bobrek
ornekleri alinmistir. Kan 6rnekleri santrifiij tiptne alinarak 10.000 rpm de 10
dk siresince santrifiije edilmis, elde edilen serum o&rnekleri -70 °C de

kullanilincaya kadar saklanmagtir.

Yiiksek yagh diyet +Vitamin D grubu (n=12), 4 hafta siiresince yuksek
yagh diet uygulanmis, takip eden 10 hafta siiresince yiiksek yagh diet ve giin
asiry, 500 TU 12.5 pg/kg Kolekalsiferol 0.3 ml zeytinyaginda ¢ozilerek oral
olarak giin asir1 uygulanmistir (4 hafta Yiksek Yagli Diet+10 hafta Yiksek
Yagh Diet ve Vitamin D). Ketamin 80mg/kg, Ksilazin 10mg/kg anestezisi
uygulanmis, koroner, renal arterler izole edilecek, kan, karaciger, bobrek
ornekleri alinmistir. Kan ornekleri santrifiij tiiptine alinarak 10.000 rpm de 10
dk siliresince santrifiije edilmis, elde edilen serum ornekleri -70 °C de

kullanilincaya kadar saklanmigtir

Yiiksek yagh diyet grubu + STZ (n=7), 4 hafta siiresince yliksek yagl diet
uygulanmig, ardindan STZ (35mg/kg) dozunda intraperitonal uygulanmis ve
diyabet modeli olustugu konfirme edildikten sonra 10 hafta siiresince yliksek
yagli diet uygulanmaya devam edilmistir. Ketamin 80mg/kg, Ksilazin 10mg/kg
anestezisi uygulanmis, koroner, renal arterler izole edilmis, kan, karaciger,

bobrek 6rnekleri alinmigtir. Kan 6rnekleri santrifiij tiiptine alinarak 10.000 rpm
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de 10 dk siiresince santrifiije edilmis, elde edilen serum o6rnekleri -70 °C de

kullanilincaya kadar saklanmistir.

Yiiksek yagl diyet +STZ+Vitamin D grubu (n=8), 4 hafta siiresince yiiksek
yagh diet uygulanmig, ardindan STZ (35mg/kg) dozunda intraperitonal
uygulanmis ve diyabet modeli olustugu konfirme edildikten sonra 10 hafta
stiresince yiiksek yagh diet ve giin asir1 500 IU 12.5 pg/kg Kolekalsiferol 0.3 ml
zeytinyaginda c¢ozilerek oral olarak uygulanmistir (4 hafta Yiksek Yagh
Diet+STZ+10 hafta Yiksek Yagh Diet ve Vitamin D). Ketamin 80mg/kg,
Ksilazin 10mg/kg anestezisi uygulanmis, koroner, renal arterler izole edilmis,
kan, karaciger, bobrek ornekleri alinmistir. Kan ornekleri santrifiij tiipiine
alinarak 10.000 rpm de 10 dk siiresince santrifiije edilmis, elde edilen serum

ornekleri -70 °C de kullamilincaya kadar saklanmagstir.

Sekil 3.2. Deney gruplarindaki sicanlarin goriintiileri

A: HFD+Vitd, B: T2DM, C: HFD, D: T2DM+Vitd, E: Kontrol
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3.2.3. Deneysel T2DM ve Obezite Modelinin Olusturulmast

Sicanlarda T2DM ve Obezite modeli olusturmak i¢in, hayvanlar %35 gr
yag-%60 Kcal iceren Yiksek yagli Diet (HFD) ile 4 hafta stiresince beslenmistir.

Yiikzek-Yaglh Diyvet

4 Sentez 4 Kolajen, Hyaluronik asit + Degradasyon
- —_—
ECM transkripsiyon MMEPler
Hvaluronik asit sentez Hyaluronik asidaz
Vaskiiler i
4 ECM e 4 Insulin
fiziksel bariyer ms St sinyalizasyon

| ! l ; |

Insiilin rezistans

Sekil 3.3. Hiicre dis1 matriks (ECM) yeniden modelleme ve instlin direnci arasindaki baglanti

(Williams, Kang, Wasserman, 2015).

Yag oranmi yuksek bir diyet kronik inflamasyon olusturur. Bu inflamatuar
cevap, ECM sentezinin artmasina ve ECM degradasyonunun azalmasina neden
olarak ECM'nin birikmesi ve yeniden sekillenmesiyle sonuglanir. Artan ECM
seviyeleri, insilin ve glukoz tasinmasi icin artan fiziksel engele, vaskiiler
insiilin iletiminin azalmasina ve insiilin sinyalinin azalmasina neden olur. Bu
faktorlerin hepsinin kombinasyonu daha sonra insiilin direnciyle sonuc¢lanir
(Williams, Kang, Wasserman, 2015).

Ardindan 4.haftanin sonunda STZ, 0,1 M sitrat buffer icinde ¢6zdirilmis
ve tek doz (35mg/kg) olarak intraperitonal uygulanmistir. Pankreas B
hiicrelerini hasarlayip, insiiline bagimli ve de insiilinden bagimsiz diyabete
neden olmaktadir. Kan glukoz seviyesi 48 saat sonra 6l¢lilmis (kuyruk kani
alinarak) ve 250mg/dl ve tzerindeki degerler T2DM olarak kabul edilmistir.
Hayvanlar %35 gr yag-%60 Kcal iceren HFD 1ile 10 hafta siiresince beslenmeye
devam edilmigtir. Diizenli (72 saatte bir) kan glukoz seviyesi (kuyruk kani
alinarak) takibi yapilmigtir. Vitamin D takviyesi uygulanacak olan gruplarda

(HFD grubu ve HFD+T2DM grubu) Kolekalsiferol 300 IU/kg olarak hayvanlara

40



gore hesaplanmis ve 10 hafta boyunca giin asiri, Kolekalsiferol takviyesi oral

yoldan hayvanlara uygulanmigtir.

3.2.4. Aclik Serum Glukoz ve Insiilin Diizeyleri Degerlendirilmesi

Serum glukoz seviyesi biyokimyasal kolorimetrik yéntem ile ve insilin
seviyeleri ELISA yontemi ile 6l¢iilmis (sican insilin ELISA kiti kullanilarak)
ve HOMA-IR indeks hesaplanmigtir.

HOMA-IR=Aclik plazma insiilin (FPI) (uIU/l) X Aclik plazma glukoz (FPG) (mmol/1)/22.5

3.2.5. Lipid Profili Diizeyleri Degerlendirilmesi

Total kolesterol, Trigliserit ve HDL diizeyleri biyokimyasal kolorimetrik
yontemle belirlenmisgtir.
16 haftalik sicanlarin TK degeri: 78.83+3,14 mg/dl
16 haftalik sicanlarin TG degeri: 38,43+4,23 mg/dl
16 haftalik sicanlarin HDL degeri:43.33+1,92 mg/dl (Ihedioha, Noel-Uneke,
2011)
3.2.6. Sicanlarin Vitamin D Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Sicanlarin Vitamin D diizeyleri Kemiluminesans Immunoassay yéntemi

ile belirlenmistir.

3.2.7. Sitokinlerin Degerlendirilmesi

Renal 6rnekler soguk %0.9 NaCl soliisyonunda homojenize edilmis 15.000x
g 10 dakika 4°C de santrifiyy edilmistir. Coziinmez pelletler atilmis ve
supernatantlar kullamilmigtir. TNF-a ve IL-6 dizeyleri ELISA yontemiyle
belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda, bu sitokinlerin kronik bébrek yetmezligi

stirecinde rol oynadiklar1 savunulmustur.

3.2.8. Adipokin Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Adiponektin, Apelin seviyeleri ELISA yontemiyle belirlenmistir.

41



3.2.9. Oksidatif Stres Profilinin Degerlendirilmesi

Karaciger ornekleri soguk %0.9 NaCl soliisyonunda homojenize edilmis
15.000x g 10 dakika 4°C de santrifiij edilmigtir. Céziinmez pelletler atilmis ve
supernatantlar kullanilmistir. Total Antioksidan Kapasite (TAK) ve Total
Oksidan Kapasite seviyeleri (TOK) ELISA yontemiyle belirlenmigtir.

3.2.10. Arterlerdeki Imminohistokimyasal Analizler

Koroner, Renal arterler 1izole edilmis ve bu damarlardaki AGE

(Karboksimetillizin) dagilimlari immunboyama ile gésterilmigtir.

3.2.11. ELISA Yéntemi Protokolii

ELISA immun komplekslerle iligkili olarak enzimatik reaksiyonun 6lgimi
esasina dayanmaktadir. Tablet bilinen antijen ile kaplanir. Stipheli kan serumu
ilave edilir. Konjugat ilave edilir( Anti-antikordur). Substrat konulur. Her

basamaktan sonra uygun siire inkubasyonu takiben, yikama iglemi yapail
3.2.12. Histokimyasal Yontem Protokolii

Deney stiiresi sonunda kontrol ve deney gruplarina ait renal arter, koroner
arter, bobrek, karaciger ve kalp dokular1 cikartilarak 24 saat siireyle % 10’luk
tamponlu formaldehit ile fikse edildi. Fiksasyon igsleminin ardindan artan
derecelerdeki etilalkol serisinde tutulan dokular, ksilol ile geffaflandirma
isleminden sonra parafin bloklar haline getirildi. Her bloktan 3-4 pm
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 65°C’de 1 saat tutulduktan sonra 1sik
mikroskobunda inceleme i¢cin Hematoksilen ve Eozin (H-E) teknigi ile boyanda.
Boyama yonteminin uygulama silireleri ve basamaklar1i Tablo 1'de

gosterilmistir.
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Tablo 3.3. Hematoksilen ve Eozin (H-E) boyama yénteminin basamaklar: ve uygulama stirelersi.

Kimyasal madde Uygulama siiresi
Ksilol I 10 dakika
Ksilol I1 10 dakika
% 100 alkol 5 dakika
% 95 alkol 2 dakika
% 90 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
Distile su 5 dakika
Hematoksilen 8 dakika
Cesme suyunda yikama 5 dakika
Eozin 5 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 90 alkol 2 dakika
% 96 alkol 2 dakika
% 100 alkol 5 dakika
Ksilol I 5 dakika
Ksilol I1 5 dakika
Entellan ile lamlarin kapatilmasi

3.2.13. Immiinohistokimyasal Yontem

Kontrol ve deney gruplarina ait bobrek dokusu bloklarindan poli L-lizinli
lamlara 3-4 pum kalinhginda kesitler alinarak immiinohistokimyasal
boyamalar: yapildi. Calismada yliksek yaglh diyet, tip 2 diyabet ve D
vitamininin 1ileri glikasyon son urini olan karboksimetil lizin proteini
uzerindeki etkisini belirleyebilmek i¢in Abcam- Fare monoklonal primer
antikoru (Cat: abl125145) 1ile indirekt immiinohistokimyasal yontem
kullanilarak boyama yapildi. Sekonder kit olarak kullanima hazir Thermo
Biotinli Ke¢i Anti-Polyvalent (Cat: TP-060-BN, Thermo Fisher Scientific
Fremont, CA 94539, USA) ve Thermo kullanima hazir AEC Substrat sistemi
(Cat: TA-125-HA, Thermo Fisher Scientific Fremont, CA 94539, USA)
kullanildi. Kesitler 37°C‘deki etlivde bir gece tutulduktan sonra
deparafinizasyonu kolaylastirmak amaciyla etiiv 1s1s1 65°C‘ye ¢ikarilarak 1 saat
daha bekletildi. Lamlar deparafinizasyonu tamamlamak igin 2 kez 15‘%er dakika

ksilolde birakildiktan sonra sirasiyla dereceleri azalan alkol serisinden
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gecirilerek distile suya kadar getirildi. Kesitler doku igerisinde formaldehitin
kapattig1 reseptor bolgelerinin agiga gikarilmasini saglamak amaciyla yiiksek
1s1 altinda 1 M sitrat tamponunda (pH=6.0) (Cat: AP- 9003- 500, Lot:
9003LT13610, Lab Vision, Fremont, USA) tutuldu. Oda isisinda 20 dakika
sogutulduktan sonra 10 dakika siireyle hidrojen peroksit (Cat: K48386109 701,
Merck, Germany) uygulandi ve endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Daha
sonra, lamlar 3 kez 3‘er dakika PBS (Phosphate Buffer Saline) (pH: 7.4) ile
yikandiktan sonra 6zgin olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla 5
dakika Bloklama soliisyonu (Cat: TA-125-UB, Thermo Fisher Scientific
Fremont, CA 94539, USA) uygulandi. Bloklama agsamasinin ardindan kesitler
yitkanmadan Anti-Carboxymethyl Lysine (ab125145) primer antikoru ile 1 gece
+4°C’de bekletildi. Lamlar bu siirenin sonunda oda 1si1sinda 3 kez 3‘er dakika
PBS ile yikandiktan sonra 10 dakika biyotinli sekonder antikor (Cat: TP-125-
BN, Thermo Fisher Scientific Fremont, CA 94539, USA) uygulanarak primer
antikora baglanmasi1 saglandi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular
enzimin biyotine baglanmasi amaciyla 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim
kompleksi (TS-125-HR, Thermo Fisher Scientific Fremont, CA 94539, USA) ile
inkiibe edildi. Lamlar tekrar PBS ile yikandiktan sonra kromojen olan AEC (3-
Amino-9-Ethylcarbazole) (Cat:TA-125-HA, Thermo Fisher Scientific Fremont,
CA 94539, USA) uygulanarak gozle goriilebilen immiinoreaksiyonun agiga
citkmasi saglandi. Zemin boyamasinda Mayerin Hematoksileni kullanildi ve
camlar su bazlh kapatici ile kapatildi. Kesitler Olympus BX51 (Olympus, Japan)

bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde degerlendirildi ve fotograflanda.

3.2.14. Mikroskobik degerlendirme

H-E ve immiinohistokimyasal olarak boyanan doku kesitleri binokiiler 1s1k
mikroskobu altinda organlarin histolojik yapilarindaki degisiklikler agisindan
deneyimli iki histolog tarafindan degerlendirildi (Resveratrol Increases Nephrin
and Podocin Expression and Alleviates Renal Damage in Rats Fed a High-Fat
Diet; Effects of red pitaya juice supplementation on cardiovascular and hepatic
changes in high-carbohydrate, high-fat diet-induced metabolic syndrome rats;

Induce Hyperlipidemia in Rats Using High Fat Diet Investigating Blood Lipid
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and Histopathology). Gruplari temsil eden mikroskobik gériintiiler mikroskoba

monte edilmig dijital kamera ile elde edildi.
3.2.15. Istatistiksel Analizler

Verilerin analizinde SPSS paket programi kullanildi. p<0.05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
testi ile arastirildi. Normal dagilima uygun veriler One-way ANOVA ardindan
Tukey’s ¢coklu karsilastirma testiyle incelendi. Normal dagilima uygun olmayan

verilerde ise Kruskal-Wallis testi kullanildi. Veriler ortalama+SEM
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4. BULGULAR

4.1. Vicut agirliklarinin degerlendirilmesi

Deney basglangicinda sicanlarin viicut agirhiklart degerlendirildiginde;
Kontrol @17,87:9,97, T2DM (220,71:12,92), T2DM+Vitd ©220:7,55, HFD (22562:9,46) ve
HFD+Vitd (226.25:14,41) grubu arasinda istatiksel olarak anlamhi bir fark
gorilmemis ve siganlarin gruplara homojen olarak dagildigi dogrulanmigstir

(Sekil 4.1. p=1,000).

300+ 200
= =
= = E00=
2 200- %I-
® 2 400-
E 100+ 3
= ; 200 =
LB 0

Hantiol TIDM TIOM\VTd HWFD  HPD«Vild Haniiod TiDi TIOM«vd HFD HFD+VRd

Sekil 4.1. 1.hafta ve 14.hafta vicut agirhiklar: degisimi

*p<0,05; ***p<0,0001 Kontrole gore,

#p<0,0001;T2DM grubuna gore,

$p<0,0001;T2DM+Vitd grubuna gore,

Kontrol (n=8), T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD (n=8), HFD+Vitd (n=38)

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmistir.

Deney sonunda vicut agirhiklari, Kontrol grubu (si1s562:1676 ile
karsilastirildiginda, T2DM (379:8,25, p<0,05), T2DM+Vitd (386,1429,52, p<0,05), HFD
(675,25:12,72, p<0,0001) ve HFD+Vitd (650,37:12,57, p<0,0001) grubu arasinda

istatiksel olarak anlamli bir artig gézlenmistir.
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4.2. Kalp agirhiklarinin degerlendirilmesi

Deney sonunda (14.hafta) tim gruplarin kalp agirhiklar1 olgilip
kaydedilmistir. Tim gruplarin kalp agirliklari, Kontrol grubu kalp agirhig:
a,22:0,89) 1le karsilastirildiginda; HED (2,07:0,09, p<0,0001) ve HFD+Vitd (1,65:0,03,
p<0,05) grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis gézlenmigtir.

T2DM @,43:015 ve HFD grubu kalp agirhgr karsilastirildiginda, HFD

(2,07+0,09, p<0,0001) grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir.

HFD ve HFD+Vitd grubu kalp agirhg karsilastirildiginda, HFD+Vitd

(1,65:0,03, p<0,05) grubunda istatiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir.

T2DM ve T2DM+Vitd @,59:0,08) gruplari arasinda kalp agirliklar: acisindan
1statiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.2., p=0,779).

Kalp agirhgn (g)

Kontral TIDM T2OM+YItd HFD  HFD=YIRd

Sekil 4.2. Deney sonunda (14. Hafta) tiim gruplarin kalp agirliklarinin
gosterilmesi.
*p<0,0001,**p<0,05:Kontrole gore,

+p<0,0001:T2DM grubuna goére,
#p<0,05:T2DM+Vitd grubunagore,

$p<0,05:HFD grubunagore,
Kontrol(n=8),T2DM(n=7),T2DM+Vitd(n=8), HFD(n=12), HFD+Vitd(n=12),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmigtir.
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4.3. Kalp agirlik/Viicut agirlik oranlarinin degerlendirilmesi

Deney sonunda (14.hafta) tim gruplarin kalp agirliklari ve vicut
agirhiklar olciiliip, kalp/viicut agirhigt  orani belirlenmistir. Tim gruplarin
kalp/vicut agirliklari, Kontrol grubu kalp/viicut agirligi (0,00039:0,00021) 1ile
karsilastirildiginda; HFD  (0,0030+0,00013,p<0,05) ve HFD+Vitd (0,0025+0,00010,

p<0,0001) grubunda istatiksel olarak anlaml bir artig gézlenmistir.

HFD ve HFD+Vitd grubu kalp agirhgi karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamli bir fark gézlenmemistir (p=1,000).

T2DM (0,0037+0,00033) ve T2DM+Vitd (0,00410,000200 grubu kalp agirliklar
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.3.,
p=1,000).

T2DM+Vitd  grubu ve HFD+Vitd  grubu  kalp agirhiklar
karsilastirildiginda, HFD+Vitd grubunda istatiksel olrak anlaml bir azalma
gozlenmistir (p<0,0001).

00105 —

0.4

Kalp/Vicut agirhai

10,0103

0.2

00101

=

=

=

=
|

Kontrol  T2DM T20M+YItd HFD  HF D+t

Sekil 4.3. Deney sonunda (14. Hafta) tim gruplarin KA/VA seviyelerinin
gosterilmesi.

*p<0,05,***p<0,0001:Kontrol grubuna gore,
+p<0,0001:T2DM+Vitd grubuna gore,
Kontrol(n=8),T2DM(n=7), T2DM+Vitd(n=8), HFD(n=12), HFD+Vitd(n=12),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmistir.
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4.4. Kan glukoz seviyelerinin degerlendirilmesi

Sicanlara 4 hafta yliksek yagh diyet uygulanmis, 4.haftanin (28.giin)
sonunda Streptozotosin (35mg/kg) intraperitoneal uygulanip, diyabet
indiiklendikten sonra 72.saatte, aclik kan glukoz diizeyleri ol¢iilip 250 mg/dl
ve tlzerindeki degerlere sahip hayvanlarda Tip 2 diyabet olustugu
dogrulanmigtir.Deney sonunda (14.hafta) tim gruplarin aclik kan glukoz
seviyeleri Kontrol grubu (72,14:1,43 i1le degerlendirildiginde; T2DM (460,57+15,77,
p<0,0001), T2DM+Vitd (s57,42t42, p<0,0001), HFD (239,16+14,09, p<0,0001) ve
HFD+Vitd (219:15,21, p<0,0001) gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmigtir. T2DM ve T2DM+Vitd grubu karsilastirildiginda kan glukoz
seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmigtir
(p<0,0001). HFD ve HFD+Vitd grubu kan glukoz seviyesi arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 4.4., p=0,896). HFD ve HFD+Vitd
grubu, T2DM grubu ile karsilastirildiginda kan glukoz seviyeleri arasinda
istatiksel olarak anlamli bir azalma go6zlenmistir (p<0,0001). HFD ve
HFD+Vitd grubu, T2DM+Vitd grubu ile karsilastirildiginda kan glukoz
seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalma go6zlenmigtir

(p<0,0001).
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Sekil 4.4. 14. Hafta tim gruplarin kan glukoz seviyelerinin gésterilmesi.
*p<0,0001:Kontrole gore,

+p<0,0001:T2DM grubuna gore,

#p<0,0001:T2DM+Vitd grubuna gore,

Kontrol (n=8), T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD (n=12), HFD+Vitd (n=12),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmigstir.
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4.5. Insiilin seviyelerinin degerlendirilmesi

Sicanlarin aclik kan serumu insiilin seviye tayinleri ELISA yontemi ile
spektorofotometrik olarak 6lgiilmigtiir. Deney sonunda (14.hafta) tim gruplarin
serum insilin seviyeleri, Kontrol grubu (530,10 serum insilin seviyesi ile
karsilastirildiginda; T2DM (0,84x0,03, p<0,0001), T2DM+Vitd (1,09:0,02, p<0,0001)
gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir azalma goézlenmistir. Kontrol grubu
(1,53:0,100 serum insilin seviyesi ile karsilastirildiginda; HFD (1,35:0,04, p=0,231),
HFD+Vitd (1,470,083, p=0,956) gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemigtir. T2DM ve T2DM+Vitd grubu karsilastirildiginda, T2DM+Vitd
(0,84:0,03, pP<0,05) grubunda serum insiilin seviyesi acisindan istatiksel olarak
anlamli bir artma goézlenmistir. T2DM ve HFD (1,35:0,04, p<0,0001) grubu ile
HFD+Vitd grubu karsilastirildiginda, HFD grubunda serum insiilin seviyesi
acisindan istatiksel olarak anlamli bir artma gozlenmistir. T2DM+Vitd ve
HFD+Vitd grubu karsilastirildiginda, HFD+Vitd grubu serum insiilin seviyesi
arasinda istatiksel olarak anlamli bir artma goézlenmistir (p<0,01). HFD ve
HFD+Vitd grubu serum instlin seviyesi arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark

bulunmamistir (Sekil 4.5., p=0,634).
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Sekil 4.5. 14. Hafta tim gruplarin serum glukoz seviyelerinin gésterilmesi.
*p<0,0001: Kontrole gére

+p<0,05, ++p<0,0001: T2DM grubuna gore,

#p<0,01:T2DM+Vitd grubuna gore,

Kontrol (n=8), T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD (n=12), HFD+Vitd (n=12),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmigtir.
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4.6. HOMA-IR seviyelerinin degerlendirilmesi

Deney sonunda (14.hafta) sicanlarin aclik serum glukoz seviyeleri ve aglik
serum insilin dizeyleri 6l¢iildiikten sonra, HOMA-IR formiiliine uygun olarak

degerler hesaplanmigtir.

HOMA-IR= Aclik serum instiilin (imIU/L)x serum glukoz (mg/dl)/ 22.5

Tium gruplarin HOMA-IR seviyeleri, Kontrol grubu 980,400 HOMA-IR
seviyesi ile karsilastirnildiginda; T2DM (17,25:0,96, p<0,0001), T2DM+Vitd
(16,66:0,74, P<0,0001), HFD (14,32:0,92, p<0,0001), HFD+Vitd (14,43:1,21, p<0,0001)

gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir artma gézlenmigtir.

T2DM ve T2DM+Vitd grubu karsilastirildiginda, HOMA-IR seviyesi

acisindan anlaml bir fark bulunamamstir (p=0,987).

HFD ve HFD+Vitd grubu karsilastirildiginda, HOMA-IR seviyesi
acisindan anlaml bir fark bulunamamistir (Sekil 4.4, p=1,000).

T2DM ve HFD grubu karsilastirildiginda, HOMA-IR seviyesi ac¢isindan

anlamli bir fark bulunamamastir (p=0,157).

HOMA-IR

Hontrol  TzZDM T20M+YItd HFD  HF D+t

Sekil 4.6. 14. Hafta tiim gruplarin HOMA-IR seviyelerinin gosterilmesi.
*p<0,0001:Kontrole gore,
Kontrol (n=8), T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD(n=12), HFD+Vitd(n=38),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmistir.
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4.7. Total kolesterol seviyelerinin degerlendirilmesi

Deney sonunda (14.hafta) tiim gruplarin total kolesterol seviyeleri
belirlenmigtir. Tim gruplarin total kolesterol seviyeleri, Kontrol grubu 7,12:3,18)
total kolesterol seviyesi ile karsilastirildiginda, T2DM (70,14x2,05, p<0,0001),
T2DM+Vitd (63:2,37, p<0,001), HFD(77,62:2:86,p<0,0001), HFD+Vitd (5812+1,38,

p<0,05) gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir.

HFD ve HFD+Vitd gruplari arasinda total kolesterol seviyeleri
karsilastirildiginda, HFD+Vitd (p<0,0001) grubunda istatiksel olarak anlamh
bir azalma gozlenmigtir. T2DM ve T2DM+Vitd gruplari arasinda total
kolesterol seviyeleri karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemigtir (Sekil 4.7., p=0,311). T2DM ve HFD+Vitd gruplar1 arasinda
total kolesterol seviyeleri karsilastirildiginda, HFD+Vitd grubunda anlamli bir

azalma gozlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.7. 14. Hafta tim gruplarin total kolesterol seviyelerinin gésterilmesi
*p<0,0001, ***p<0,05: Kontrolgrubuna gore,

+p<0,0001:HFD grubuna gore,

#p<0,05:T2DM grubuna gore,
Kontrol(n=8),T2DM(n="7),T2DM+Vitd(n=8), HFD (n=8), HFD+Vitd(n=38),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmigtir.
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4.8. HDL seviyelerinin degerlendirilmesi

Deney sonunda (14.hafta) tim gruplarin HDL seviyeleri belirlenmistir.
Tim gruplarin HDL seviyeleri, Kontrol grubu ss+1,299 HDL seviyesi ile
karsilastirildiginda; T2DM (27.85:1,38, p<0,001), HFD (51:222, p<0,0001),
HFD+Vitd (47:1,79,p<0,05) gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir artis

gozlenmigtir.

T2DM ve T2DM+Vitd (4514:1,79) gruplarn arasinda HDL seviyeleri
karsilastirildiginda, T2DM+Vitd (p<0,0001) grubunda istatiksel olarak anlamh
bir azalma gozlenmistir. T2DM ve HFD gruplar1 karsilastirildiginda, HFD
grubu anlaml olarak farkli bulunmustur (p<0,0001). T2DM ve HFD+Vitd
gruplar1 kargilastirildiginda, HFD+Vitd grubunda istatiksel bir artma
gozlenmigtir (p<0,0001). HFD ve HFD+Vitd @7:1,79 gruplar1 arasinda total
kolesterol seviyeleri karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmemigstir (Sekil 4.8., p=1,000).
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Sekil 4.8. 14. Hafta tiim gruplarin HDL seviyelerinin gosterilmesi.
*p<0,05: **p<0,001, “*p<0,0001: Kontrol grubuna gore,

+p<0,0001:T2DM grubuna gore,

Kontrol(n=8), T2DM(n=7), T2DM+Vitd(n=8), HFD(n=12), HFD+Vitd(n=8),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmigtir.
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4.9. Trigliserit seviyelerinin degerlendirilmesi

Deney sonunda (14.hafta) tim gruplarin trigliserit seviyeleri
belirlenmigtir. Tim gruplarin trigliserit seviyeleri, Kontrol grubu (33,50+1,88
trigliserit seviyesi 1ile karsilastirildiginda; T2DM (240,71:21,13,p<0,0001) ve
T2DM+Vitd  (211,85:1345,p<0,0001), HFD  (148:1,91,p<0,0001), HFD+Vitd
(121,14+2,53,p<0,0001) grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir.
T2DM ve HFD gruplar1 arasinda trigliserit seviyeleri karsilastirildiginda, HFD
(p<0,0001) grubunda istatiksel olarak anlaml bir azalma gézlenmistir. T2DM
ve T2DM+Vitd gruplar1 arasinda trigliserit seviyeleri karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli bir fark goézlenmemistir (p=0,375). HFD ve
HFD+Vitd gruplari arasinda total kolesterol seviyeleri karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (Sekil 4.9., p=0,447).
T2DM+Vitd grubu HFD ve HFD+Vitd grubu ile karsilastirildiginda, HFD
grubunda (p<0,05) ve HFD+Vitd grubunda (p<0,0001) istatiksel olarak anlaml

azalhiglar gézlenmisgtir.
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Sekil 4.9. 14. Hafta tim gruplarin Trigliserit seviyelerinin gosterilmesi.
*p<0,0001:Kontrol grubuna gore,
+p<0,0001:T2DM grubuna goére,
#p<0,05:T2DM+Vitd grubuna goére,
#1p<0,0001:T2DM+Vitd grubuna gore,
Kontrol (n=8), T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD (n=12), HFD+Vitd(n=8),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmigtir.
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5.0. Vitamin D diizeylerinin degerlendirilmesi

Deney sonunda (14.hafta) tiim gruplarin Vitamin D seviyeleri
belirlenmistir. Tim gruplarin Vitamin D seviyeleri, Kontrol grubu (20,48:0,99)
Vitamin D seviyesi ile karsilastirildiginda; T2DM+Vitd (33,03+1,75,p<0,001) ve
HFD+Vitd (s8,98:2,39, p<0,0001) grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis

gozlenmigtir.
T2DM (20,871,399 ve T2DM+Vitd grubu karsilastirildiginda, T2DM+Vitd

(p<0,05) grubunda istatiksel olarak anlamh bir artis gézlenmistir.

HFD @6,59:1,97 ve HFD+Vitd grubu karsilastirildiginda, HFD+Vitd (p<0,05)

grubunda istatiksel olarak anlaml bir artis gbzlenmistir (Sekil 5.0.).
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Sekil 5.0. 14. Hafta tiim gruplarin Vitamin D seviyelerinin gosterilmesi.
*p<0,001, ***p<0,0001 Kontrol grubuna gore,

#p<0,05:T2DM grubuna goére,

#4p<0,0001:T2DM grubuna gore,

$p<0,05:HFD grubuna gore,

Kontrol (n=8), T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD (n=12), HFD+Vitd (n=12),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmistir.
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5.1. Bobrek TNF-a seviyelerinin degerlendirilmesi

Deney sonunda (14.hafta) tim gruplarin bobrek TNF-a seviyeleri ELISA
yontemi ile spektorofotometrik olarak ol¢ilmistir. Tim gruplarin TNF-a
seviyeleri, Kontrol grubu 22,173,700 TNF-a seviyesi ile karsilastirildiginda;
T2DM @72,95:5,900 grubunda istatiksel olarak anlamli bir artma ve T2DM+Vitd

(94,50+3,93, p<0,0001) grubunda istatiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir.

T2DM @72,95:5,90 ve T2DM+Vitd grubu karsgilastirildiginda T2DM+Vitd

(p<0,0001) grubunda istatiksel olarak anlamli azalma gézlenmistir.

HFD @i1,81:356 ve HFD+Vitd (11,69:2,35) gruplar: arasinda TNF-a seviyeleri
acisindan karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir

(p=1,000).
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Sekil 5.1. 14. Hafta tiim gruplarin TNF-a seviyelerinin gosterilmesi.
*p<0,0001:Kontrol grubuna gore,

#p<0,0001:T2DM grubuna gore,

Kontrol (n=8),T2DM (n=7),T2DM+Vitd (n=8),HFD (n=12),HFD+Vitd (n=12),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmistir.
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5.2. Bobrek IL-6 seviyelerinin degerlendirilmesi

Deney sonunda (14.hafta) tiim gruplarin bébrek IL-6 seviyeleri ELISA
yontemi ile spektorofotometrik olarak ol¢iilmistir. Tim gruplarin IL-6
seviyeleri, Kontrol grubu @,28:0,04 IL-6 seviyesi ile karsilastirildiginda; T2DM
(1,67£0,05,p<0,0001) grubunda ve HFD+Vitd (1,48:0,028 p<0,05) istatiksel olarak

anlamli bir artma goézlenmistir.

T2DM ve T2DM+Vitd @.33:0,020 grubu Kkarsilastirildiginda T2DM+Vitd
(p<0,0001) grubunda IL-6 seviyesi acisindan istatiksel olarak anlamli azalma
gozlenmigtir. T2DM grubu ile karsilastirildiginda, HFD ve HFD+Vitd gruplar

arasinda (p<0,05) anlamli azalma gézlenmistir.

HFD (1.42:0,038) ve HFD+Vitd gruplar: arasinda IL-6 seviyeleri agisindan
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=1,000).
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Sekil 5.2. 14. Hafta tiim gruplarin IL-6 seviyelerinin gosterilmesi.
*p<0,0001,**p<0,05: Kontrol grubuna gore,
+p<0,0001,+p<0,05:T2DMgrubuna gére:

Kontrol (n=8), T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD (n=12), HFD+Vitd (n=12),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmigtir.
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5.3. Adiponektin seviyelerinin degerlendirmesi

Deney sonunda (14.hafta) tiim gruplarin adiponektin seviyeleri
belirlenmistir. Tim gruplarin adiponektin seviyeleri, Kontrol grubu @s,62+0,69
adiponektin seviyesi 1le  karsilastirildiginda; T2DM (6442039, p<0,0001)
T2DM+Vitd (10,80:0,56, p<0,0001), HFD (8,9120,34, p<0,0001) ve HFD+Vitd (10,73+0,44,

p<0,05) grubunda istatiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir.

T2DM (6,4420,39) ve T2DM+Vitd grubu karsilastirildiginda, T2DM+Vitd
(p<0,0001) grubunda adiponektin seviyesinde istatiksel olarak anlamli artma

gozlenmigtir.

T2DM ve HFD (8912034, p<0,05) ve HFD+Vitd (p<0,0001) grubu

karsilastirildiginda, istatiksel olarak anlamh artma gézlenmistir.

HFD ve HFD+Vitd grubu arasinda adiponektin seviyeleri ac¢isindan

istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0,111).
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Sekil 5.3. 14. Hafta tiim gruplarin adiponektin seviyelerinin gésterilmesi.
*p<0,0001, ***p<0,05: Kontrol grubuna gore,

+p<0,0001, ++p<0,05:T2DM grubunagére,

Kontrol (n=8), T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD (n=12) ,HFD+Vitd(n=12),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmistir.
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5.4. Apelin seviyelerinin degerlendirilmesi

Deney sonunda (14.hafta) tiim gruplarin apelin seviyeleri ELISA yontemi
ile spektorofotometrik olarak ol¢iilmustir. Kontrol grubu @se0:2960) apelin
seviyesi, T2DM @250+3880), T2DM+Vitd @s20+24,22  HFD @350+34,74¢ ve HFD+Vitd
(1365+27,87) karsilastirildiginda; hicbir grupta istatiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir (Sekil 5.3.,p=1,000).
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Sekil 5.4. 14. Hafta tiim gruplarin Apelin seviyelerinin gosterilmesi.

Kontrol (n=8),T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD (n=12), HFD+Vitd (n=12),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmistir.

59



5.5. TOS seviyelerinin degerlendirmesi

Deney sonunda (14.hafta) tim gruplarin Total Oksidan Seviyeleri
belirlenmistir. Tim gruplarin TOS seviyeleri, Kontrol grubu(5,53+0,07), TOS
seviyesi ile karsilastirnldiginda; T2DM (6,65+0,12,p<0,0001), T2DM+Vitd
(6,82+0,02, p<0,0001), HFD (6,38+0,01,p<0,0001), HFD+Vitd (6,27+0,04,

p<0,0001) grubunda istatiksel olarak anlamli bir artma goézlenmistir.

T2DM ve T2DM+Vitd grubu karsilagtirildiginda TOS seviyeleri agisindan

1statiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=1,000).

HFD ve HFD+Vitd grubu karsilastirildiginda TOS seviyeleri agisindan

1statiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=1,000).

T2DM+Vitd grubu ile karsilastirildiginda HFD (p<0,001) ve HFD+Vitd

(p<0,0001) gruplarinda istatiksel olarak anlamli azalma gozlenmistir.
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Sekil 5.5. 14. Hafta tiim gruplarin TOS seviyelerinin gosterilmesi.
*p<0,0001:Kontrol grubuna gore,

+p<0,05:T2DM grubuna gore,

#p<0,05; #*p<0,0001; T2DM+Vitd grubuna gore,

Kontrol (n=8), T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD (n=12), HFD+Vitd (n=12),

Veriler ortalama+SEM seklindeverilmistir.
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5.6. TAS seviyelerinin degerlendirmesi

Deney sonunda (14.hafta) tim gruplarin Total Antioksidan Seviyeleri
belirlenmistir. Tim gruplarin TAS seviyeleri, Kontrol grubu TAS (283:0,04)
seviyesi ile kargilastirildiginda; T2DM (2,330,006, p<0,0001), T2DM+Vitd (2,48:0,02,
p<0,0001), HFD (2450011, p<0,0001), HFD+Vitd (2,58:0,015, p<0,0001)

gruplarinda istatiksel olarak anlaml azalma goézlenmistir.

T2DM ve T2DM+Vitd grubu karsilastirildiginda T2DM+Vitd grubunda

TAS diizeyi acisindan istatiksel olarak anlamli artma gézlenmistir (p<0,05).

HFD ve HFD+Vitd grubu karsilastirildiginda HFD+Vitd grubunda TAS

diizeyi acisindan istatiksel olarak anlamli artma gézlenmistir (p<0,05).

T2DM ve HFD (p<0,05) ile HFD+Vitd (p<0,0001) grubu

karsilastirildiginda, istatiksel olarak anlamli artma gézlenmistir.
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Sekil 5.6. 14. Hafta tim gruplarin TAS seviyelerinin gosterilmesi.
*p<0,0001:Kontrol grubuna gore,

+p<0,05,+p<0,0001:T2DM grubuna gore,

$p<0,05:HFD grubuna gore,

Kontrol (n=8), T2DM (n=7), T2DM+Vitd (n=8), HFD (n=12), HFD+Vitd (n=12),

Veriler ortalama+SEM seklinde verilmigtir.
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5.7. OSI degerlendirmesi

Deney sonunda (14.hafta) tim gruplarin Oksidatif Stres Indeksi
hesaplanmistir. Tum gruplarin OSI seviyesi, Kontrol grubu «,95+0,03) OSI seviyesi
ile  karsilastirildiginda; T2DM (2.85:0,04, p<0,0001), T2DM+Vitd (2,74x0,02,
p<0,0001), HFD (2,590,009, p<0,0001), HFD+Vitd (2,42:0,01, p<0,0001) gruplarinda
istatiksel olarak anlaml bir artis gézlenmistir. T2DM ve HFD (p<0,0001) ile
HFD+Vitd (p<0,0001) karsilastirildiginda anlamhi azalma go6zlenmigtir.
T2DM+Vitd ve HFD (p<0,05) ile HFD+Vitd (p<0,0001) grubu
karsilasgtirildiginda anlamli azalma goézlenmigtir. HFD ve HFD+Vitd grubu
karsilastirildiginda, HFD+Vitd grubunda OSI seviyesi acisindan anlamli bir
azalma bulunmustur (p<0,05). T2DM ve T2DM+Vitd grubu karsilastirildiginda
OSI seviyeleri acisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir

(p=1,000).

Kontrol T2DM T2DM+Vitd HFD HF D+Vitd

Sekil 5.7. 14. Hafta tiim gruplarin OSI seviyelerinin gosterilmesi.
*p<0,0001:Kontrol grubuna gore,

$p<0,0001:T2DM grubuna gore,

#p<0,05, #p<0,0001:T2DM+Vitd grubuna gore,

+p<0,05:HFD grubuna gore,

Kontrol (n=8),T2DM (n=7),T2DM+Vitd (n=8),HFD (n=12),HFD+Vitd (n=12),

Veriler ortalama+SEMseklinde verilmistir.

62



5.8. Histokimyasal Bulgular
5.8.1. Bobrek dokusuna ait bulgular

Boyama sonuclarina gore kontrol, HFD, HFD+Vitd uygulanan gruplarda
normal histolojik yapida bobrek dokusu gorilirken (Sekil 1A-C), T2DM ve
T2DM+Vitd  grubunda tubil yapilarinda biiyik oranda dejenerasyon,

glomeriiler kompaklagsma ve Bowman kapsiili araliginda daralma goze

carpmistir (Sekil 1D-E).

Sekil 5.8. Sican gruplarina ait histolojik bobrek kesitleri.

A: Kontrol grubu, B: HFD grubu ve C: HFD+VitD grubunda bébreklerin glomeril ve tiibiiler
yapilar: tipik histolojik gériniime sahiptir. D: T2DM grubu ve E: T2DM+Vitd gruplarinda ise
glomerullerin kompaktlasarak kugildugi (kalin ok) ve baz tubullerin (ince oklar)
dejenerasyona ugradiklar: gériilmektedir. Hematoksilen-Eozin, barlar: 50 um.
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5.8.2. Kalp Dokusuna Ait Bulgular

Kalp dokusuna ait hematoksilen ve eozin boyamalari incelendiginde
kontrol grubunda birbirine paralel seyreden, 6kromatin niikleuslu saglikl
miyofibriller goézlenmigtir (Sekil 2A). HFD ve HFD+Vitd grubunda
hipertrofik miyofibriller belirlenmistir (Sekil 2B-C). Ancak T2DM ve

T2DM+Vitd grubunda, kontrol grubuna benzer kalinlikta miyofibriller ve
¢ekirdekler belirlenmigtir (Sekil 2D-E).

Sekil 5.9. Sican gruplarina ait histolojik kalp kesitleri.

A: Kontrol grubunda tipik kalp kasi lifleri gorilmektedir. B: HFD grubu ve C: HFD+Vitd
grubunda kalp kasi liflerinin kalinlagtig1 dikkati ¢ekmektedir (oklar). D: T2DM grubu ve E:
T2DM+Vitd gruplarinda kalp kasi liflerinin kontrole yakin bir gérinim sergiledikleri
gorilmektedir. Hematoksilen-Eozin, barlar: 50 um.
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5.8.3. Karaciger dokusuna ait bulgular

Boyama sonuglarina goére kontrol grubunda normal histolojik yapida
karaciger dokusu gorulurken (Sekil 3A), sadece HFD grubunda belirgin
mikrovezikiiler yaglanma, sitoplazmada vakuoler dejenerasyon ve
heterokromatin, kigcilmis nitkleus gozlenmistir (Sekil 3B). HFD+Vitd
uygulanan grupta sitoplazmik dejenerasyon ve mikrovezikiiler yaglanma
gozlenmeye devam edilmigtir (Sekil 3C). T2DM grubunda karaciger lobiiliine
ait zone 3’te az miktarda mikrovezikiiler yaglanma odaklar1 gézlenmistir
(Sekil 3D). T2DM+Vitd grubunda 1ise herhangi bir dejenerasyon
belirlenmemistir (Sekil 6.0.)

Sekil 6.0. Sican gruplarina ait histolojik karaciger kesitleri.

A: Kontrol grubunda tipik karaciger histolojisi gériilmektedir. B: HFD grubu ve C: HFD+Vitd
grubunda bazi karaciger hiicrelerinin sitoplazmalarindaki vakuolizasyon ve ¢ekirdeklerindeki
kigiilme ve kromatin yogunlagsmasi dikkati ¢ekmektedir (kalin oklar). D: T2DM grubunda
loblilin periferinde bulunan hepatositlerin sitoplazmalarinda mikrovezikiiler yaglanma
gorilmektedir. E: T2DM+Vitd grubunda ise hepatositler kontrole yakin bir goérinim
sergilemektedir. Hematoksilen-Eozin, barlar: 50 um.

65



5.8.4. Koroner arter dokusuna ait bulgular
Kalp dokusunun miyokard tabakasina uzanmis koroner arter dallarina ait

hematoksilen ve eozin boyamalari incelendiginde gruplar aras1 herhangi bir

fark gozlenmemistir (Sekil 4A-E).

Sekil 6.1. Sican gruplarinin koroner arter dallarina ait histolojik kesitler.

Damarlarda goze carpan histolojik degisiklikler izlenmemektedir. A: Kontrol grubu, B: HFD
grubu, C: HFD+VitD grubu, D: DM grubu ve E: DM+VitD grubu. Hematoksilen-Eozin, barlar:

50 pm.
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5.8.5. Renal arter dokusuna ait bulgular

Renal artere ait hematoksilen ve eozin boyamalari incelendiginde gruplar

arasi herhangi bir fark gézlenmemistir (Sekil 5A-E).

BOK . D
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Sekil 6.2. Sican gruplarinin renal arterlerine ait histolojik kesitler.

Damarlarda goze carpan histolojik degisiklikler izlenmemektedir. A: Kontrol grubu, B: HFD
grubu, C: HFD+Vitd grubu, D: T2DM grubu ve E: T2DM+Vitd grubu. Hematoksilen-Eozin,

barlar: 50 um.
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Immunohistokimyasal Bulgular

5.9.1. Bobrek dokusuna ait bulgular

Immiinohistokimyasal olarak anti-Carboxymethyl Lysine ile boyanan
bobrek kesitlerinde gruplar arasinda belirgin degisiklikler gézlenmedi. Tim

gruplarda pozitif boyanma sadece kortikomedullar bilegke bélgesindeki tiibiiler

hiicrelerin sitoplazmalarinda saptandi. Korteks ve medulla bolgelerinde immiin

boyanma gorilmedi (Sekil 6A-E)

Sekil 6.3. Sican gruplarinin bébreklerine ait anti-karboksimetil lizin ile immunohistokimyasal
olarak boyanan histolojik kesitler.

Gruplara ait kesitlerde belirgin immiinohistokimyasal farklar izlenmemektedir.
Immiinoreaksiyon, tiim gruplarda kortikomediiller —bélgedeki  tiibiiler hiicrelerin
sitoplazmalarinda belirgin olarak gézlemlendi. A: Kontrol grubu, B: HFD grubu, C: HFD+Vitd
grubu, D:T2DM grubu ve E: T2DM+Vitd grubu. Barlar: 50 um.
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5. TARTISMA

Tip 2 Diyabet, sedanter yasam, kilo alimi, ilerleyici insiilin direncine bagh
olarak, yetersiz beta hiicre yaniti ile karakterize bir hastaliktir. Calismamizda
T2DM modeli ve obezite modeli olusturulmus sicanlarda, 25(OH)D vitamini
takviyesinin kan glukoz seviyesi, insilin direnci, lipid profili, adiponektin ve
apelin seviyeleri ve koroner, renal, karotis arterlerdeki AGE olusumu tizerine

etkileri aragtirilmistir.

T2DM ve Vitamin D arasinda anlamli iligki olduguna dair ¢ok sayida
caligsma vardir. Yapilan bir ¢alismada, T2DM modeli olusturulmus siganlara,
Kolekasiferol takviyesi uygulanmis ve kan glukoz seviyesinde 6nemli azalma
gozlenmistir (Anwar, Hussain, Khan, Ahmad, 2013). Bagka bir arastirmada,
T2DM modeli olusturulduktan sonra, D vitamini analogu (Alfakalsidiol)
kullanilmig, kan glukoz diizeylerinin anlamli derecede azaldigi gézlenmistir.
Ayni ¢alismada, Metformin ve Alfakalsidiol kombinasyonunun, Metforminin tek
basina olusturdugu antidiyabetik etkiden daha fazla azalma yaptig1 gézlenmis
ve Vitamin D takviyesinin diyabet tedavisinde 6nemli bir adjuvan ajan
olabilecegi dustnulmustir (Abdel-Rehim, 2019). T2DM olusturulmus
sicanlarda, 4 hafta boyunca D vitamini takviyesi yapilmis ve serum
kolekalsiferoldeki artisin, diyabetik sicanlarda  hiperglisemi  ve
hipoinsiilinemiyi iyilestirebilecegi gozlenmistir (Derakhshanian, 2019). T2DM
olusturulmus sicanlarda Vitamin D takviyesi uygulanmasi, kan glukozu,
ketoasidoz, proinflamatuar sitokin (IL-6) ve insulin direnci indeksini %33
oraninda azalttig1 gozlenmistir (Sadek, Shaheen, 2014). Vitamin D eksikligi
bulunmayan T2DM modeli olusturulmus si¢canlarda, Vitamin D’nin plazma
glukoz konsantrasyonlarini anlamli derecede azalttigi bulunmustur (de Souza,

Vianna, 2005).

Calismamizda bu calismalarla uyumlu olarak, 25(OH)D vitamini
takviyesinin, ac¢lik kan glukoz seviyesi tlizerine etkisi degerlendirilmis, D
vitamini alan T2DM ve HFD gruplarinda, almayanlara oranla aghik kan glukoz

seviyelerinde 6nemli bir azalma oldugu goézlenmistir,T2DM grubumuzda
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Vitamin D takviyesi %22, HFD grubumuzda ise %9 oraninda bir azalma

gozlenmistir (Sekil 4.4).

Metaanaliz calismalar1 bulgular1 da, yapilan hayvan c¢alismalariyla
paralellik gostermektedir. T2DM ve kontrol grubuna, Vitamin D takviyesi
uygulanmig, D vitamini desteginin diyabette kan glukozunda o6nemli bir
azalmaya neden oldugunu goézlemlemislerdir (Wenclewka, 2019 & Mirhosseini,
Vatanperest, Mazidi, Kimball, 2018). Ayrica, D vitamini takviyesinin serum
FPG, HbAlc ve HOMA-IR indeksini 6nemli 6l¢lide azaltabildigi ve D vitaminin
glisemik yanit1 kontrol etmeye ve insiilin duyarliligin1 gelistirmeye yardimci
oldugu bildirilmistir (Mirhosseini, Rainsbury, Kimball, 2018). D vitamini
antidiyabetik etkisi; hiicre 1i¢i kalsiyum konsantrasyonunu ve insulin
sekresyonunu arttirarak, proinsiilinin insiiline dontsiimiini kolaylastiran,
beta hiicre kalsiyum bagimli endopeptidazi aktive etmesi, insiilin
reseptorlerinin ekspresyonu ve/veya peroksizom proliferator ile aktive edilmis
reseptor-delta (PPAR-6) aktivasyonu ve lokal pankreatik renin-anjiyotensin
aldosteronun sisteminin (RAAS) baskilanmas: ile aciklanabilmektedir (Abdel-
Rehim, 2019).

Diyabetik hastalarda D vitamini diizeyleri disik bulunmustur (Scragg,
Sowers, Bell, 2004). D vitamini eksikliginin, hiicre i¢i kalsiyum tizerindeki
etkileri sayesinde insilin sekresyonunu ve duyarliligini etkiledigi ve hiicre ici
kalsiyumun stirekli yikselmesinin, insiilin etkisi i¢cin gerekli olan hiicre igi
kalsiyum akiglarini inhibe edebilecegi bildirilmistir (Pittas, Lau, Hu, Dawson,
2007). Subakut ve kronik izlem yapilsaydi, T2DM ve HFD gruplarimizda
Vitamin D diizeylerinin daha diisik gozlenebilecegini diisiinmekteyiz (Sekil
5.0.) Bizim ¢alisma bulgularimiza gore, T2DM ve obezite modeli olusturulmus
sicanlarda, kontrol grubuna gore, 25(OH)D dizeyinde anlamli bir azalma
gozlenmemig fakat vitamin D takviyesi uygulanmig olan grupta insulin
diizeyinde anlamli bir artma goézlenmigtir. Vitamin D’den fakir diyet ile
beslenen hayvanlarin, pankreatik insiilin sekresyonunda azalma ve glukoz
intoleransinin gelistigini bildirmis ve Vitamin D’nin endokrin pankreas i¢in
onemini isaret etmistir (Bulangu, Boullion, Moor, 1984). Glikoz ve arginin ile 30
dakikalik perflizyon sonrasinda, D vitamini eksikligi olan siganlarin
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pankreaslarinda insiilin sekresyonunda %48 azalma gorilmiistir (Norman,
Frankel, Heldt, Grodsky, 1980). Insiilin sekresyonunda bozulma olan D
vitamini eksikligi olan tavsanlarda, D vitamini takviyesinin bu kusuru
diizeltebilecegi bildirilmistir (Alvarez, Ashraf, 2010). Tip 2 diyabetik sicanlarda
sol ventrikil hipertrofisi (LVH) tizerinde D vitamininin etkisinin hedeflendigi
bir galismada, Vitamin D takviyesi model gruba gore, insiilin seviyesini anlamli
derecede arttirmis ve LVH’sini tersine cevirebilmigtir. Bu etkisinin, 1,25-
(OH)2Ds-reseptor ekspresyonu yoluyla insiilin sekresyonunun uyarilmasini ve
kan glukoz seviyesinin digtiriilmesini kapsadigi bildirilmistir (Fan, Zhang, Ren,
Hong,Yan, 2015). Bizim kalp agirliklar: bulgularimizda, Vitamin D takviyesi
yapilan HFD grubunda, model gruba gére anlamli bir azalma goézlemledik.
Fakat ayni etkiyi, T2DM model grubu ve Vitamin D takviyesi yapilan grup
arasinda gozlemleyemedik (Sekil 4.2.).

Literatir bilgilerine gore; D vitamininin glikoz homeostaz1 iizerindeki
potansiyel etkisi, spesifik D vitamini reseptorlerinin varlhg ile aciklanmagtir.
Pankreas dokusunda bu reseptorlerin ve vitamin D-baglayici proteinlerin (DBP)
varligi ve ayrica VDR ve DBP genlerindeki glikoz toleransi ve instiilin
salgilanmasi ile baz1 alelik varyasyonlar arasindaki iligki bu hipotezi daha da
desteklemistir. Pankreatik B-hicreleri, Vitamin D reseptorii (VDR) eksprese
eder, ayni zamanda 25 (OH) D3 ile 1, 25-dihidroksivitamin D (1, 25 (OH) 2D3)
donlisimini katalize eden pivotal enzim la-hidroksilazlar: da eksprese eder
(Bland, 2004). D vitamininin yalnizca glukoz artisina bagli insilin cevabini
etkiledigi bazal insilinemi Uzerinde bir etkisinin olmadigr gorilmektedir
(Bourlon, Billaudel, Faure, 1999; Zeitz vd, 2003). Al-Sofiani ve ark., Tip 2 DM
ve D vitamini eksikligi bulunan hastalara, D vitamini takviyesinin, serum D
vitamini konsantrasyonlarini artirdigini ve B-hiicresi aktivitesini arttirdigini
bunun da D vitamininin insilin sekresyonunun ve duyarliliginin
iyilestirilmesinde olasi roliiniin disilinildigini belirtmislerdir (Al-Sofiani,

2015).

Palomer ve arkadaslari, Tip 2 DM'deki D vitamini etki mekanizmasinin

sadece 1insilin sentezini ve salgilanmasini diizenleyen plazma kalsiyum
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diizeylerinin diizenlenmesi yoluyla degil, ayn1 zamanda pankreatik hiicre
fonksiyonu tizerinde dogrudan bir etkiye de aracilik ettigi diigtintilmektedir.
Pankreatik B hiicre fonksiyonunda D vitamininin roliinii destekleyen birgok
kanit bulunmaktadir. VDR genindeki genetik degisikliklerin en az dort farkh
yolla Diabetes Mellitus'un gelisimine katkida bulunabilecegi onerilmektedir:
Bunlar; kalsiyum metabolizmasinda degisiklik, adiposit fonksiyonunun
modilasyonu, insiilin sekresyonunun modiilasyonu ve sitokin ekspresyonunun
modifikasyonu olarak bildirilmistir (Palomer, Biance, Mauricio, 2008).

Insiilin  direncine bagh D vitamini degisikliklerine iligkin veriler
celigkilidir. Deneysel veriler, D vitamininin glikoza bagli insiilin sekresyonu i¢in
onemli oldugunu, insilin direncini arttirdigini ve antiinflamatuar etkiler
olusturdugunu gostermistir. Epidemiyolojik c¢alismalarin ¢ogu, disik D
vitamini diizeyinin daha yiliksek insiilin direnci ve Tip 2 diyabet riski ile iligkili
oldugunu belgelemigtir (Upreti vd.,2018). Bununla birlikte, saghkli veya
prediyabetik bireylerde randomize kontrolli ¢alismalarin ¢cogu da, instili direnci
veya diyabet insidansi arasinda giicli bir korelasyon gosterememistir. Tip 2
diyabetli hastalarda, randomize kontrolli ¢alismalarda, D vitamininin glisemik
kontrol ve instlin direnci tizerindeki kismi etkileri gosterilmistir, fakat mevcut
kanitlar Tip 2 diyabetin 6nlenmesi veya tedavisi icin D vitamini takviyesi
onermek icin yeterli bulunamamstir (Pilz, 2013). Tip 2 diyabetli 60 hasta ve
eslestirilmis 60 normal kontrol hastasi arastirilmistir. Bu calisma, insiiline
direncli tip 2 diyabetik ve normal kisilerde yaygin D vitamini eksikligini

gbstermistir. Insiilin direnci, D vitamini durumunu etkilememistir (Al-

Shoumer, Al-Asoosi, Ali, Nair, 2013).

D vitamininin, Sirtuin ve PPAR-y seviyelerini arttirarak, insiilin direncini
azaltabilecegi ongorilmis, arastiricilar bizim bulgularimizla uyumlu olarak,
T2DM obez hastalarda, Vitamin D takviyesi yaparak, HbAlc seviyesinde
onemli Olgtide azaldigini1 gostermisler fakat diger glikoz indekslerindeki (FBS,
instlin ve ID) degisiklikleri anlamlh olarak gézlemlememislerdir (Safarpour,

2020).
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D vitamini eksikligi hem T2DM'de hem de diyabetik olmayan kigilerde
yaygindir. D vitamini eksikligi ile insiilin direnci veya beta hiicre fonksiyonu
arasinda bir iligki bulunamamistir (Fondjo,2017). Calismamizda da bu verilere
uyumlu olarak, Vitamin D’nin insilin seviyesi ve aghk kan glukoz seviyeleri
tzerine anlaml etkileri saptanmig fakat insilin direnci lzerine anlamh

diizeyde bir etkisini gézlemlemedik.

Fakat Vitamin D’nin insilin direnci tizerine olumlu etkisinin bildirildigi
calimalarda mevcuttur (Ulutas, Taskapan,Temel, 2013, Hu, Meigs, Li, Rifai,
Manson, 2004& Scragg, Sowers, Bell, 2004). Hiperglisemi, hiperlipidemi ve
inflamatuar sitokinler diyabetteki oksidatif stresi artirip, sirtuin 1 [SIRT1]
seviyelerini azaltabilecegi bildirilmistir (Iyer, Panchal, Poudyal, Brown, 2009).
SIRT1'in ekspresyonu ve aktivitesi, aglik, kalori kisitlamasi ve diyabet gibi bazi
kronik hastaliklarda azalir. Buna gore, SIRT1 aktivasyonu glikoz indekslerini
ve mitokondri fonksiyonunu iyilestirebilecegi bildirilmistir. Buna gore, SIRT1
aktivasyonu glikoz indekslerini ve mitokondri fonksiyonunu iyilestirebilir
(Salminen, Kaarniranta, Kauppinen, 2013). Ek olarak, VD insan endoteli SIRT1
seviyesl artirabilir ve bu aktivite Hidrojen Peroksit tarafindan asag regiile
edilebilmektedir. VD'nin insiilin duyarhlastirici etkisinin muhtemelen SIRT1
ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Polidoro, 2013). Irisin bir miyokindir
egzersizde enerji metabolizmasini diizenler ve insilin direncini artirir.
Peroksizom Proliferator-Aktif Reseptor koaktivatére (PGC-la) cevap olarak
salgilamir ve disik irisin seviyeleri PGC-la'min ekspresyonunu ve
aktivasyonunu azaltir. Ayrica, T2D hastalarin serum irisin ve PGC-la diizeyleri
distktir. Ayr1 calismalara gére, Vitamin Dnin SIRT1 ve Irisini artirarak,
instilin direncini azaltabilecegi belirtilmistir (Guilherme, Virbasius, Puri,
Czech, 2008 & Binay, Paketci, Giizel, Samanci, 2017). Disik D vitamini diizeyi,
bozulmus glukoz metabolizmasi ile iligkilendirilmis ve VDR polimorfizminin GG
genotipine sahip olanlarda instilin duyarhiliginin azaldig1 gésterilmistir (Mayer,

Seidlerova, 2018).

73



Arastirmalarda, diisik serum Vitamin D dizeyleri ile dislipidemi
karsilastirildiginda, lipid profilinin agik¢a D vitamini durumunu yansittigini ve
yiksek 25(0OH)D3 seviyelerinin HDL kolesterol tizerine olumlu arttirica
etkilerinin oldugunu ve D vitamini seviyesinin, aterojenik dislipidemiyle ters
iligkili oldugunu ve D vitamininin, diyabetik hastalarin, aterosklerotik profiline
karsi bagimsiz olarak koruyucu faktér oldugunu savunmuslardir (Bellan,2014;
Zittermann, 2009). Tip 2 diyabetli, 3788 hasta ile yapilan bir analizde, D
vitamini eksikligi, diisik HDL diizeyi ile paralellik gostermistir (Jiang, 2018).
Bagka bir meta-analiz ¢calismasida, HDL diizeyinde, D vitamininin faydali bir
etkisi oldugunu destekler niteliktedir (Mirrhosseini, 2018). Bizim
bulgularimizda, bu verilerle uyumlu olarak D vitamininin Tip 2 diyabette HDL
tuzerine olumlu etkisini desteklemektedir. Fakat, obezite modeli
olusturdugumuz grupta Vitamin D'nin HDL dizeyil arttiricai  etkisini
gozlemleyemedik. Baska bir metaanaliz c¢alismasinda, D vitamininin T2D
hastalarinda TC, TG ve LDL serum duzeylerini diisirdigini, ancak serum
HDL dizeylerini arttiramadigini gostermistir (Jafari, Fallah, Barani, 2016).
Yapilan bir calismada; D vitamini, ID ile baglantili bozulmus metabolik
parametreleri diizelttigil gozlenmistir. D vitamininin oksidatif stresi azaltarak
ve sonuc¢ta metabolik parametreleri diizelterek, insulin direncine bagl gelisen
patolojileri diizeltebilecegi goriisini desteklemektedir (Wenclewka, 2019).
Calismamizda, total kolesterol acisindan bulgularimiza bakildiginda, kontrol
grubu ve diger gruplar arasinda anlamli artis gozlenmis fakat bizim bu
degerlerimiz, diger ¢alisma verilerine gére normal aralik olarak bildirilmistir.
Bu verilerin, bagka tiir albino sicanlar kullanilmasindan (Rattus norvegicus)
kaynakl1 olabilecegini disiinmekteyiz (Ihedioha, 2013). T2DM grubunda
anlamh fark goriilmemesine ragmen, HFD grubumuzda Vitamin D’nin total
kolesterolii azaltici etkisini gézlemledik. Yapilan calismalarda, Alfakalsidiol,
tek veya metformin ile kombine edildiginde, kalsiyum ve fosfor seviyeleri
tzerinde noétr bir etki ile glikoz homeostazi ve lipit profili parametrelerini
onemli ol¢iide iyilestirmis ve D3 vitamini analoglarinin, diyabetik sican
modelinde glikoz parametrelerini ve lipit metabolizmasini diizenleyebilecegi ve

metformin ile kombinasyonunun ek koruyucu etkiler saglayabilecegi
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belirtilmigtir (Abdel-Rehim, 2019). Bizim bulgularimizi destekler nitelikte olan
bir bagka ¢alismada; viseral obeziteye sahip olan siganlarda Vitamin d takviyesi

total kolesterol diizeyini diizeltmistir (Chou, Pang, Lee, Fang, 2015).

Artan D vitamini seviyeleri ve VDR, TC, TG ve LDL-C ile negatif, HDL-C
plazma seviyeleri ile pozitif korelasyon gostermistir (Yosria, AlyAzza,
AbdouMona, RashadMenatallah, 2016). Serum trigliseritlerde D vitamini
aracili azalma i¢in olasi mekanizmanin, D vitamininin bagirsak kalsiyum
emilimini ve serum kalsiyumu arttirmasidir. Bu kalsiyum daha sonra hepatik
trigliserit olusumunu ve salgilanmasini azaltarak serum trigliseritleri
azaltabilecegi savunulmustur. Vitamin D’nin lipit profillerini iyilestirebilecegi
¢ olasi mekanizma bildirilmigtir: D vitamini kaynaklh PTH sekresyonunun
baskilanmasi1 ve boylece lipolizde artis; D vitamini, hepatik trigliserit
olusumunu ve salgilanmasini azaltarak serum trigliserit diizeylerinde
azalmaya yol acabilecegi ve D vitamini, insiilin sekresyonunu ve insilin

duyarhlhigin1 artirabilecegi, boylece lipit metabolizmasini etkileyebilecegi

seklindedir (Chaudhuri, 2013).

Calismamizda, serum trigliserit seviyeleri degerlendirilmis fakat Vitamin
D'nin olumlu bir etkisi gézlenmemistir. D vitamininin lipid profili tizerine
olumlu etkisinin goézlendigi arastirmalar, daha genis capli ve ¢ok fazla hasta
sayilar ile gerceklestirilmis calismalar olup bu konuda denek sayisi, doz, siire

gibi faktorlerin arttirildigi deneysel calismalara ihtiyac oldugu kanaatindeyiz.

Vitamin D’nin proinflamatuar sitokinlerin yapimi ve etkilerini
degistirerek  instilin  duyarliligini  azaltip  sistemik  inflamasyonu
baskilayabilecegi bildirilmistir (Baeke, Takiishi, Korf, Gysemans, Mathieu,
2010). Diyabetli hastalarda sik goriilen abdominal obezitedeki karin igi yag
dokusu, disiik seviyeli kronik inflamatuvar durumun énemli bir belirleyicisi
olup buna bagh olarak bu kisilerde IL-6, TNF-a ve CRP diizeylerinin arttigi
gosterilmis ve bu kronik inflamasyonun, insiilin direnci ve obezite ile
kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda iligki oldugu gosterilmistir (Yudkin,

Stehouwer, Emeis, Coppack, 1999).
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Yapilan bir ¢calismada; obezite ile ylikselmis CRP diizeyi arasinda belirgin
bir iligki saptanmig ve bunun da artmig yag dokusu tarafindan sentez edilen IL-
6 dizeyi ile iligkili oldugu 6ne stirtilmistiir (Visser, Bouther, McQuillan, Wener,
Harris, 1999). IL-6'nin serum konsantrasyonun yiiksek olmasi1 CRP seviyesini
arttirabilir. BMI'in artigina paralel olarak artan CRP diizeyinin indirekt olarak
IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin serum konsantrasyonlarinin artmasi ile iligkili
olabilecegi belirtilmistir (Das, Fanrs, 2001).

Calismamaz bulgulari; literatiar bulgular: ile uyumlu olarak, T2DM modeli
olusturulmus sicanlarda ve artmis proinflamatuar sitokin diixeyleri tespit
edilmig fakat bu artis HFD grubunda goézlenlemedik. 25 (OH) D vitamini
takviyesinin T2DM modelinde TNF-a ve IL-6 diizeyleri tlizerine azaltic
etkilerini bulduk.

Adiponektin atreoskleroz ve insiilin direnci lizerine diizeltici etkilerinin
bildirildigi c¢aligsmalar mevcuttur (Maeda, 2002). Maymunlarda obezite ve
yaghhkla iligkili olarak insiilin direnci gelisirken adiponektin seviyelerinde
azalma gozlenmistir (Hotta, 2001). Calismamizda, T2DM ve obezite modeli
olusturulmus sicanlarda, adiponektin seviyelerinin anlaml diizeyde azaldigini,
bu azalisin Vitamin d alan T2DM grupta anlaml sekilde arttirdgini, vitamin d
alan hfd grubunda ise anlaml bir fark gézlenmemistir. Bulgularimiz la uyumlu
olarak, Yiiksek adiponektin seviyesi olan bireylerde, Tip 2 diyabet gelisme
riskinin adiponektin seviyeleri disik olan kisilerden daha az oldugunu
bildirmiglerdir (Spranger, 2003). Higashiura K ve arkadaslarina gére, Insiilin
direnci ve yliksek duyarlikli CRP arttik¢a adiponektin seviyeleri azalmaktadir
(Higashiura,2004). TNF-a ve IL-6'min insilin direnciyle olan iligkisini
adiponektin tizerinden gerceklestirdigi ileri stirilmustiir (Guerre-Millo, 2004).
Calismamizda, TNF-a ve IL-6 diizeylerinin adiponektin diizeyi ile paralellik
gostermesi, insllin direncini ile adiponektin arasindaki korelasyonu

dogrulamaktadir.

Apelin anti-inflamatuar ve anti-ateromatéz ozellikli bir adipokindir
(Leeper vd, 2009; Yao, Lv, Zhang, 2015). Apelin, AMPK bagl olarak glikoz
alimini artirir ve lipolizi baskilar. Apelin eksik fareler yliksek yagh diyet (HFD)

beslenmesini takiben ID gésterir. Bu apelinin glikoz homeostazisi ve insiilin
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hassasiyetini artirdigin1 gostermektedir. Apelin, obez kisilerde inflamatuar
cevaplara da katilir. Apelin diizeyi, TNF-a ile pozitif baglantilidir (Kwon,2013).
Apelinin kardiyovaskiiler fizyopatolojik siireglerle iligkili oldugu bildirilmistir.
Hatta Apelinin terapotik uygulmasinin, kardiyak fonksiyon, hiperglisemi,
insilin direnci, dislipidemi, endotel fonksiyonu, inflamasyon ve glukoz
metabolizmasi lizerine tip 2 diyabetik sicanlarda olumlu etkileri gosterilmistir
(Falcao-Pres,2010). Calismalarda apelin ve T2DM arasindaki iligki belirtilmis
olmasina ragmen, ¢alismamizda T2DM ve HFD gruplari arasinda bir iligki

gozlenmemigtir.

Vitamin D takviyesi ile protein glikasyonunu énlemede 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir (Igbal, Alam, Naseel, 2016). Kalsitriol, RAGE ve fibroz tizerindeki
diyabetik etkileri azalttig1 gozlenmistir (Lee, 2014). Arastirmacilar, diyabet ve
kalp hastaliklarinda, Vitamin’D nin AGE iligkili hasari kontrol etmede yararini
ortaya koymuslardir (Beltowski, 2006). Fakat calismamizda
immunohistokimyasal yontem ile koroner, karotis ve renal arterlerde AGE
(CML) olusumunu tespit edemedik. Deney slremiz AGE olusumlarini

damarlarda tespit edebilmek i¢in yetersiz kalmastir.

Diyabetik hastalarin uzun siireli yiiksek kan glukoz konsantrasyonlarina
maruz kalmalari oksidatif stresi arttirabilir. Calismamizda, obezite modelinde
OSI anlamli derecede arttigin1 Vitamin D takviyesi ile HFD grubunda oksidatif
stres indeksini azaltmistir. Benzer c¢alismalar, HFD grubunda Vitamin d
takviyesinin sicanlarda glutatyon peroksidaz, superoksid dismutaz ve
malondialdehid seviyelerini azalttigini gostermistir (Hajiluiani,Farhangi,
Nameni, Shahabi,Abbasi, 2017).

Beta hiicrelerindeki fonksiyon bozukluklar: yliksek miktarda glukoza uzun
siire maruziyet, artan serbest yag asidi diizeyleri veya bu faktorlerin her
ikisinin birlikte etkisiyle meydana gelebildigi ve Beta hiicrelerinin katalaz,
glutatyon peroksidaz, sliperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimleri az
miktarda i¢erdiklerinden ROT ne daha duyarli olduklar: bildirilmistir (Tiedge,
Lortz, Drinkgern, Lenzen, 1997, Evans, Goldfine, Maddux, Grodsky, 2003). Bu

nedenle, oksidatif stresin mitokondride hasar yapmasi ve insiilin salinimim
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belirgin olarak azalttigi savunulmustur (Drews, Krippeit, Difer, 2010).
Calismamizda ise, Vitamin D takviyesi alan ve almayan T2DM gruplar

karsilastirildiginda, anlaml bir fark gézlenememistir.
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6. SONUC ve ONERILER

T2DM modeli uygulanmasinda, HFD ve STZ acisindan pankreasta B-
hiicrelerini ne 6l¢iide yapisal ve fonksiyonel dejenerasyona ugrattigi farkh
tekniklerle standardize edilebilirse salt kan glukozu ve insiilin gibi
parametrelerin yaninda hastaligi modelleme acisindan daha sonraki
calismalarda sebep sonug¢ parametrelerini daha 1iyi degerlendirebilecegi

kanaatindeyiz.

Calismamizda, Vitamin D takviyesinin kan glukozu ve insiilin seviyeleri
uzerine 1yilestirici etkilerinin olmasi, Vitamin D’nin T2DM’da uygulanan
antihiperglisemik ilaglarin etkilerini arttirabilecek 6nemli bir adjuvan takviye

olabilecegi diisiincemizi kuvvetlendirmistir.

Daha sonra yapilacak olan calismalarda, ileri glikasyon trinleri
olusumunun damarlarda go6zlenebilmesi i¢in olusturulacak modellerde, 20

haftalik bir deney asamasinin daha anlamli olabilecegini diisinmekteyiz.

Vitamin D’nin depresyon, kemik saghgi, kanser, solunum enfeksiyonlar:
faydasinin yaninda calismamiz, pre-T2DM ve T2DM’da Vitamin D takviyesinin

onemini vurgulamaktadir.
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