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Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Yusuf Oztiirk

2006

Bu caligmada, 1, 2 ve 4 haftalik streptozotosin diyabetik sicanlarin dolagimindaki kolin
durumu parametre olarak serumda serbest kolin, fosfolipidlere bagli kolin, fosfokolin,
gliserofosfokolin, betain ve homosistein diizeyleri dlgiilerek arastirilmistir. Bu amagla, 7 haftalik
disi Wistar siganlarin kuyruk venlerinden 60 mg/kg streptozotosin zerk edilmis ve hayvanlarin kan

glukoz diizeyleri dl¢lilmistiir.

Bulgularimiz deneysel diyabet olusturulmus sicanlarin dolagimindaki serbest kolin ve
kolin iceren bilesiklerin diizeylerinin degistigini gostermektedir. Serumdaki serbest kolin diizeyi
diyabette yiikselirken, fosfokolin ve gliserofosfokolin diizeylerinde diisme gozlenmistir. Kolinin
oksidasyonu ile olugan betainin diizeyleri ise diyabetik siganlarda yiikselmektedir. Streptozotosin
diyabetik si¢anlarin serum homosistein diizeylerinde anlamli bir azalma oldugu bulunmustur.
Ancak, serum fosfolipidlerine bagli kolin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir diizey

degisimi saptanmamugtir.

Diyabetik sicanlarda dolasimdaki kolin durumundaki degisimlerin kolin ile baglantili
temel fonksiyonlara yanstyip yansimadigi ve diyabetik komplikasyonlardaki olasi rolleri sonraki

caligmalarin konusudur.

Anahtar kelimeler: Kolin durumu, serbest kolin, fosfokolin, gliserofosfokolin, betain,

homosistein, diyabet, streptozotosin, sigan
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In the present study, choline status in the circulation of rats with streptozotocin diabetes 1,
2 and 4 weeks was investigated by measuring serum levels of free choline, phospholipid-bound
choline, phosphocholine, glycerophosphocholine, betaine and homocysteine as parameters. For
this purpose, 60 mg/kg streptozotocin was injected into the tail vein of female Wistar rats at the

age of 7 weeks and then blood glucose levels of the animals were measured.

Our findings were indicated that circulatory levels of free choline and choline containing
substances were changed in circulation of rats with experimentally-induced diabetes. It was
observed that free choline level was increased, while phosphocholine and glycerophosphocholine
levels were decreased in diabetes. The levels of betaine, formed by the oxidation of choline, were
increased in diabetic rats. Serum homocystein levels of streptozotocin diabetic rats were found to
be decreased significantly. However, no statistically significant change was noticed in serum

levels of phospholipid-bound choline.

Further studies are necessary for understanding the impact of these changes in circulating
choline status on the basic functions related to choline and their possible roles in the diabetic

complications.

Keywords: Choline status, free choline, phosphocholine, glycerophosphocholine, betaine,

homocysteine, diabetes, streptozotocin, rat
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1. GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (seker hastaligi) endokrin pankreasta olusan énemli bir
hastaliktir. Ortaya ¢ikan en 6nemli rahatsizliklar1 metabolizma bozukluklar: ve
hiperglisemidir (1). Insiilin salinim1 veya insiilin fonksiyonlarinda bozulma veya
azalma ile karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda bozulmalar ile
karakterize edilmektedir. Bu bozulmalar ile akut (giigsiizliik, poliliri, polidipsi vb.)
veya kronik (retinopati, néropati, nefropati, kalp hastaliklari, periferik damar

hastaliklar1 vb.) hastaliklarda ve komplikasyonlarda artma olmaktadir (2).

Diyabet icin yeni ilaglar ile ila¢ wuygulama sekillery adacik
transplantasyonu gibi yeni teknikler gelistirilmis ve diyabetten korunmak icin
insiilin genleri bulunmaya calisilmis olmasina ragmen (3,4), seker hastalarinda
kronik olarak ortaya ¢ikan ve yasam kalitesini diisiiren komplikasyonlarin niteligi
tam olarak tespit edilememistir. Uzun vadeli diyabetik komplikasyonlar bir ¢ok

doku, organ ve sistemin fonksiyonlarin1 olumsuz yonde etkilemektedir.

Diinyada diabetes mellitus’un etkisinde olan milyonlarca insan vardir.
Diabetes mellitus’un komplikasyonlar1 nedeniyle bir ¢ok iilkede 6liimler meydana
gelmektedir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri diyabet 6liim nedenleri
siralamasinda yedinci durumdadir ve 15 milyondan fazla diyabetli bulunmaktadir
(5). Komplikasyonlari, akut ve kronik donemde goriilmektedir ve her biri
hastalarin morbidite ve mortalitesini arttirmaktadir. Bundan da anlasildigi gibi
diabetes mellitus tek metabolik bir hastalik degil degisik etiyolojilere sahip olan
bir grup hastaliga verilen isimdir (6). Diinya niifusunun yaklasik %10’ luk bir
boliimii gizli ya da tanis1 konmamis diyabetli olarak yasamini siirdiirmektedir (7).
Insiilin ve oral antidiyabetik ilaglar tedaviye girmesiyle (8), akut donemde
olusan komplikasyonlarin oram1  azalmis, kronkk ddnemde olusan
komplikasyonlarin orani ise artmistir ve bu nedenle diyabetli kisinin yasam
kalitesi diismektedir. Ayrica uzun siireli olusan bu komplikasyonlarin tedavisi
iilke ekonomileri igin yiiksek maliyetler meydana getirirler. Ornegin, 1992 yili
istatistiklerine gore Amerika Birlesik Devletleri’nde yillik diyabetin direkt ve
indirekt harcamasi 92.6 milyar dolar olarak belirlenmistir (9,10). Ayrica, her ii¢

diyabetliden birinin de gizli diyabetik oldugu sanilmaktadir. Gizli diyabet teshis



edilememesi ve teshis edildiginde ilerleyen komplikasyonlar nedeniyle oldukga

ciddi bir durumdur (11).

Amerikan Diyabet Cemiyeti’ne (ADA) gore diyabet agisindan risk tasiyan
grup 45 yas iizerindeki kisiler, viicut kitle indeksi 25 kg/m? iizerinde saptananlar,
ailede diyabet hikayesi bulunanlar, sedanter yasam siirenler, riskli etnik kokenden
gelenler, bozulmus glukoz toleransi olanlar, gestasyonel diyabet ya da
makrozomik bebek dogurma Oykiisi olanlar, hipertansif bireyler,

hiperlipidemikler, polikistik over sendromu vakalar1 ve vaskiiler hastalik oykiisii

olanlardir (12).

Kolin, ndrotransmitter asetilkolinin ve membran fosfolipidleri;
fosfatidilkolin, sfingomyelin ve plazmalojenlerin 6n maddesidir (13-17). Ayrica,
betaine doniliserek metil grubu metabolizmasinda ve lipid transportundarol

oynamaktadir (13-17).

Kolinin periferik (intravendz veya subkutan; i.v. veya s.k.) ve santral
(intraserebroventrikiiler; i.s.v.) yollarla verilmesini takiben ¢esitli farmakolojik
etkiler olusturdugu gosterilmistir. Bu etkiler kolinin kan basincini arttirdig (18),
hipotansiyonu geri dondiirdiigii (19,20), ¢esitli endokrin etkiler yarattigi (21,22)
ve hipotermik etki meydana getirdigi olarak rapor edilmistir. Hipotermik etki
baslica muskarinik reseptorlerle meydana gelmektedir (23). Ayrica kolinin
intraserebroventrikiiler (i.s.v.) yolla verilmesi kan glukoz seviyelerinde bir artisa
(24), intraperitonal (i.p.) yolla verilmesi serum insulin, glukoz ve kolin
seviyelilerinde artisa (25) neden olmaktadir. Kolinin serum glukoz iizerine etkisini
sadece nikotinik reseptorler meydana getirirken, kolinin serum insulin {izerine

etkisini hem muskarinik hem de nikotinik reseptorler meydana getirmektedir (26).

Bircok metabolik degisime bagli olarak viicutta ¢esitli komplikasyonlar
olusturan diabetes mellitus’un dolasimdaki kolin ve kolin metabolitleri tizerindeki
etkileri model olarak streptozotosin (STZ) diyabetik siganlar kullanilarak bu tez

kapsaminda aragtirilmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Diabetes mellitus
2.1.1. Diabetes mellitus’un Kisa Tarihcesi ve Genel Ozellikleri

Milattan 6nce 1500 yillarinda yazilmis Eber Papiriisleri, diyabetin
belirtilerini ilk kez ortaya koyantarihsel dokuman olarak bilinmektedir.
“Diabetes” kelimesini de ilk kullanan Kapadokyali1 Aretacus’dur (MS 150). Eski
yunanca da “diabetes” gec¢ip giden anlamina gelmektedir, ¢linkii sivilar viicutta
durmamaktadir. 1750 yilinda ise William Cullen, Yunanca’da bal benzeri
anlamina gelen “mellitus” kelimesini eklemistir (27). Daha sonra 1869 yilinda
Paul Langerhans, ilk kez pankreasta kii¢iik adacik seklindeki hiicreleri kesfetmis
olmasinaragmen onlarin fonksiyonlarini tam olarak gdsterememistir (28). Bu
arada Oscar Minkowski kdpeklere pankreatektomi uygulamis ve bu deneyle

pankreas ile diyabet arasindaki iliskiyi aciga kavusturmustur (29).

Insiilin heniiz kesfedilmemesine ragmen 1909 yilinda Belgikal1 arastirmact
Jean de Meyer pankreastaki bir madde icin “insiilin” kelimesini kullanmus,
sonunda John James Richard Macleod baskanliginda Charles Best, Frederick
Banting ve James Collip bir seri deneyden sonra 1921 yilinda insiilini
saflagtirmay1 basarmislar ve 1922 yilinda da bunu yayinlayarak ayn1 yil basar ile
hastalar iizerinde tedaviyi baslatmislar (28,29). Macleod ve Banting 1923 yilinda
bu kesifleri nedeniyle Nobel Odiilii kazanmislardir (30). Diabetes mellitus; insiilin
sekresyonu, etkinligi yada ikisinde birden meydana gelen fonksiyon
bozukluklarina bagli gelisen hipergilisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir.
Alinan besinlerin biiylik bir ¢cogunlugu, dijestif enzimler tarafindan glukoz gibi
daha kiiciik kimyasallara doniistiiriiliir. Bu doniisiim sonrasinda dolasima katilan
glukoz, hiicrelerin enerji gereksinimlerinin karsilanmasinda kullanilir. Sistemik
dolasimdaki ve ekstraseliiler sividaki glukoz ancak insiilin varliginda hiicre igine
girebilir. Besin alindiginda pankreastan hiicrelerin glukozu kullanabilmelerine
yetecek Olclide insiilin salgilanir. Ancak, diyabetik hastalarin pankreasindan
insiilin ya hi¢ salgilanmaz ya ¢ok az salgilanir ya da bu hastalarin hiicrelerinin

salgilanan insiiline yanit verme yetenegi diisliktiir. Bu yiizden kandaki yiiksek



glukoz derisimlerine karsin hiicreler enerji i¢in gerekli olan temel maddelerden

yoksun kalmis olur (31).

Pankreas %98 ekzokrin %2 endokrin hiicrelerden olusan bir organdir.
Pankreasta ekzokrin bezlerin asinuslar1 arasina yayilmis yiiz binlerce Langerhans
adaciklart1 bulunur. Memelilerin Langerhans adaciklarinda 4 tip hiicre
bulunmaktadir. Bunlar, a hiicreleri (glukagon tireten),  hiicreleri (insiilin {ireten),

o hiicreleri (somatostatin iireten) ve PP hiicreleridir (pankreatik polipeptid iireten)

Q).

2.1.2. insiilin

Insiilin bir hormondur ve temel gorevlerinden biri viicudun enerji kaynagi
glukozun utilizasyonundan sorumlu olmasidir. insiilinin bulunmamas1 ve/veya
islevini yapamamasi sonucu diyabet hastaligi olugsmaktadir. Diyabetin akut ve
kronik komplikasyonlar1 sonucu yasam kalitesi bozulmaktadir. insan insiilini
molekiil agirligi 5808 olan bir proteindir. Birbirine disiilfiir koprileri ile
baglanmis iki amino asit zincirinden olusur. Endoplazmik retikuluma tutunmus
ribozomlarda insiilin RNA’smin translasyonu ile insiilin preprohormonu olusur.
Iki preprohormon, proinsiilini olusturmak iizere endoplazmik retikulumda
pargalanir. Daha sonra proinsiilin C-peptidi segmentini kaybederek insiiline
dontistir (32,33). Plazmadaki yar1 6mrii sadece 5 dakikadir. Hedef dokularda
reseptore baglanmis boliimii hari¢ geri kalan insiilin, insiilin proteaz enzimi ile

karacigerde ve kii¢iik miktarida bobrekler, kas ve diger dokularda parcalanir (34).

Insiilin hedef hiicredeki etkilerini, 300.000 molekiil agirlikli bir membran
reseptor proteinine baglanarak olusturur. Insiilin reseptorii de birbirine disiilfiir
kopriileriyle baglanmis 2 alfa, 2 beta olmak iizere 4 alt birimden olusur. Iki beta
alt birim hiicre zar1 i¢ine hiicre sitoplazmasina dogru kabarmistir. Insiilin, alfa alt
birimlerine baglanir ve beta alt birimleri otofosforilasyona ugrar ve tirozin kinaza

doniisiir. Bu enzim de daha sonra hiicre i¢i enzimlerin fosforilasyonuna neden olur

(33,35).
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Sekil 1: Insiilinin hedef hiicredeki reseptorii ile etkilegimi (33)

Insiilinin salintminda en etkin faktdr kan glukoz diizeyinde artistir. Glukoz
diizeyi artinca insiilin diizeyi 2 fazda yiikselir. Ik fazda insiilin diizeyinde hizl
ylikselme olur ve yaklasik 5-10 dakika siirer, ikinci faz ise birinci fazdan yaklasik
10 dakika sonra baslar ve daha uzun siirer. Ilkinde depolanmisinsiilin
kullanilirken, ikincisinde hem depolanmis hem de sentezlenen insiilin kullanilir,
¢iinkii protein sentezinin inhibisyonu birinci fazda etkili degildir. insiilin salgist

direkt kan glukoz konsantrasyonuna baglidir.

Insiilinin karbonhidrat, yag ve protein metabolizmas ile biiyiime iizerine

etkileri vardir. Insiilin, glukozun dokularca hizla yakalanmasi, depolanmasi ve
kullanilmasi i¢in gereklidir. Glukoz tastyicilart GLUT 1°den GLUT 5’e kadar
adlandirilir (Tablo 1).

Pankreatik [ hiicrelerindeki GLUT 2’de olusan bir defekt insiilin
salinmasindakibozukluga sebep olabilir ve bu olay tip-2 diyabet olusumuna
neden olmaktadir (1). Insiilin, yemekten hemen sonra absorbe edilen glukozun

biiylik boliimiiniin karacigerde glikojen halinde depolanmasini saglamaktadir.



Bunu hem glukozu hiicre i¢ine iterek hem de glikojen sentaz enzimini aktive
ederek yapmaktadir. Karaciger glikojeni glukoza parcalayan ana enzim
fosforilazdir ve insiilin bu enzimi de inaktive eder. Ayrica insiilin, miktar1 fazla
gelen glukozun yag asitlerine doniisiimiinii hizlandirir ve glukoneojenezi de
inhibe eder. Insiilin yag hiicrelerinde yagin depolanmasini, lipazin etkisini inhibe
ederek ve glukozun hiicre membranindan yag hiicreleri igine tasinmasini
hizlandirarak yapar. Insiilin eksikliginde de plazma kolesterol ve fosfolipid
konsantrasyonu artmaktadir. Eksiklikte yaglarin asir1 kullanimida ketoz ve
asidoza neden olur. Ayrica insiilin ve biiylime hormonunun biiylimeyi hizlandirici

sinerjistik etkisi vardir (33).

Tablo 1: Glukoz tasiyicilar1 ve fonksiyonlari

Tasiyicilar Dokular Fonksiyonlari

Kan beyin bariyerini gegmesi

Tiim dokular 6zellikle beyin ve glukozun bazal membrana

GLUT 1 ve kirmizi kan hiicreler alinmas

Pankreas i hiicreleri, Glukoz homeostazi ve insiilin
GLUT 2 karaciger, bobrek, bagirsak saliniminin ayarlanmasi
GLUT 3 Beyin, plasenta, bobrek ve Glukozun noéronlara ve diger

U diger dokular dokulara alinmasi
. Insiilin ile stimiile edilen

GLUT 4 Kas ve yag dokusu glukoz aliminin ayarlanmasi
GLUT 5 Bagirsak ve bobrek Fruktozun ince bagirsaktan

alinmasi



2.1.3. Diabetes mellitus’un Siiflandirilmasi

Diabetes mellitus’un siniflandirilmas: tarihte uzun yillar almistir. Ingiliz
hekim Harley, 1866 yilinda en az iki tip diyabetin oldugunu ve tedavilerinin de
ona gore yapilmasi gerektigini one stirmiistiir. Fransiz doktor Lancereaux’da
diyabetin “sisman” ve “zayif” diyabet olarak ayrilmasi gerektigini savunmustur.
Ancak insiilinin kesfinden sonra, Falta ve diger arastirmacilar insiilinin diyabet
hastasindaki cevabina gore, insiiline duyarli ve rezistans formu olarak iki diyabet
tipi oldugunu savunmuslardir. 1940 yillarinda Sheldon diyabetin kesin tiplerini
onlar1 karakterize ederek ortaya koymustur. Ancak bu konuda kesin kanit ise 1951
yilinda juvenil tip diyabet gosterilmistir. Otopsi ile alinan pankreasta insiilin
miktar1 6l¢lilmiis ve non-diyabetik pankreasa gore 20 yasin altindaki diyabetik
hastalarin pankreasinda neredeyse yok denecek kadar az insiilin bulunmustur

(36).

Giiniimiizde diabetes mellitus klinik olarak birkagc ana grup ile

siiflandirilmaktadir (37):

o Tip-1 diyabet, insiiline bagimli diyabet, genclikte/cocuklukta
baslayan diyabet (juvenil diyabet) veya ketoza yatkin diyabet (IDDM)

o Tip-2 diyabet, insiiline bagimli olmayan diyabet, erigkinlikte
baslayan diyabet veya ketoza rezistan diyabet (NIDDM)

. Gestasyonel diyabet, gebelik diyabeti
o Diger spesifik diyabet tiirleri

Diyabetin genis c¢apta ilk siniflandirilmast 1979 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde NDDG (Ulusal Diyabet Veri Toplama Grubu) yapmustir (38). Daha
sonra WHO (Diinya Saglik Orgiitii) bu smiflandirmadan da yararlanarak

giiniimiizdeki siniflandirmay1 yapmustir (Tablo 2).

Tip-1 diyabet, pankreastaki insiilin salgilayan beta hiicrelerinin harap
olmasiyla ve insiilinin hemen hemen hi¢ bulunmamasiyla karakterizedir. Bir ¢ok
hasta, hastaligin daha ilk asamasinda ketoasidoz ile karsilasir. Insiilin hayatta
kalmak i¢in zorunludur yoksa koma, ketoasidoz ve 6lim olusmaktadir (39). Tip-1

diyabet, otoimmiin bir hastaliktir. Adacik hiicreleri otoantikorlar1 ve/veya insiilin



otoantikorlar1 ve glutamikasit dekarboksilaz otoantikorlar1 araciligiyla immiin
tahribat, tip-1 diyabetin olusmasinda %85-90 oraninda rol oynamaktadir. Tip-1
diyabetin bu formu ¢ocuklarda ve biiylime ¢agindakilerde pik yapmaktadir. Bazi
durumlarda, tip-1 diyabetin otoimmiin olduguna dair hi¢bir klinik kanit yoktur ve
bu durum idiyopatik tip-1 diyabetolarak adlandirilir. Idiyopatik tip-1 diyabet
hastalarinda insiilin tedavisi degiskenlik gosterir ve hastalarda siklikla ketoasidoz
gelisebilir (39). Tip-1 diyabet, her ne kadar tip-2 diyabete gore az yayginsa da
diinyada tip-1 diyabetin goriilme orani her y1l yaklasik %3 artmaktadir (6,38). Bu
hastalarda obezite genellikle goriilmemektedir. Genetik faktorlerin tip-2 diyabetin
olusumuna katkis1 ¢cok yliksek degildir. Tek yumurta ikizlerinin insiiline bagiml
diyabet olma orani neredeyse %100 iken, insiiline bagli olmayan diyabet olma
orant yaklagik %50’dir. Ancak tip-1 ve tip-2 diyabetin olma olasilig1 sadece
genetik faktorlere bagli degildir. Ornegin yapilan calismalara gore, viral
enfeksiyonlar da tip-1 diyabetin nedeni olarak goziikmektedir. Ayrica immiin

hastaliklar da rol oynamaktadir (40).

Tablo 2: Diabetes mellitus’un siniflandirilmasi (39)

Tip-1 diyabet (insiiline bagimli diyabet, gencglikte/cocuklukta baslayan
diyabet, ketoza yakin diyabet)

a.0Otoimmiin

b.Idiopatik

Tip-2 diyabet (insiiline bagimli olmayan diyabet, eriskinlikte baglayan
diyabet, ketoza rezistan diyabet)

Gestasyonel diyabet (gebelik diyabeti)



Tablo 2 (Devam): Diabetes mellitus’un siniflandirilmasi

Diger spesifik tipler
a.Beta hiicrelerinde genetik harabiyet

o Kromozom 20, HNF-4a (MODY1)
o  Kromozom 7, glukokinaz (MODY2)
o  Kromozom 12, HNF-1a (MODY3)
e Kromozom 13, IPF-1 (MODY4)

o Kromozom 17, HNF-1p (MODYY))
e  Kromozom 2, NeruoD1 (MODY6)

o  Mitokondriyal DNA 3243 mutasyon
o Digerleri

b.insiilin aktivasyonunda genetik harabiyet

o Tip A insiilin resiztansi

o Leprechaunism

¢ Rabson-Mendenhall sendromu
o Lipoatrofik diyabet

o Digerleri

c.Ekzokrin pankreas hastaliklari

e Pankreatit

o Travma/pankreotektomi

e Neoplazi

o Kistik fibroz

o Hemokromatoz

o Fibrokalkiiloz pankreotopati
o Digerleri

d.Endokrinopatiler

o Cushing sendromu
o Akromegali

o Feokromasitoma

e Aldostreonoma

o Glukagonoma

e Hipertirodizm

e Somatostatinoma
o Digerleri



Tablo 2 (Devam): Diabetes mellitus’un siniflandirilmasi

e.llagc veya kimyasal madde alimi

f.Enfeksiyon

Nikotinik asit
Glukokortikoid
o-adrenerjik agonist
P-adrenerjik agonist
Tiroid hormonu
Diazoksit

Tiyazidler

Dilantin

Pentamidin

Vacor
Interferon-Alfa Tedavi
Digerleri

Konjenital rubella
Sitomegalovirus
Digerleri

g.Yaygin olmayan immiin aracilikli diyabet

Instilin otoimmiin sendrom

Anti-insiilin reseptor antikorlar
“stiff man”" sendromu
Digerleri

h.Diger genetik sendromlar

Down sendromu
Friedreich ataksisi
Huntington koresi
Klinefelter sendromu
Laurence-Moon-Biedl sendromu
Miyotonik distrofi
Porfiri

Prader-Willi sendromu
Turner sendromu
Wolfram sendromu
Digerleri
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Tip-2 diyabette siklikla insiilin aktivasyonuna kars:1 rezistans gelisir. Hasta
yasaminin siirmesi i¢in insiilintedavisi zorunlu degildir. Tip-2 diyabet uzun
zaman teshis edilemez, ¢linkii basta hiperglisemi diyabetin belirgin
sendromlarinin ortaya ¢ikmasi igin yeterli siddette degildir. Ketoasidoz bu tip
diyabette siklikla gériilmez. Insiilin seviyesi normal veya yiiksek olabilir. Beta
hiicre fonksiyonu normal olan bu hastalarda yiiksek insiilin seviyesine ragmen
insiiline duyarlilik azalmis olabilir (39). insiiline bagimli olmayan diyabet ile bir
kisitm HLA faktorleri arasinda bir iliski yoktur. Genetik faktorler agikga bu

hastaligin olusmasinda ve devam etmesinde rol oynar (40).

Insiiline bagimli olmayan diyabet, diyabetin yaygm ve 6nemli bir
formudur. Ornegin Avrupa ve Kuzey Amerika’da diyabetlilerin yaklasik %80’
tip-2 diyabettir. Oral antidiyabetik ilaglar (siilfoniliireler, biguanidler gibi) bu
hastalikta tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica, diyet ilk basta uygulanmasi
gereken tedavi yoludur (41). Tip-2 diyabetin, fizyopatolojisinde insiilin rezistansi
onem kazanan, hipergliseminin yillarca slirmesiyle gelisen makrovaskiiler olaylar
ve intraabdominal obezite ile karakterize kronik bir hastaliktir. Hem periferde
inslilin rezistans1 hem de glukoz etkisinde azalma tip-2 diyabette hiperglisemiye
katkidabulunmaktadir (42). Tip-2 diyabet hastalarinin %80’inde obezite
goriilmektedir. Insiilin rezistansi ile obezite ilerlemektedir. Sekil 2’de &zetlendigi
gibi tip-2 diyabetin ortaya ¢ikmasi i¢in iki genetik harabiyet gerekmektedir. Biri
iskelet kasinda glikojen formasyonun, digeri de beta hiicrelerinin fonksiyonlarinin

bozulmasina sebep olmaktadir (42).

Gestasyonel diyabet (gebelik diyabeti), ilk kez hamilelik sirasinda
baglayan ve insiilin duyarliliginin azalmasi sonucu olusan gegici bir diyabettir.
Gestasyonel diyabet ikinci 3 aylik donemde genellikle ortaya ¢ikar. Gestasyonel
diyabetli bir ¢ok kadin obezdir ve bir sonraki hamilelikte tekrar ortaya ¢ikmasina
egilimlidir. Hastalarin yaklasik %80’inde hamilelikten sonra kalic1 diyabet gelisip
devam edebilir. Eger kan glukoz seviyesi normal tutulmazsa, gestasyonel
diyabetin fetusa yan etkileri makrozomi, distozi ve 6lii dogum oraninda artma

olabilmektedir. Hastalar insiilin ile tedavi edilmelidir (43).
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Sekil 2: Tip-2 diyabetin fizyopatolojisi (42)

2.1.4. Diabetes mellitus’un Komplikasyonlar:

Gerek tip-1 gerekse tip-2 diyabette akut ve kronik donem
komplikasyonlari goziikmektedir. Diyabetin akut donemdeki en dnemli
komplikasyonlar1 hiperglisemi ile hipoglisemi ve bunlara bagl olarak koma
durumlanidir. Akut hipoglisemi otonomik sendromlar (terleme, titreme, ¢arpinti,
aclik gibi) veya néroglikopenik sendromlar (koordinasyon ve konsantrasyon
zorlugu gibi) gelismektedir. Diyabetik ketoasidoz 20 yasin altindaki hastalarda

oltimciil olabilir. Diyabetik ketoasidoz klinikte susama, poliiiri, mide bulantisi,
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kusma, dehidroksi, asidotik nefes, hipotermi isaretleriyle eslik eden abdominal
agriyla karakterizedir. Hiperosmolar non-ketoasidotik durum, genellikle insiiline
bagimli olmayan diyabette goriiliir; glukozu fazla icecekler, diiiretik tedavisi ve

enfeksiyon bu durumun olusmasini hizlandirmaktadir (43,44).

Kronik donemin komplikasyonlar1 ise bir ¢ok sistemi etkilemektedir.
Bunlar1 kisaca 6zetlersek; sinir sistemi komplikasyonlari, kardiyovaskiiler sistem
komplikasyonlari, sindirim sistemi komplikasyonlari, bosaltim sistemi
komplikasyonlari, solunum sistemi komplikasyonlari, oftalmik komplikasyonlar,
iireme sistemi komplikasyonlari, biyokimyasal komplikasyonlar, hematolojik
komplikasyonlar ve farmakokinetik ile ilag¢ metabolizmasina iliskin

komplikasyonlardir (45).

Diyabetik ndropati, kronik déonemde en sik goriilen komplikasyonlardan
biridir.  Diyabetik  noropati, monondropati ve  polindropati  olarak
siiflandirilmaktadir. Monondropati tek veya coklu sinirin etkilenmesiyle sebep
olabilmektedir. Bu ndropati periferal ve kranial sinirleri etkilemektedir.
Polindropati ise duyu, motor ve otonom sinir sistemini etkilemektedir (2). Ayrica
diyabetik otonomik noropati gelisimi, kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve
iirogenital komplikasyonlarin olusumunu hizlandirmasi nedeniyle son derece
onemli bir klinik tablodur (46,47). Simetrik polindropati diyabetik ayak iilserinin

sebeplerinin basinda gelmektedir ve diyabette ayak {ilserinin orami %75-90
kadardir (48).

Kardiyovaskiiler =~ komplikasyonlar diyabette en ciddi gelisen
komplikasyonlardan biridir. Diyabetik hastalarda kardiyak hastaliklarin ve
olimiin artmasinin en 6énemli nedeni kardiyopatinin meydana gelmesidir (49).
Yapilan bazi deneysel calismalarda; alloksan ve streptozotosin diyabetik
siganlarda miyokardin f-adrenerjik agonistlere verdigi yanit1 azaltmistir (50-52).
Bu yanit azalmasinin nedeni, kalpteki B-adrenerjik reseptor sayisinindeneysel
diyabete bagli olarak azalmasidir (51,53,54). Kalpteki p-adrenerjik yanitlardaki bu
azalma deneysel tip-2 diyabetik siganlarda da gériilmektedir (55). Insiilin tedavisi
her iki tip deneysel diyabete bagli olarak kalpte goziiken bu degisimleri normalize

etmektedir (52,55). Ayni sekilde gliburid tedavisi kalpteki B-adrenerjik yanit
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azalmasini dnlemektedir (54). Insiilinin bu etkisine biiyiik olasilikla tiroid
hormonlar1 aracilik etmektedir, ¢clinkii insiilin tedavili hayvanlara uygulanan
tirodektomi B-adrenerjik yanit azalmasii dnlemektedir (52) ve in vitro insiilin
tedavisi deneysel diyabete baglify -adrenerjik yanit azalmasini diizeltememektedir
(56). Vanadat tedavisi de deneysel diyabete bagli kardiyak B-adrenerjik yanit
azalmasini normalize etmektedir (57). Miyokardin kalsiyuma verdigi inotropik
yanitlar da azalmaktadir. Buna neden olarak, kalp kasi hiicresi sarkoplazmik
retikulumunun kalsiyumu yeterince alamamasi ileri siiriilmektedir (50,58). Ayrica
diyabetik si¢an atriyumunun o,-adrenerjik cevaplari kontrole gore artmaktadir ve
adenozin yanitlar1 da degismektedir (59-61). Bu degisimler klinikte gézlenen

kardiyopatinin nedeni olmas1 kuvvetle muhtemeldir.

Bunun disinda endotel fonksiyon bozukluklarinin diyabetik damar
hastaliklarinin patogenezinde anahtar rol oynadigr ve bunun bir ¢ok nedeni
olabilecegi bildirilmistir; EDRF (nitrik oksit; NO)’nin yikiminda artma, damar
diiz kasinda EDRF’nin duyarliliginin azalmasi1 veya EDRF’nin salinmasinda
problemler gibi (62). Bir baska calismada diyabetin serebral arteriyollerin ve
baziler arterlerin genislemesini zayiflattig1 gosterilmistir. Muskarinik reseptorlerin
aktivasyonuna bagli olarak serebral kan akimindaki artis da diyabet ile
zayiflamaktadir. Bazi deneysel ¢aligmalarda ise NO iiretiminin diyabette normal
oldugu gosterilmistir. Son ¢alismalarda da hipergliseminin endoteliyal NO mRNA
seviyesini, protein ve enzim aktivitesini degistirmedigi bildirilmistir. Bu durumda
belki endotele bagl gevseticilerin etkisi reaktif oksijen tiirlerinin fazla

olusmasiyla zayiflamaktadir (63).

Diyabet ¢ok onceden kesfedilmesine ragmen, diyabetik retinopati ancak
1955 yilinda Jager tarafindan ortaya konmugtur. Retinopatinin gelismesinde de en
onemli ve Oncelikli faktor diyabettir. Diger faktorler ise zayif kan akima,
hipertansiyon, hamilelik, renal hastaliklar ile sigara veya alkol kullanimidir.
Ancak 1iyi kontrol altinda tutulmus diyabet ve insiilin tedavisi, retinopatinin
olusmasi veya ilerlemesini geciktirmektedir. Ayrica diyabetik nefropati de,

proliferatif retinopatinin olugsmasina neden olabilmektedir (2,64).

14



Diyabetik hastalarda, hastaligin uzun siireli devaminda kronik renal
bozukluklar olabilmektedir. Bu etkileme hem idrar kesesi hem de bdbreklerde
ortaya ¢ikmaktadir. Streptozotosin diyabetik siganlarda renal fonksiyonda ve
yapisindaki degisiklikler renal hemodinamik degisikler, glomeriiler yap1
degisiklikleri ve tubiiler yap1 degisiklikleri seklinde goziikmektedir (2). Ayrica
diyabetik siganlarda diyabete bagli olarak alinan sivi miktari, miksiyon siklig1 ve

her miksiyonda ¢ikan idrar voliimiinde artiglar gézlenmistir (65).

Sindirim sistemi organ ve dokular1 da diyabetten etkilenmektedir.
Diyabetik diyare yemeklerden sonra ve/veya geceleri belirginlesip hastaya sikinti
vermektedir. Bu diyare genellikle araliklarla, bazen de konstipasyon donemlerinin
ardindan goriilmektedir (66,67). Diyabetik diyarede artmis peristaltik aktivite,
bagirsaklardan hizli gecis ve azalmis intestinal tonus goézlenmisken baska bir
calismada ileumdan yavaslamis gecis ve diger bazi calismalarda da intestinal
tonusda degisim olmadig1 gozlenmistir (68-72). Alloksan diyabetik sicanlarda
yapilan deneysel ¢alismalarda, diyabete bagli olarak hem bazal hem de histamin
ile olusturulan gastrik asid sekresyonlarinin azaldig1 saptanmistir (73). Uygulanan
gelismis biyoistatistik yontemler sayesinde, histamin ile siganlarda olusan gastrik
asid salimmminin direkt etki ve vagal refleks olmak tizere iki komponentin de

diyabete bagli olarak azaldig1 saptanmistir (74,75).

Ozetle, diyabetin uzun siireli komplikasyonlarinda, gérmenin potansiyel
kaybiyla retinopati, renal yetersiz ile nefropati, ayak iilserleri, periferal néropati,
seksiiel disfonksiyon, gastrointestina ve kardiyovaskiiler sendromlar ile otonomik
ndropati goriilmektedir (38). Tiim bu komplikasyonlar ancak cok iyi glisemik

kontrol, siki takip ve tedavi ile biraz olsun dnlenebilmektedir.

2.2.Kolinin Yapisi, Sentezi ve Genel Ozellikleri
2.2.1. Kolinin Yapisi:

Kolin (2-hidroksi-N,N,N-trimetiletanolamin), Onemli islevi bulunan
kolinerjik norotransmitter asitilkolinin 6nmaddesidir. Kolin pozitif yiikli
kuarternar bir bazdir. Ayrica tim hiicre membranlarinda fosfatidilkolin,

sfingomyelin ve plazmalojenlerin polar alt birimini olusturur. Hidrofilik bir
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molekiil olmas1 nedeniyle baz hali sividir. Ayn1 zamanda kloriir ve tartarat tuzu

seklinde ticari formlar1 bulunmaktadir. Molekiil agirligi 105 gr’dir (Sekil 3).

CH3

|
CH; — N"— CH,— CH, — OH

|
CH;

Sekil 3: Kolinin molekiiler yapisi

2.2.2. Dolasimdaki Kolin Kaynag:

Dolagimdaki kolinin baslica kaynagi1 gidalardir. Gidalarda kolin serbest
kolin ya da kolin igeren bilesikler seklinde bulunur. Yumurta sarisi, etli besinler
ve soya fasulyesi gibi besinler kolin bakimindan 6zellikle zengindir. Ayrica kolin
membran fosfolipidlerinin yikilmasindan ve sinaptik araliga salinan asetilkolinin

hidrolize olmasindan da olusabilir (13-17).

2.2.3. Kolinin Biyosentezi:

Kolinin viicuttaki baslica sentez yeri karaciger ve bobreklerdir. Kolin
sinirht bir sekilde beyin noéronlar1 tarafindan da sentezlenir (16). Kolin hiicre
membraninda bulunan fosfatidilkolinden enzimatik yollarla olusur. Sekil 4’te
gorildiigiiizere fosfatidilkolinden serbest kolin olusumu birka¢ yolla olur.
Bunlardan birincisi, fosfolipaz D enzimi etkisi ile kolinin fosfatidilkolinden
serbestlesmesi yoludur. Ikinci yolda, fosfatidilkolinden fosfolipaz A, etkisiyle
once lizofosfatidilkolin olusur. Takiben lizofosfolipaz etkisi ile lizofosfatidilkolin
gliserofosfokoline ve gliserofosfokolin fosfodiesteraz etkisi ilede serbest kolin
doniisiir. Ugiincii yolda ise, fosfolipaz C etkisi ile dnce fosfokolin ve takiben de

alkalen fosfataz etkisi ile serbest kolin olusmasidir.
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Sekil 4: Fosfatidilkolinden kolin sentezi. PLA,: Fosfolipaz A, LPCAT: Lizofosfotidilkolin
asetiltransferaz, LPL: Lizofosfolipaz, GPD.: Gliserofosfokolinfosfodiesteraz, GCPD:
Gliserofosfokolin kolinfosfodiesteraz, PLC: Fosfolipaz C, PLD: FosfolipazD, CPT:
Kolinfosfotransferaz, CT. Sitidiltransferaz, CK: Kolin kinaz, AP: Alkalen fosfataz, CAT: Kolin

asetiltransferaz.

Ayrica, beyinde sinirli olmakla beraber “baz degisimi” adi verilen bir

reaksiyonla fosfatidilkolinden kolin sentezi gerceklesir.

2.2.4. Dokulara ve Kolinerjik Noronlara Kolin Saglayan Faktorler

Dokular dolasimdaki kolini ya aktif transportla ya da diffuzyonla alinir
(13,14,16). Dokulara alinan kolin baslica 3 yolla (oksidasyon, fosforilasyon ve

asetilasyon) metabolize olur.
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Sekil 5: Kolinin metabolizmast

Dolasimdaki kolin kan beyin bariyerini rahatlikla gecer ve beyin
hiicrelerine girer. Bu gecis muhtemelen kapiller endotelde yerlesik iki yonlii bir
transport sistemi ile gergeklesir. Transport sistemi normal kosullarda plazmadaki
kolin tarafindan doyurulmamistir ve plazma kolin konsantrasyonu digaridan kolin
verilmesi ile arttirilmadik¢a net kolin akisinin yonii beyinden venéz dolasima
dogrudur (16). Dolasimdaki kolin konsantrasyonlarinin arttirilmasi1 beyin kolin
konsantrasyonlarinda yiikselmeye neden olmaktadir (76,77). Dolasimdaki kolin
konsantrasyonlarinin yiikselmesi beraberinde beyin ekstraselliiler aralifina gegen
kolin miktarin1 arttirmaktadir. Ekstraselliiler araliktaki kolinin nérona alinmasi

baslica iki transport sistemi araciligi ile olmaktadir.
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1)Yiiksek afiniteli transport sistemi: Sodyum iyonuna bagimli olup
kolinerjik noron terminalerinde bulunur. Fizyolojik plazma ve beyin kolin
konsantrasyonlarinda bu sistem doyurulmustur. Yiiksek afiniteli transport sistemi
ile kolinerjik ndronlara kolin alinmas asetilkolin sentezinde dnemli bir basamagi
olusturur (78). Kolinin kolinerjik norénlara yiiksek afiniteli transport sistemi ile
geri alinmas1 hemikolinyum-3 (HC-3) ile bloke edilir(78,79). Busistem
asetilkolinin hidrolize olmasi ile ortaya ¢ikan kolinin yeniden kullanilmasinda

Onemlidir.

2)Diistik afiniteli transport sistemi: Sodyum iyonuna bagimli olamayip
kolinerjik néron govdelerinde yerlesik durumda bulunur ve normalsartlarda
doyurulmamistir (8 0). Bu sistemin esas olarak fosfatidilkolin ve diger

fosfolipidler i¢in gerekli olan kolin destegini saglar (81).

2.2.5. Asetilkolinin Sentezi ve Kolin Uygulamasina Etkileri

Kolin, nérotransmitter asetilkolinin hem yikim {iriinii hem de biyosentetik
on maddesidir. Asetilkolin, kolin ve asetil CoA’nin birlesmesi ile olusur.
Reaksiyonu kolin asetiltransferaz enzimi gerceklestirir. Kolinin normal kosullarda
dolagimdaki ve dokulardaki konsantrasyonlar1 genel olarak enzimi doyurmak igin
gereken konsantrasyonlarin ¢ok altinda kalir. Bu nedenle beyin kolin ya da asetil
CoA konsantrasyonlarini arttiran tedaviler kolinerjik néronlarin asetilkolin sentez
hizinm etkileyebilir. Dolagimda kolin diizeyini arttiran tedaviler dokularda kolin
(76,77,82) ve asetilkolin sentezi (82,83) ile asetilkolin saliverilmesini (77,83,84)
arttirir. Bu sayede kolinerjik iletide de bir artis gozlenir (85,86). Kolinerjik iletinin
bu yolla artis1 kolinerjik néronlarin aktivasyonuna neden olan durumlarda da

belirgindir (87,88).

Kolinerjik néronlar, asetilkolin sentezi i¢in kullandig1 kolini genel olarak
su yollarla temin eder. Birinci yol diyet ile alinan ve karacigerde fosfolipidlerden
sentezlenen kolin, dolasimdan beynin ekstrasellular araligina gecer ve uptake
mekanizmalari ile ndronlara alinarak asetilkolin sentezinde kullanilir. Tkinci yol
dolagimdan saglanan  fosfatidilkolinin ndronlara alinmast ve burada

fosfatidilkolinin yikimi sonucu ortaya ¢ikan kolindir. Uciincii yol sinaptik araliga
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salinmis olan asetilkolinin, asetilkolinesteraz enzimi ile yikilmasi sonucu olusan
kolindir ve bu yoldan temin edilen kolin ilk yoldaki gibi uptake sistemi ile nérona

alinir. Dordiincti yol ise beyinde endojen olarak sentezlenen kolindir.

Kolinerjik noronlar kolini iki metabolik yolakta kullanir. Bunlar
fosforilasyon yolagiile fosfolipidlerin sentezi ve asetilasyon yolagi ile asetilkolin
sentezidir ( 16,89). Noronlar fizyolojik olarak aktifken asetilasyon yolagi 6n
plandadir ve kullanilabilir kolin asetilkolin sentezine yOnlendirilir (17). Eger
herhangi bir sekilde kolin kaybi1 ya da atilimi olursa membran fosfolipidleri
ozellikle fosfatidilkolin bir kolin kaynagi olusturmak i¢in yikima ugrar. Sigan
striatal dilimlerinde asetilkolin saliminin stimulasyonu fosfatidilkolini de igeren
membran fosfolipidlerinde bir azalmaya neden olmustur(90). Bu azalma
inkiibasyon ortamina kolin eklenmesi ile Onlemistir (90). Bu da, kolinerjik
noronlar aktive edildiginde asetilkolin sentezlemek icin daha fazla koline ihtiyag
duyduklarini ve bu artis gereksinimi icin kullanilabilir kolin kaynaginin sinirl
oldugu durumlarda gereken kolinin membran fosfolipidlerinin yikimi ile
saglandigini diisiindiirmektedi (90). Beyin dilimlerinde in vitro kosullarda yapilan
caligmalar, uyarilma kosullarinda eger yeterli kolin saglanirsa hem kolinerjik
noronlarin daha fazla asetilkolin sentez edip salgilayabildiklerini hem de
membran fosfolipid yikiminin 6nlendigini ortaya koymaktadir (90). Kolin
eksikliginin, membranda fosfatidilkolin ve sfingomiyelin kaybina neden oldugu
ayrica apoptozizin indiiklenmesine yol ac¢tig1 in vitro olarak gosterilmistir (91).
Biitiin bu bulgular, kolinin disaridan verilmesinin fosfatidilkolin hidrolizini ve
kolinerjik noronlardaki, mebran kaybini azaltabilecegini gdstermektedir. Bir kolin
vericisi olan CDP-kolinin ¢esitli néron hasari ile seyreden ¢esitli hastaliklarda, bir
taraftan kolinerjik aktiviteyi arttirirken bir taraftan da membran yikimini azaltip

onarimini arttirmak i¢in klinik kullanim yeri bulmustur (17).
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3. KULLANILAN ANA YONTEMLER

3.1. Deneysel Diyabet Olusturma Yontemleri Hakkinda Bilgiler
Bircok hastalik gibi diabetes mellitus icin de cesitli deneysel modeller
gelistirilmistir. Her ne kadar grup hi¢gbir model tam olarak insanlarda olusan
diabetes mellitus ile tipatip ayni olmasa da bu modeller deney hayvanlarinda
diyabeti arastirmak i¢in son derece kullanislt deney ortamlarini bize sunmaktadir.

Bes farkli diyabet modelinden s6z edebilir (7,45):

1)Cerrahidiyabet modelleri: En eski deneysel diyabet modeli olmasina
karsin glinlimiizde kullanim1 azalmistir, ¢ilinkii pankreasin diffiiz bir organ olmasi
nedeniyle pankreatektomi ancak kopek gibi biiylik hayvanlarda uygun bigimde
yapilabilmektedir. Zahmetli ve pahali olmas1 yontemin giiniimiizdeki uygulama

alanin1 kisitlamaktadir (45,92).

2)Kimyasal diyabet modelleri: Glinimiizde en yaygin kullanilan deneysel
diyabet modellerinden birisidir. Baz1 ila¢ ve kimyasal maddelerin kan sekerinde
ylikselme yaptig1 6tedenberi bilinmektedir. Ornegin, siproheptadin ve lityum
tuzlar1 kullanildig: siire i¢inde diyabet benzeri bir tablo olusturabilmektedir, ancak
bunlarin kullanim1 bittiginde kan sekeri normalize olmaktadir (93). Tek doz
kullanim ile kalic1 diyabet yaptigi ilk saptanan kimyasal madde alloksandir (94).
Daha sonra streptozotosin bulunmustur. Bu iki madde giiniimiizde en ¢ok
kullanilan deneysel diyabet modellerini olusturmaktadir. Bu iki kimyasaldan
birinin neonatal hayvanlara tek doz verilmesi iyi bir tip-2 (insiiline bagimli

olmayan) diyabet modeli ortaya ¢ikarmaktadir (95,96).

3)Genetik diyabetik modeller: Glinlimiizde yaygin bi¢imde kullanilan
diger bir deneysel diyabet modelidir. Ozellikle BB si¢anlar viicutlarinda hig
insiilin tasimadiklarindan ideale yakin bir tip-1 (insiiline bagimli) diyabet modeli

olustururlar (97). ob/ob Fareler ise obez diyabetik bir model olustururlar (98).

4)Viral diyabetik modeller: "Eppstein-Barr" viriisii gibi baz1 virtisler deney
hayvanlarinda diyabet olusturmaktadir. Ancak, bu diyabet aragtirmalar1 i¢in rutin

bir uygulama olmaktan uzak olup model olarak kullanimi1 ¢ok siirhidir (99).

5)Yardimci  diger modeller:  Diabetes mellitus ve  diyabetik

komplikasyonlar ile bunlar iizerine etkili ilag adaylarinin arastirilmasi igin
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yardime1 bagka modeller de bulunmaktadir. Bunlar arasinda glukoz tolerans testi
(seker yiikleme testi) ve glukoz dispozal kinetigi deneyleri de yer almaktadir.
Ozellikle tip-2 diyabette ortaya ¢ikan hiperinsiilinemi ve insiilin rezistansmnin
etkilerini arastirmak icinde fruktoz diyet modelleri gelistirilmistir. Yine diyabetik

katarkt icin bir model olarak galaktoz diyet modelleri gelistirilmistir (100).

3.2. HPLC Hakkinda Bilgiler

Yiiksek performansh sivi kromotografisi (HPLC), bir kromotografi
seklidir. Kromotografik prosesler, mobil faz ve durgun faz arasindaki kiitle
transferinden faydalanarak yapilan ayirma teknikleri olarak tanimlanabilir.
HPLC’de bir karisimin bilesenlerini birbirinden ayirmak i¢in sivi bir mobil faz
kullanilir. Bu bilesenler oncelikle bir ¢oziiciide ¢6ziiniir, daha sonra yiiksek basing
altinda kromotografik kolondan geg¢meye zorlanir. Kolon icinde karisim
bilesenlerine ayrisir, bu ayrisma miktar1 6nemlidir. Ayrisma miktari, durgun faz

ile ¢ozlinen bilesenler arasindaki etkilesimin biiyiikliigiine baglidir.

Durgun faz kolon i¢gine doldurulmus olan hareketsiz faz olarak tanimlanir.
Coziinenlerin mobil faz ve durgun faz etkilesimleri, cok farkli fazlar segilerek
degistirilebilir. Bu sebeple HPLC diger kromotografik sistemlerde
bulamayacagimiz bir kullaniglik gosterir ve bu 6zelliklerinden dolayr kimyasal
karigimlart ayirmak i¢in ¢ok genis bir uygulama alani bulmaktadir. Standart
HPLC donanimi temel olarak 4 bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenler sirasiyla

pompa, enjektor, kolon (sabit faz) ve dedektordiir (101).

3.2.1 HPLC Sistem Tiirleri

1)izokratik sistem

2)Yiiksek basincl gradient sistem
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3.2.2 HPLC’de Ayirma Teknikleri

I)Normal faz (Normal phase-NP) (ilk gelistirilen teknik, kolon polar,
mobil faz apolardir, kullanilan kolonlar silica gel, cyano, amino, diol veya nitro

kolonlardir)

2)Ters faz (Reverse phase-RP) (en sik kullanilan teknik, kolon apolar,
mobil faz polardir, kullanilan kolonlar C18, C8, C4, phenyl, TMS, Cyano’dur)

3)Ters faz iyon ¢ifti (Reverse phase ion pairing-1P)
4)iyon degisim (Ion exchange-IC)
5)Biiyiikliik¢e ayirma (Size exclusion-SEC) (GPC/GFC)

6)Kiral ayirim (Chiral separation)
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4. MATERYAL VE METOD
4.1 Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismalarda Wistar tiirii 7 haftalik disi siganlar (U.U. T1p Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi, Bursa) kullanildi. Sicanlar
calismadan Once labarotuvardaki bakim merkezine alinarak sicakligi (18-24°C) ve
15181 (12 saat karanlik/12 saat aydinlik) ayarlanmis odada 4-6 kadar1 bir kafeste

olacak sekilde su ve yem alimlar1 serbest birakilarak tutuldular.

4.2 Deneysel Diyabet Olusturulmasi

Diyabet olusturulacak 51 adet disi Wistar tiirii deney hayvanlarinin kuyruk
venleri yoluyla 0.1 ml sitrat tamponu (pH=4.5, 0.1 M) i¢inde hazirlanmis tek doz
(60 mg/kg) streptozotosin zerk edildi. Takiben enjeksiyondan 3 giin sonra alinan
kan 6rneklerinden Glukotrend® ile kan glukozu dlgiilerek bakildi. Kan glukoz

diizeyi 270 mg/dl ve iistiinde olanlar sicanlar diyabetik olarak degerlendirildi.

4.3 Deneysel islemler

Kontrol ve diyabetik sicanlar li¢ gruba ayrildilar. 1. grup si¢anlar bir hafta
sonra 2. grup si¢anlar iki hafta sonra ve 3. grup sicanlar ise dort hafta sonra
oldiiriildii. Oldiirme giinii sabah saat 9.00’da yemleri ile sular1 alind1 ve 6gleden
sonra saat 15.00’te baslar giyotinle kesilerek kanlar1sitratli tiiplerde toplandi.
Toplanan kanlar 3000 g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Biyokimyasal
analizler i¢in serumdan 3 set 6rnek (her biri 1 ml kadar) ayrildi. Ayrica serbest
kolin ve kolinin suda erir bilesikleri i¢in serum orneklerinden ekstraksiyon
yapildi. Kisaca; 50 ul serum iizerine, 3 ml metanol + kloroform karisimindan
(1/2:v/v) eklendi. Takiben bu karisim tizerine 950 pl distile su eklendi ve kuvvetle
vortekslendi. Karisim 3-5 saat kadar soguk odada tutuldu. Takiben 6rnekler 2000
g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek iki faz ayrilmasi saglandi. Ust fazdan
(sulu fazdan) 3 set 400 ul o6rnek (serbest kolin, fosfokolin ve gliserofosfokolin

diizeyleri 6l¢iimiimii i¢in) alind1 ve vakum santrifiijunda kurutuldu.
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4.4 Biyokimyasal Ol¢iimler
. Serum Glukoz Ol¢iimii :

Bir set serum drneginden herhangi bir 6n islem yapilmadan glukoz dl¢timii
Abbott Aeroset otoanalizoriinde Abbott firmasi tarafindan tiretilen ticari kitler

(Abbott 7D66-20 30-3085/R3) kullanilarak yapildi.
. Serum Serbest Kolin Ol¢iimii :

Serbest kolin 6l¢iimii i¢in ekstrakte edilen ve kurutulan 6rnekler 100 pl
distile su iginde ¢oziildii. Takiben 10 pl direkt olarak HPLC sistemine enjekte
edilerek [HPLC sistemi; Kit = BAS (Bioanalytical systems) firmasinin
Acetylcholine Choline Assay kiti, Dedektor = EC, Oksidasyon potansiyeli V = 0.3
volt, Tampon = 0.05 M Na;HPO4 (Sodyum Fosfat), pH = 8.5, Akis hiz1 = 1
ml/dak.] daha 6nce tarif edildigi gibi (77) 6l¢iim yapildi.

. Serum Fosfolipidlere Bagh Kolin Ol¢iimii :

Fosfolipidlere bagli kolin herhangi bir 6n islem uygulanmadan dogrudan
10 pl serumda enzimatik olarak mevcut ticari kit (Wako phospholipid; B, Wako
Chemicals Gmbtl, Neuss, Almanya) kullanilarak 6l¢iim daha once tarif edildigi

gibi (102) yapildi.
. Serum Fosfokolin Ol¢iimii :

Serumdan ekstrakte edilen ve kurutulan ornekler tlizerine 50 plenzim
kokteyli [S0 mM Tris-HCL buffer (pH = 8) + MgCl, (I mM) + 5 U alkalen
fosfataz] eklendi ve tiipler 37°C sicak suda 60 dakika bekletilerek fosfokolin ile
kolinin serbestlesmesi saglandi (102-104). 60 dakikalik siire sonunda su
banyosundaki suyun sicakligin1 60-70°C ye ¢ikartildi. Daha sonra her tiipe 50 pl
kaynatilmis H,O eklendi. Bu karisimdan 10 pl direkt olarak yukarida serbest kolin
Ol¢timii i¢in bahsedilen HPLC sistemine enjekte edilerek toplam serbest kolin
Olciim yapildi. Her oOrnekteki toplam serbest kolin miktarindan enzimatik
reaksiyon yapilmadan bulunan serbest kolin miktar1 ¢ikartilarak fosfokolinden

gelen serbest kolin miktar1 daha dnce tarif edildigi gibi (102) hesaplanda.
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. Serum Gliserofosfokolin Ol¢iimii :

Serumdan ekstrakte edilen ve kurutulan Ornekler iizerine 50 plenzim
kokteyli [S0 mM Tris-HCL buffer (pH = 8) + MgCL (1 mM) + 2 U
gliserofosfokolin fosfodiesteraz] eklendi ve tiipler 37°C sicak suda 60 dakika
inkube edildi ve gliserofosfokolinden enzimatik olarak kolinin serbestlesmesi
saglandi (102-104). Siirenin sonunda su banyosundaki suyun sicakligini 60-
70°C’ye c¢ikartild1 ve 6rnekler tizerine 50 pl kaynatilmis H,O eklenip enzimatik
reaksiyonu durduruldu. Bu karisimdan 10 pl direkt olarak kolin 6l¢iimil igin
yukarida serbest kolin 6l¢limii i¢in bahsedilen HPLC sistemine enjekte edilerek
toplam serbest kolin Ol¢iim yapildi. Her oOrnekteki toplam serbest kolin
miktarindan toplam serbest kolinden enzimatik reaksiyon yapilmadan onceki
bulunan serbest kolin miktar1 ¢ikartilarak gliserofosfokolinden gelen serbest kolin

daha once belirtildigi gibi (102) hesaplandi.
. Serum Betain Olciimii :

Betain 6l¢limii i¢in ayrilan serumdan 50 pl alindi ve tizerine 50 pl 100
mmol/L KH,PO4 sonra 900 pul Derivatizing solusyon (100 ml Asetonitril i¢inde
2.5 mmol 18-crown-6 ve 50 mmol 4-bromofenagil bromiir) eklendi vortekslendi.
Sonra 80°C’lik kiivette 90 dakika bekletidikten sonra oda sicakliginda sogutuldu
vortekslendi. Vortekslendikten sonra 2500 g’de 25°C’de 5 dakika santrifiij edildi.
Olusan st fazdan 20 pl direkt olarak HPLC sistemine enjekte edilerek (HPLC
sistemi; Kolon = Alltech firmasinin Adsorbosphere SCX 5 um, 25cm x 4.6cm,
Dedektor = DA, A = 264 nm, Tampon = 22 mmol/L Kolin 900 ml/L Asetonitril
100 ml/L Distile su, Akis hiz1 = 1 ml/dak.) 6l¢tim yapildi.

. Serum Homosistein Ol¢iimii :

Serum homosistein 6l¢imii Abbott Axsym otoanalizoriinde Abbott firmasi

tarafindan iiretilen ticari kitler (Abbott SF51-20 34-3084/RS5) kullanilarak o6l¢iildii.

4.5 istatistiksel Yontemler

Sonuclar ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiki karsilastirmalarda

Student’in t-testi kullanilmistir. Anlamli fark i¢in p<0.05 kosulu arandi.
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S.BULGULAR
5.1 Serum Glukoz Diizeyleri

Diyabetik ve kontrol grubu sicanlarda 4 haftalik deney siiresince serum
glukoz diizeyleri degisimi sekil 6’da gosterilmektedir. Kontrol grubu sicanlarda
120-180 mg/dl olan serum glukoz diizeyleri, b eklenildigiiizere, diyabetik
sicanlarda 400 mg/dl iizerinde bulundu.
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Sekil 6: Diyabetik ve kontrol grubu si¢anlarda serum glukoz diizeyi degisimi. Diyabetik ve kontrol
grubu sicanlar 1., 2. ve 4. hafta oldiiriildiiler ve serum orneklerinde glukoz diizeyleriol¢iildii.

*EEH<0.001, ***p<0.001, ***p<0.001 kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda.
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5.2 Serum Serbest Kolin Diizeyleri

Diyabetik sicanlarda serum serbest kolin diizeyi degisiklikleri sekil 7°de
goriilmektedir. Ik hafta serum serbest kolin diizeyleri diyabetli siganlarda
(16.3£1.2 umol/L) kontrollere (15.9+0.8 umol/L) benzerken, 2. haftada diyabetli
sicanlarda (29.1£5.5 pmol/L) kontrol grubuna gore %58, 4. hafta ise %38
oraninda daha yiiksekti (Sekil 7).
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Sekil 7: Diyabetik ve kontrol grubu sicanlarda serum serbest kolin diizeyi degisimi. Diyabetik ve
kontrol grubu sicanlar 1., 2. ve 4. hafta dldiiriildiiler ve serum orneklerinde serbest kolin diizeyleri

olgiildii. *p<0.05, **p<0.01 kendi kontrolleri ile karsilastirldiginda.
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5.3 Serum Fosfolipidlere Bagh Kolin Diizeyleri

Serum fosfolipidlere bagli kolin diizeyleri diyabetile anlamli degisim

gostermedi (Sekil 8).
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Sekil 8: Diyabetik ve kontrol grubu sicanlarda serum fosfolipidlere bagl kolin diizeyi degisimi.
Diyabetik ve kontrol grubu sicanlar 1., 2. ve 4. hafta oldiiriildiiler ve serum dJrneklerinde

fosfolipidlere bagh kolin diizeyleri 6l¢iildii.
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5.4 Serum Fosfokolin Diizeyleri

Serum fosfokolin seviyeleri diyabetik si¢anlar ile kontrollerde sekil 9°da
goriildiigii gibi  degisim gdostermistir. Serum fosfokolin diizeyleri diyabetli
sicanlarda 2. ve 4. hafta kontrollerden daha (%20-65 oraninda) diisiik bulunmustur
(Sekil 9).
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Sekil 9: Diyabetik ve kontrol grubu sicanlarda serum fosfokolin diizeyi degisimi. Diyabetik ve
kontrol grubu sicanlar 1., 2. ve 4. hafta oldiiriildiiler ve serum drneklerinde fosfokolin diizeyleri

olgiildii. *p<0.05, ***p<0.001 kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda.
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5.5 Serum Gliserofosfoklin Diizeyleri

Serum gliserofosfokolin seviyelerinin diyabetik sicanlarda kontrol grubuna
gore degisimi sekil 10°daki gibidir. Serum gliserofosfokolin diizeyleri 1. ve 2.
hafta %53 ve %58 oraninda diisiik bulunmustur. Dordiincii haftada ise, serum

gliserofosfokolin diizeyleri kontrollere benzer bulunmustur (Sekil 10).
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Sekil 10: Diyabetik ve kontrol grubu sicanlarda serum gliserofosfokolin diizeyidegisimi.
Diyabetik ve kontrol grubu sicanlar 1., 2. ve 4. hafta oldiiriildiiler ve serum dJrneklerinde
gliserofosfokolin diizeyleri Olgiildii. **p<0.01, ***p<0.001 kendi kontrolleri ile
karsilastirildiginda.
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5.6 Serum Betain Diizeyleri

Sekil 11°de gorildiigii gibi diyabetli sicanlarda serum betain diizeyleri
tedrici bir yiikselme gostermis ve 4. hafta kontrollere gore %61 oranlarda anlamli

(p<0.001) olgtide yiikselmistir (Sekil 11).
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Sekil 11: Diyabetik ve kontrol grubu si¢anlarda serum betain diizeyidegisimi. Diyabetikve
kontrol grubu sicanlar 1., 2. ve 4. hafta dldiiriildiiler ve serum drneklerinde betain diizeyleri

olciildii. ***p<0.001 kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda.
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5.7 Serum Homosistein Diizeyleri

Serum homosistein diizeyleri sekil 12°de goriildiigi lizere diyabetik
sicanlarda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diistii. Bu diisiis 1. hafta
diyabetli si¢anlarda kontrol grubuna gore %38, ikinci hafta diyabetli sicanlarda
kontrol grubuna gore %34, dordiincii haftada ise diyabetli siganlarda kontrol

grubuna gore %43 oraninda gergeklesti (Sekil 12).
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Sekil 12: Diyabetik ve kontrol grubu sicanlarda serum homosistein diizeyi degisimi. Diyabetik ve
kontrol grubu sicanlar 1., 2. ve 4. hafta oldiiriildiiler ve serum érneklerinde homosistein diizeyleri

olgiildii. **p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.001 kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda.
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6.TARTISMA

Bu bulgular streptozosin ile deneysel diyabet olusturulmus sicanlarda
dolasimdaki serbest kolin ve kolin i¢eren bilesiklerinin degistigini gostermektedir.
Serumdaki  serbest kolindilizeyi  diyabette  yiikselirken, fosfokolin ve
gliserofosfokolin diizeylerinde diisme gézlenmistir. Kolinin oksidasyonuile
olusan betain ise diyabetik sicanlarda ylikselmektedir. Serum homosistein
diizeylerinde anlamli bir azalma oldugu bulunmustur. Ancak, s erum
fosfolipidlerine bagli kolin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir diizey

degisimi saptanmamustir.

Bu bulgular deneysel diyabet sirasinda periferik ve merkez sinir
sisteminde kolinerjik sistemlerle ilgili baz1 parametrelerde gozlenen degisiklerle
genel anlamda uygun olup bu baglamdaki ¢aligmalarn genisletir niteliktedir.
Periferik sinir sistemi dikkate alindiginda motor sinirler, pre-ganglionik otonomik
sinirler ve post-ganglionik parasempatik sinirler sinaptik asirimda nérotrnasmitter
asetilkolini kullanir ve bu nedenle “kolinerjik” sinirlerdir. Onceki calismalarda
diyabetik siganlarda periferik motor sinirler (105-110), otonomik parasempatik
(111-121) ve sempatik (122) sinir sistemi ile sinaptik olaylarda ve foksiyonlarda
cesitli degisikler gozlenmistir. Streptozosine bagli deneysel diyabette motor
sinirlerde uyari ile saliverilen asetilkolin “quant” sayisinda yariya yakin (%43
gibi) azalma (106), pre-sinaptik bolgede vezikiil sayisindaileri derece kayip
(107,109), post-sinaptik asetilkolin reseptorlerinde azalma (110) ve sinir bolgesi
arteriollerinde asetilkoline bagli genislemede zayiflama (108) gdsterilmistir.
Streptozosine bagli deneysel diyabette kalp (105,123,124), pankreas (111,114),
miyenterik pleksus (121), mide (122), ileum (115,117,118,120), trakea (113,115)
ve mesane (116,119) gibi cok cesitli otonomik-parasempatik bolgelerde ve
sempatik (122) kolinerjik fonksiyonlarda bazi ciddi degisimler oldugu
bildirilmistir (105,111-124).

Streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulmasini takiben merkezi
kolinerjik sistem fonksiyonlarinda da degisiklikler bildirilmistir (125-134).
Diyabetik siganlarda kan beyin bariyerinden beyine kolin taginmasi azalir (126).

Streptozotosin ile diyabet olusturulmus sicanlarda birinci ve ikinci haftalarda
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striatal ve hipotalamik asetilkolin diizeyleri siirli ve gecicisekilde yiikselirken
(125), striatal beyin dilimlerinden in vitro kosullarda potasyumla (25 mM)
uyarilmis asetilkolin saliverilmesi baskilanir (127). /n vivo beyin mikrodiyaliz
caligmalar1 streptozotosin ile hipotalamik bolgede atropinle uyarilmis asetilkolin
saliverilmesinin azaldigini1 gostermistir (128). Streptozosin verilmis si¢anlarda
hipokampusta kolin asetiltransferaz enzim aktivitesi azalirken (130) medulla
spinalisteki muskarinik reseptorlerde artar (132). Streptozotosin ile diyabet
olusturulmas1 sonras1 merkezi kolinerjik sistemin bellek (134) ve bilissel islevlere
etkisi zayiflar (130), kan basincimi diizenleyici etkisi giigsiizlesir (125) ve

antinosisepsiyona etkisi siddetlenir (129,131-133).

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar, dolasimdaki serbest kolin
diizeylerinin yiikseldigini gostermektedir. Dolagimdaki kolin diizeyi dolasima
devamli olarak giren ve ¢ikan kolin miktarina bagli olarak degisir. Bu nedenle
diyabetli sicanlarda artmis kolin diizeyi dolasima giren kolin diizeyindeki
ylikselme ya da dolasimdan uzaklastirilan kolin de diisme ile baglantili olabilir.
Dolasimdaki kolinin bilinen baglica kaynaklari, gidalar, karacigerde sentezlenen
kolin bilesikleri, asetilkolin ya da membran fosfolipidlerinden hidrolize olmus
kolindir. Bizim ¢aligmalarimizda siganlarin gece gida alimlar1 serbest tutulmus ve
sabah saat 09.00 siralarinda gidalari alimarak 6 saat kadar gidadan uzak
tutulduktan sonra oldiiriilmiislerdir. Ogleden sonraki kan kolin diizeylerinde
gidalardan gelen kolinin hala etkisi devam ediyor olabilir. Ag¢likta kan kolin
diizeyi erigkin siganlarda 10 pM civarinda tutulmaktadir (135-137). Dolayisiyla 6
saatlik gidasiz birakilmis olma tam aclik diizeyine geri doniisii heniiz tam
saglamamis olabilir. Nitekim bizim ¢alismamizda kontrol siganlarda serbest kolin
diizeyleri 12-18 saatlik aclik sonras1 gézlenen (10 pM kadar) diizeyden biraz daha
ylksektir (Sekil 7). Diyabetli sicanlarda daha da yiiksek bulunusu bu si¢anlarin
yemleri alinmadan 6nce kontrollere gore daha fazla yem almis olmalarinin bir
yansimast olabilir. Ancak serbest kolin diizeylerinin ytlikselmesi, ne fosfolipidlere
baglh kolin diizeylerinde, ne de fosfokolin diizeylerinde bir artis ile beraber
seyretmistir. Eger gidalarla alim fazlaligindan bir etki olmus olsayd: gidalarla
daha ¢ok kolin bagli kolin halinde, fosfolipid olarak, alindig: i¢in serbest kolin

artisginin fosfolipid artis1 ile beraber olmasi beklenirdi. Ayrica oral yolla alinan
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serbest kolinin hizla fosfokoline doniistiigii ve kolin verilmesini takiben
dolasimda serbest kolinle beraber (85) fosfokolinin de arttig1 gosterilmistir (138-
141). Dolayisiyla eger artmis kolinin tek kaynagi diyabetli siganlarin daha fazla
yem yemis olmalar1 ile baglantili ise serbest kolin ile beraber fosfokolinin de
artmis olmasi beklenirdi. Oysa ¢alismamizda serbest kolin artis1 (Sekil 7) genel
olarak fosfokolin diizeyinde bir artma ile degil tersine azalmaile berber
seyretmistir (Sekil 9). Bu bulgulardan dolay1 diyabetli siganlarda gézlenen yiiksek

serbest kolin diizeyi tek basina daha fazla gida alimi ile agiklanamaz.

Dolasimda diyabetli siganlarda gézlenen serbest kolin artis1 kolin igeren
fosfolipidlerin, (fosfatidilkolin, sfingomyelin ve lizofosfotidilkolin gibi) yikiminin
artmas1 ile olmus olabilir. Ancak bu olasilikta pek gecerli gibi goriinmemektedir.
Her seyden 6nce serum fosfolipidlere bagl kolin diizeylerinde bir azalma yoktur.
Ayrica fosfolipid yikimi ile olusan diger bir kolin iceren ara bilesika-
gliserofosfokolindir. Eger serbest kolinin yiikselmesi kolin igeren serum
fosfolipidlerinin yikiminin artmasi sonucu geg¢eklesmisise, yikim iirlini a-
gliserofosfokolinin de serbest kolin ile beraber biraz yiikselmesi beklenir. Oysa
calismamizda serum a- gliserofosfokolin diizeyi artmamuis, tersine azalmis ya da

azalma egilimi gostermistir (Sekil 10).

Dolasimdaki kolin karaciger ve bobrekler tarafindan metabolize edilir ve
dokularca almmarak membran fosfolipidlerine, nérotransmitter asetilkoline ve
betaine doniistiiriiliir. Dolayisiyla diyabetli siganlarda gdzlenen yiiksek serbest
kolin, metabolizmanin yavaslamasindan ve dokularca kolinin dolasimdan
alinmasinin azalmasindan olabilir. Kolinin oksidasyon ile betaine doniismesi ve
fosforilasyon ile fosfokoline doniismesi biiylik oranda karaciger ve bobreklerde
gergeklesir. Diyabete bagli karaciger ve bobreklerde sinirli fonksiyon bozulmasi
kolin metabolizmasma yansimis olabilir. Nitekim dolasimda serbest kolin
diizeylerinin yiikselmesi ile beraber fosfokolin (Sekil 9) diizeylerinde goézlenen
distisler kolinin karacigerde fosforilasyon ile fosfokoline doniismesinin
yavasladigini isaret etmektedir. Dolasimdaki betain diizeylerinin degismemesi (1.
ve 2. haftalarda) ya da yilikselmis olmasi (4. hafta) ise, tersine kolinin

oksidasyonla betaine donlismesinin azalmadigin1 géstermektedir.
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Deneysel olarak streptozotosin ile diyabetik yapilmis sicanlardaplazma
betain diizeyleri ile ilgili, bizim bilgilerimize gore, daha dnce yapilmig bir ¢calisma
yoktur. insanlarda yapilmis c¢alismalarda ise, idrarla betain atilmasindaartma
oldugu (142,143) ama plazma diizeylerinindiyabetle degismedigi bildirilmistir
(142,143). Insanlardaki ¢alismalarda idrarla atilmanin hiperglisemi ve HbAlc ile
iligkili oldugu ileri siiriilmiis ise de (143) koyunlarda yapilan bir ¢alismada idrarla
atilma ile hiperglisemi arasinda iligki bulunamamistir (144). Biz bu tez
calismamizda streptozotosin verilmis siganlarda serum betain diizeyinde 4.
haftada ileri derece ve anlamh bir yiikselme gozledik (Sekil 11). Dolasimdaki
betainin kaynag1 gidalardir ve insanlarda gida ile alinan miktara gore kandaki
betain diizeyleri degismektedir (145,146). Bu nedenle diyabetli sicanlarda fazla
gida alinmasina bagl olarak kandaki betain diizeyleri yiikselmis olabilir. Betain
serbest kolinin iki basamakli oksidasyonuyla da olusur. Ik basamakta kolin, kolin
oksidaz ile betain aldehite takibende 2. basamakta betaine dontisiir (147).
Sicanlarda serbest kolin artisina bagli olarak bu yolla olusan betain de artmis ve
bu serum betain diizeyine yiikselme ile yansimis olabilir. Dolasimdaki betain
cesitli dokular tarafindan aktif olarak alinir (147). Betain ayrica metil
metabolizmasina girer ve betaine-homosistein S-metiltransferaz enzimi etkisi ile
homosistenin metionine doniismesinde metil verici olarak davranir (147). Betain
tedavisi dolasimdaki homosistenin diizeyini diisiiriir. Siganlarda betainin bu yolla
kullanilmasiazalmig ve betain yiikselmis olabilir. Ancak bizim g¢alismamizda
serum homosistein diizeyleri de diismiis bulundugundan goézlenen betain
yiikselmesinin bu metabolizma yolunun yavaslamasindan kaynaklandigini
sOylemek miimkiin degildir. Bu goriisle uyumlu olarak yakin zaman 6nce betaine-
homosistein ~ S-metiltransferaz enzimi aktivitesinin streptozotosin verilmis
sicanlarda 3-4 kat yiikseldigi gosterilmistir (148). Bu bulgular beraberce ele
alindiginda idrarla atilmanin ve metil verici olarak kullanimin yilikselmesine
karsin serum betain diizeyinde yiikselme goriilmesi, serbest kolinin betaine

dontistimii ya da gidalarla betain aliminin artmis olmasi ile agiklanabilir.

Diyabetik siganlarda serum homosistein diizeyinde gozlenen diisiis (Sekil
12) Onceki c¢alismalarla (148-151) uyumludur. Homosistein diizeyindeki

streptozotosin ile gdzlenen diisiisiin insulin tedavisi ile diizeldigi gdsterilmistir
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(149,151). Homosistein diizeylerindeki diisiisler karacigerde sistationin f-sentaz
ve sistationin y-lizaz aktivitelerinde artiglarla beraber bulunmus (148,149) ve
homosistein diislislinlin karacigerde transsiilfiirasyon yolu ile homosisteinin
sistationin ve sisteine doniigmesinin hizlanmasina bagli olabilecegi telkin
edilmistir (148,149). Onceki baz1 calismalarda gdsterilememis olmakla beraber
(149,152), son zamanda yapilan bu c¢aligmalarda streptozotosin verilmis siganlarda
karacigerde betaine-homosistein  S-metiltransferaz  aktivitesinin de arttig
(149,153,154) ve betainden metil gurubu aktarimi ile homosisteinin metionine
dontisiim yolunun hizlandigi bildirilmistir (148). Bizim ¢aligmamizda da betaine-
homosistein S-metiltransferaz yolu icin gerekli betainin dolasimdaki diizeyi
yiiksek bulunmustur (Sekil 11). Onceki ¢alismalarla beraberce ele alindiginda
serum homosistein diisiisiinlin bu aminoasitin re-metilasyonla metionine ve
transsiilfiirasyon yolu ile sistationin ve sisteine doniismesinin hizlanmasina bagh

olabilecegi ileri siiriilebilir.

Diyabetik siganlarda serum serbest kolin diizeylerindeki artisin etkileri
neler olabilir? 30 yila yakindir yapilmis calismalardan biriken deliller kolin elde
edilebilirliginin kolinerjik néronlarda (motor sinirler, parasempatik kolinerjik
noronlar, sempatik pre-ganglionik noronlarda ve merkez sinir sistemindeki)
ndrotransmitter asetilkolin sentez vesaliverilmesini uyardigini
(25,76,77,82,83,90) ve kolinerjik sinapslarda kolinerjik agirimi arttirdigini
gostermektedir (84,88). Butez caligsmasinda kolinerjik sistemle ilgili fonksiyonel
sonuglar incelenmemis olmakla beraber, dolasimdaserbestkolinartisinin
periferik ve merkezi kolinerjik sinirlerde asetilkolin sentez ve saliverilmesini ve
kolinerjik transmisyonu arttirmasi beklenir. Ancak periferik motor ve otonomik
kolinerjik sinapslarda pre-sinaptik bolgede asetilkolin depolayan vezikiil sayisinda
ileri derece kayip (107,109), post-sinaptik asetilkolin reseptorlerinde sayisal
azalma (110) ya da fonksiyonel bozulmalar (105,111-124), dolasimda kolin
artisinin yol acabilecegi etkileri 6nlemis ya da maskelemis olabilir. Merkez sinir
sisteminde koline bagli etkiler icin de bu olasilik gegerlidir. Bilinmektedir ki
dolasimdan beyine ve beyinden sistemik dolasima kolin ge¢isi arteryel kandaki
serbest kolin diizeyi ile ¢cok yakindan iligkilidir. Dolasimdaki serbest kolin diizeyi
14-16 uM kadar oldugunda iki yone dogru (beyine dogru ve beyinden sistemik

38



dolasima dogru) kolin hareketi dengede olup, bu konsantrasyonun altindaki
diizeylerde beyinden kolin kaybi arttarken iistiindeki diizeylerde beyine net kolin
girisi olmaktadir (136,137). Bizim c¢alismamizda belirlenen kolin diizeyleri ile
diyabetik sicanlarda beyine kolin girisinin artmig olmasi beklenir. Ancak
streptozotosin ile diyabet olusturulmus siganlarda kan beyin bariyerinden kolin
gecisinin azaldigi bilinmektedir (126). Bu nedenle serumdaki diizey yiikselmesine
karsin, yine de beyine net kolin gegisi azalmis olabilir. Diyabetik siganlardaki
merkezi kolinerjik sistem fonksiyonlarinda belirlenen bozulmalar [asetilkolin
saliverilmesinin azalmasi (127,128), bellek (134) ve bilissel fonksiyon azalmasi
(130), kan basinci (125) ve agr algilanmasina etkinin zayiflamasi (129,131-133)
gibi] bu olasilig1 desteklemektedir.

Ozet olarak; bu tez ¢alismasinda ilk defa olarak dolasimdaki kolin durumu
serbest kolin, cesitli kolin bilesikleri (kolin iceren fosfolipidler, gliserofosfokolin
ve fosfokolin) ve kolin metabolizmasi ile baglantili betain ve homosistein
diizeyleri ol¢iimii yoluyla siganlarda belirlenmistir. Bulgularimiz dolasimdaki
kolin bilesiklerin deneysel diyabette degistigini gostermektedir. Bu degisikliklerin
kolin ile baglantili temel fonksiyonlara yansiylp yansimadigive diyabet

komplikasyonlarindaki olasi rolleri sonraki ¢calismalarin konusudur.
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