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KOPEKLERDE ALLOKSAN ILE OLUSTURULAN EKSPERIMENTAL Di-
ABETES UZERINDE ARASTIRMALAR "~

Ali Muhtar Tiftik 1 Kursat Turgut 2

Mehmet Giirbilek 3 Mutlu Seving 4

Investigations on Alloxon—lnduced Diabetes in the Dogs N

Summary : In this investigation, nine healthy dogs
weighing from 9 to 20 kg were used. The dogs were made
diabetic by a single intravenous injection of 0.60-0.70
mmol/kg bw of alloxan. Intravenous glucose tolerance tests
(IVGTT) were done at the beginning of the study and in the
second weeks of alloxan injections.

Atthe beginning of the study, the mean values of fasted
plasma glucose and insulin were found to be 4.56 + 0.32
mmol/1 and 9.73 + 2.69 mU/m| respectively. After the alloxan
injections, clear hyperglycemia and decreasing insulin levels
were determined and plasma insulin levels waried between
0-5.33 mU/ml during the study.

In the urinalyses, glucosuria, ketonuria, prgteihuria and
decreased urinary pH levels were observed in the alloxan
diabetic dogs.

After diabetes occured, experimental diets (low high fibre
diets) periode was started. Increasig plasma glucose levels
were determined During the low fibre diet periode whereas
decreasing glucose levels determined in the high diet pe-
riode.

It is concluded that, it is necessary to apply the IVGTT
for the certain diagnosis of diabetes and it is appropriate
the recommend of rye bread for the regulation of
hyperglycemia.

Ozet : Arastirmada 9-20 kg agirlikta 9 adet kopek
kullanildi. Eksperimental diabet meydana getirmek amaciyla
0.60-0.70 mmol/kg oraninda alloksan tek noz olarak intra
vendz yolla enjekte edildi. Deneme baslangicinda ve alloksan
enjeksiyonundan sonra ikinci haftada olmak lzere iki kez
intra vendz glikoz tolerans testi (IVGTT) uygulandi.

Deneme baslangicinda aglik piazma glikoz ortalamas:
4.56 + 0.32 mmol/1 ve insilin dizeyi de 9.73 + 2.69 mU/
mf{ olarak bulundu. Alloksan enjeksiyonundan sonra ise biittin
képeklerde belirgin bir hiperglisemi ile beraber plazma insdifin
dizeylerinde diismeler tespit edildi ve deneme siiresince
plazma insdilin seviyeleri 0-5.33 mU/ml arasinda degisti,

Alloksan enjeksiyonundan 6nce ve sonra yapilan idrar
analizlerinde diabetik kdpeklerde glikozuri, ketonuri ve

proteinurinin sekillendigi, idrar pH'sinda azalmalarin oldugu
tespit edildi. - _ @

Diabet sekillendikten sonra diisiik ve yiksek fiberoranii ;
diyet uygulamasina gegildi. Disik fiberli diyet uygulanan {
dénemde plazma glikoz seviyelerinde artiglar tespit edildi.
Buna mukabil yliksek fiberli diyet uygulamasinda kan glikoz:;i
diizeylerinde diizenli azalmalarin ortaya ¢iktigi gézlendi.

Sonug olarak kesin diabet teshisinin konulabilmesi iginf
IVGTT uygulamalarinin gerekli oldugu, kan seker diizeylerinin
kontrol altina alinabilmesi iginde fiber orani yiiksek ¢avdar '
ekmedi kullaniminin uygun olacagi kanisina vanldi. j

Girig %

Diabetes mellittus, addison hastaligi, cushing :
sendromu, hipo ve hipertiroidizm gibi metabolik
hastaliklar insanlarda oldugu kadar hayvanlarda da '
gbrulmekte olup (6,10,13,18,22) bunlar arasinda .
képeklerde en sik rastlanilan diabetes mellitus'tur -
ve kopeklerde diabetes insidansinin % 1.52 oldugu ;
bildirilmektedir (10).

Hiperglisemi, glikozuri, ketonemi, ketonuri ve E
ketoasidozis, hiponatremi ve hiperkalemi gibi bulgularln
sekillendigi diabetin klinik muayenelerinde polifaji, :
polidipsi ve poliuri gibi klinik semptomlar goriilmekte |
(3,5,10,12,14), polyneuropathy, patellar reflekslerin :
kaybolmasi gibi farkli anamnez ve semptomlarla da
kargtlagilabilmektedir (12). :

Diabetes mellitustaki hiperglisemilerin  di-{
zeltilebilmesi ve kontrol altina alinabilmesi agisindan.”
diyet uygulamalari 6nemli bir yer tutmakta olup son:-
zamanlarda bu konu lzerinde yogun arastlrmalar;
(1,9,14,15,16,17,26) yapilmaktadir. Diet uy-~
gulamalarinin temel espirisi diyetteki bazi faktérlerin
barsaklardan yag ve total kalori alimini azaltmasudlrr
(26). ¢

Eksperimental diabet olusturmak amaci ile pankreasif;‘f
spesifik olarak etkileyen ve instlin salinimini bloke::

eden alloksan, streptozotocin gibi kimyasal maddelex
i
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damar - ici yolla kullanilmaktadir
(4,5,8,11,14,16,19,20,21,23,24,25) ve alloksanin
képeklerdeki dozunun 0.70 - 1.44 mmol/kg arasinda
oldugu bildiriimektedir (7).

Yapiimasi planlanan bu ¢galigmada, deneysel diabet
olusturulmasi, IVGTT gibi klinik teghise yonelik I&-
boratuvar uygulamalarinin standartize edilmesi ve
diabetik kdpeklerde diyet uygulamalarinin kan glikoz
ve instilin dizeylerine etkilerinin aragtiriimasi plan-
lanmigtir.

Metaryal ve Metot

Hayvan materyali : Galigmada 9-20 kg arasinda
toplam 9 kdpek kullanildi. Deneme éncesi hayvanlar
klinik kontrolden gegirildi ve ¢alismaya engel herhangi
bir hastaliklarinin olmadigi gorildi. Képekler deneme
suresince 6zel tel kafeslerde tutuldu ve yemleri sabah
ve aksam olmak (izere giinde iki kez verildi.

Uygulama : Deneme 6ncesi hayvanlardan kan
ve idrar 6rnekleri toplandi ve gerekli analizleri yapildi.
Daha sonra Kaneko'nun bildirdigi sekilde intra vendz
glikoz tolerans testi (IVGTT) uygulandi. Bu amagla
aclik kanimin alinmasini takiben (0.saat) % 50'lik glikoz
¢Ozeltisinden 0.5 g/kg oraninda i.v. yolla enjeksiyonlar
yapildi. Enjeksiyonlar takiben bir saatlik siire igerisinde
15'er dakika araliklarla kan drnekleri alinarak glikoz
ve insilin dizeyleri élguldi. 1. IVGTT'ni takiben 9
kdpekten ikisine 0.70 mmol/kg, digerierine de 0.60
mmol/kg oraninda Alloksan (Sigma kat. no. 8125)
damar igi yolla enjekte edildi.

Alloksan enjeksiyonunu takiben gtin agir olarak
kan ve glinliik olarak da idrar analizleri yapildi. Aglik
kan glikoz diizeylerinin 8 mmol/1'yi ge¢gmesi (5) Uzerine
ikinci kez IVGTT uygulandi ve elde edilen sonuglara
gére diabet teghisi konuldu. Battin képeklerde diabet
sekillendikten sonra ise diyet uygulamasina gegildi.

Denemede iki farkli diyet uygulandi. Bunlardan
birisini kepeksiz, birinci kalite undan hazirlanmig ekmek,
diderinide % 20 gavdar ve % 20 kepek ilavesi ile lif
(selliloz vb) orani ylkseltiimis olan gavdar ekmegi
tegkil etti.

Ké&pekler ilk 10 glin suire ile kepeksiz ekmek diyetine
alindi, 1,3,6. giinlerde aghk kan &rnekleri ile diyeti
takiben 1. ve 3. saatlerde kan érnekleri toplandi. 9.
gunde de sadece aglk kan numuneleri alindi. 10.
ginden sonra gavdar ekmegi diyetine alindilar ve bu
‘ddnemde de bahsedilen giin ve saatlere paralel za-
manlarda kan numuneleri toplandi. 20 ginlik siire
igerisinde sabahlan her bir hayvandan idrarlar top-
lanarak gerekli analizleri yapildi.

Analizler : Plazma glikoz analizleri Bio-clinica test
kitleri (Bio bak lab. supplies trade and industries inc.)
ile spektrofotometrik (bosch lamp) olarak, instlin
dizeyleri de RIA yolu ile belirlendi. Idrar analizleri igin
Combi-9 test stripleri (Mac Herey-nagel D5610) ile
beraber fehling, rothera, sulfosalisilik asit ve fuschet
reaktifleri kullanidi.

Bulgular

Deneme baslangicinda képeklerin aglik plazma
glikoz ortalamalarn 4.56 = 0.32 mmol/1 ve insilin
dlzeyleri de 9.73 = 2.69 mU/mi olarak bulundu.

0.70 mmol/kg dozunda alloksan enjekte edilen iki
kdpekten bir tanesi bir saat igerisinde kusmaile baglayan
akut toksisite belittileri gésterdi ve 1 saat igerisinde
komaya girerek 6ldi. Digerinde de 24 saat sonra
toksisite belirtileri gézlenmesi ve semptomiarin inatci
bir sekilde devam etmesi Uizerine bu képekte galismadan
gtkartildi ve otopsiye alindi. Otopsi éncesi yapilan
analizlerde plazma glikoz diizeyinin 11.2 mmol/l'ye
Giktigr ve glikozuri (++++) sekillendidi belirlendi.
Otopside makroskobik olarak karacigerde distrofi,
mide ve duedenumda petesiyel kanamalar ve hemorajik
gastroenteritis tespit edildi.

0.60 mmol/1 oraninda alloksan enjeksiyonu yapilan
diger kdpeklerde 3. gunden itibaren glikozuri (+++,
++++) $ekillendi ve ilk haftada poliuri ile polidipsi belirgin
semptomlar olarak kendini gdsterdi. Kan glikoz di-
zeylerinde duzenli bir artis gbzlendi ve ikinci hafta
igerisinde bazi koépeklerin kan seker seviyeleri 20
mmol/1'nin Gizerine ¢ikti. Bu dénemde yapilan2. IVGTT
sonucunda képeklerin diabetik olduklarina karar ve-
rildi.

Alloksan enjeksiyonu dncesi ve sonrasi yapilan
IVGTT sonuglan Tablo 1'de sunuldu. Diyet uygulamasi
dénemlerinde plazma glikoz ortalamalar ve degisim
oranlar Tablo 2'de gdsterildi.

Tablo-1 Alloksan enjeksiyonu 6ncesi (1.) ve sonrasi (2.) yapilan
IVGTT'de ortalama plazma glikoz ve insiilid di-
zeyleri

Zaman 1. IVGTT 2.IVGTT

Glikoz mmolit  Insiilin muit Glikoz mmolyt  Insillin murt

[ 456 + 0.32 9.73+263 17.20+4.26 1.76£0.58
15. dak. 1270£1.25  27.33+6.92 22.06 +3.88 2.05+0.48
30. dak. 8.07 +1.08 16.531 429 2227+3.79 2.47£0.57
45, dak. 6.50+0.75 10.54+1.30 21.30 £ 4,01 3.03+085
60. dak. 5.41+0.55 10.39+1.07 2120+£3.86 . 3.31+0.80
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Tablo-2 Alioksan-diabetik kopeklerde kepeksiz ekmek ve cavdar
ekmeginin plazma glikoz diizeylerine etkisi ve plazma
glikoz ortalamalarindaki % artig () ve azalig (,.) oran-

lan
Kepeksiz ekmek Gavdar ekmegi
Zaman (Fiber orant digik) (Fiber orani yUksek)
Glkoz % Azalma (V) ve Glikoz ~ % Azalma( )ve
mmol1 artig ¢) orani mmoll  arig( )orani
1. glin aglk 1238+ 5.32 — 12751 4.56 —
Diyetsonrast  20.32+3.01 64.14 (4 18421375 4447 (A
1. saat :
Diyetsonrast ~ 22.45£4.75 81.34 (4 1801t422 41.25(4
3. saat
3. giin aghk 13.40£3.06 8.24(~) 1102348 1357(4
Diyetsonrast  27.10+2.16 118.80(~) 17234342 3513 (A
1. saat .
Diyetsonrass  25.22+2.75 103.72(~) 2397 £2.45 88.00 (4
3. saat .
6. giin aglik 11.70£4.25 12.76 (A 995+325 2196 (4
Diyetsonrasi  23.90£3.12 93.05 (4 1865£6.03  46.27 (4
1. saat
Diyetsonrasy  25.70£2.05 107.59(~) 1942+362 5231 (A
3. saat
9. glin aghk 14.09£5.45 13.81 (4 9.03:3.24 2.18(4

Tartisma ve Sonug

Deneme baglangicinda 4.56 + 0.32 mmol/l olarak
bulunan aglik plazma glikoz ve 9.73 £ 2.69 mU/mli
olarak tespit edilen plazma insilin dizeyleri, saglikli
kdpeklerde bildirilen (10) 3.61-6.55 mmol/l glikoz ve
5-20 mU/ml insulin ddzeyleri ile benzer olarak bu-
lundu.

Diabet meydana getirmek igin kdpeklere uy-
gulanmasi gereken alloksan dozunun 0.70-1.40
mmol/kg oldudu bildirilmektedir (7), Yapilan galismada
0.70 mmol/kg oraninda alloksan uygulanan kdpeklerde
akut toksisite gérilmesi ve bu képeklerden birinin bir
saat igerisinde komaya girerek élmesi Uzerine diger
kdpeklere 0.60 mmol/kg oraninda alloksan uy-
gulanmigtir ve akut toksisite belirtileri gérilmeksizin
kdpeklerde diabet sekillenmigtir. Bu sonuglar arastinicilar
(4,5,8,11,20)'la benzer sekilde, deneysel diabet se-
killendirmek igin kdpeklere uygulanacak alloksan
dozunun 0.70 mmol/kg'dan daha disuk olmasinin
uygunlugunu gdstermigtir. Alloksan enjeksiyonundan
sonra, 8 mmol/1'yi gegen aglik kan glikoz diizeyleri
Caruso ve ark (5) tarafindan diabet baglangici olarak
bildirilmig olmasina, sunulan galigmada da plazma
glikoz diizeylerinin bildirilenden bagka yuksek seviyelere
ulagmasina ragmen kesin teghis igin IVGTT uy-
gulanmigtir. _

Diabetes mellitusta polidipsi, poliliri gibi semptomlara
ilaveten polingropati, distal reflekslerin kaybolmasi
gibi farkhh semptomlar da gdrilebilecedinden
(3,5,10,12,14), kesin teshis igin standart hale getiriimig
IVGTT uygulamalarinin gerekli oldugu bildirilmistir (10).
Sunulan ¢alismada deneme baslangicinda yapilan
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1. IVGTT'de plazma glikozunun yariya dismesi igin
gegen sure (T1/,) 32.05 dakika olarak bulunmusg olup
bu rakam saglikh képeklerde bildirilen (10) 26 + 9 dakika
ile benzerlik gostermistir. 1. IVGTT'de instlin dizeyleri,
plazma glikoz seviyelerindeki artig ve azaliglara paralel
sekilde artmig ve azalmigtir (Tablo 1).

Alloksan uygulanmasindan sonra yapilan 2.
IVGTT'de ise T'/, de§eri 242 dakika olarak bulunurken

instilin dizeyleride 1.76ile 3.31 mu/ml arasinda degisti. -

Bu bulgular Kaneko (10)'ya gére kdpeklerde tip 1
diabetin sekillendigini gdsterdigi gibi, 1. ve 2. IVGTT'leri
arasindaki farkhiliklar da kesin diabetes teghisi igin
IVGTT uygulanmast yéninde arastiricilan (3,10,12)
teyit etmigtir.

Atkins ve ark (3), diabetik kdpeklerden sadece bir
tanesinde proteinuri tespit ettiklerini bildiriderken Kaneko
(10), diabette sekillenen proteinurinin renal kaynakh
olabilecegini belitmektedir. Sunulan galismada, hafif
(+) ve ortadereceli (++) olarak tespit edilen proteinuri,
diabet sekillendikten sonra degismez bir bulgu olarak
kalmigsada enjekte edilen alloksanin bdbrekleri et-
kileyerek proteinuri'ye sebeb olabilme ihtimali di-
stndimustdr. Nygren ve ark (14), alloksan diabetik
ratlarda ketonuri tespit edemediklerini bildirmiglerdir.
Bunun aksine sunulan gahigmada ise bir képekteki
degisken durum harig, digerierinde belirgin ketonuri
sekillenmigtir. Képeklerdeki bilirubin metabolizmasi
geregi (10), hem diabet 6ncesi ve hemde diabet sonrasi
dénemlerde bilirubinuri tespit edilmigtir.

Kesin bir tedavisi olmayan diabetes mellitusta
hiperglisemilerin diizeltilebilmesi igin instilin yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Son zamanlarda ise al-
loksan diabetik kodpeklerde hiperglisemilerin di-
zeltilebilmesinde hepatik glikoz Uretimi ile yagd asidi
oksidasyonunu azattan metil palmoksirat (23,24), bbrek
glikoz esigini diguren floridzin (20) gibi maddeler
Uzerinde galigiimakta olup, bu maddelerin kan geker
diizeylerini azalttigi tespit edilmigtir. Diabeteste kan
sekerinin kontrol altina alinabilmesi igin diyet uy-
gulamalari  (Gzerinde de yodun arastirmalar
(1,2,9,14,15,16,17,26)  yapilmaktadir. Sunulan
aragtirmada da alloksan diabetik kdpeklerde fiber orani
dusik (kepeksiz ekmek) ve yliksek (gavdar ekmegi)
ikifarkl diyetin kan seker diizeylerine etkileri arastinimig

ve gavdar ekmegi uygulamasinda plazma glikoz

duzeylerinde azalmalar tespit edilmigtir (Tablo 2).

Jenkins ve ark (9), fiber orani ylksek bulgur ve :
gavdar ekmegi uygulamasinin instline bagh olan ve

olmayan diabetlilerde kan gekerini digtrdiguna

bildirmiglerdir. Nygren ve ark (14)'da, alloksan diabetik

ratlara disik fiberli gida verdiklerinde kan glikoz
duzeylerinin ikinci ginde % 90'lik bir artig gésterdigini,
yUksek fiberli gida verdiklerinde ise artig oranlarinda
% 40'hk azalma ile % 50 civarinda kaldigini bil-
dirmiglerdir. Sunulan ¢aligmada diyet uygulamalarinin
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plazma glikoz dizeylerine etkisi iki-ayri sekilde de-
gerlendirilmigtir. Aglik kan glikoz dzeyleri de-
Jerlendirildiginde Yuksek fiberli gavdar ekmegi uy-
gulamasi aragtiricilari (9,15) uygun sekilde plazma
glikoz diizeylerinde azalmalara yol agmis, 9. giindeki
aghk kan geker diizeyi baglangigtan % 29 oraninda
dustk kalmigtir (Tablo 2). Kepeksiz ekmek uy-
gulamasinda ise aglik kan gsekerlerinde yikseimeler
tespit edilmigtir. Diyet alimi sonrasinda plazma glikoz
seviyelerindeki artiglar de@erlendirildiginde ise; Nygren
ve ark (14)'na benzer gekilde kepeksiz ekmek alimi
sonrasindakiilk 3 saat igerisinde % 119'a varan artiglar
tespit edilmesine ragmen gavdar ekmegi alimindan
sonraki artiglar enfazla % 88 olmus ve gavdar ekmedi,
artis oranlarinda diigmelere yol agmigtir (Tablo 2).

Aragtiricilar (15), diyetteki fiber orani yukseltiimesi
igin gavdar ekmegi uygulamasinin pratik bir yol ol-
dugunu, diabetik hastalara gavdar ekmegi verildiginde
instlin intiyacinda azalmalar meydana geldigini bil-
dirmiglerdir. Benzer sekilde gahigma sonuglarina
bakildi§inda (Tablo 2) gavdar ekmegi uygulamasinin
aclik kan glikoz dizeylerinde dizenli bir azalma
meydana getirdigi ve bu sekilde kan seker duzeyleri
kontrol altina alinabileceginden, insdlin kullanimina
olan ihtiyacin azalabileceg@i gérilmektedir.

Sonug olarak; Deneysel diabet meydana getirilmesi
amacityla kullanitan alloksan'in képeklerdeki dozunun
0.70 mmol/kg'dan daha digslk olmasi, 0.50-0.60
mmol/kg arasinda kullanilmasinin ise yeterli olacagi
disinulda.

Kilinige getirilen ktgukbag hayvanlarda polifaji,
polidipsi ve poliuri gibi semptomiarla karsilagildiginda,
glikozuri ve-ketonuri gibi bulgular tespit edildiginde
kesin diabet teshisinin konulabilmesi ve tiplerinin ayirt
edilebilmesi igin IVGTT yapiimasinin gerekli oldugu
kanisina varildi. Ayrica elde.edilen sonuglar ve diger
aragtiricilann (2,9,14,15,16,17,26) bildirdikleri géz6énline
alindiginda hiperglisemilerin kontrol altina alinabilmesi
iginfiber (selliloz) oran ylksek gidalarda beslenmenin
uygunluguna karar verildi.
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