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OZET

Streptozotosin ile Indiiklenmis Diyabetik Sican Modelinde Alfa Lipoik Asidin

Beyin Dokusu Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Giris/Amac: Diyabetik komplikasyonlara bagli gelisen ndropati beyin
dokusunda yapisal ve fonksiyonel bozulmalara neden olarak biligsel fonksiyonlarin
bozulmasina yol agmaktadir. Caligmamizda Streptozotosin (STZ) ile indiiklenen
diyabetik si¢anlarda néropatinin mekanizmasini aydinlatmak ve Alfa Lipoik Asit (ALA)
kullaniminin beyin dokusu iizerindeki etkilerini biyokimyasal histolojik ve fizyolojik
acidan incelemeyi amacladik.

Materyal/Metod: 40 adet Wistar albino erkek sigan kontrol, STZ, ALA ve
STZ+ALA olmak iizere dort gruba ayrildi. Diyabet olusturmak icin tek dozluk 50
mg/kg STZ intraperiyonal olarak, ALA 100 mg/kg/giin alt1 hafta boyunca her giin oral
uygulandi. Tedavinin son haftasinda biligsel fonksiyonlar MWM ile degerlendirildi.
Sakrifiye edilen ratlarin beyin dokular1 histolojik ve oksidan-antioksidan parametrelerin
incelenmesi i¢in hipokampiis, korteks, hipotalamus ve striatum yapilarina ayrildi.

Bulgular: MWM ile degerlendirilen bilissel fonksiyonlardaki degisimler STZ
grubunda kontrol ve ALA grubuna gére bozulurken, STZ +ALA grubunda ise sonuglar
STZ grubuna gore diizeldi (p<0.05). STZ grubunda kontrol grubuna goére azalmis olan
SOD, CAT and GSH-Px aktiviteleri STZ+ALA grubunda STZ grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde artti. STZ grubunda MDA ve PC diizeyi artti, STZ+ALA
grubunda STZ grubuna goére azald1 (p<0.05). Histolojik olarak yapilan 1s1k ve elektron
mikroskobik inceleme bulgularimiza goére STZ grubuna ait kesitlerde izlenen 1s1k
mikroskobik ve ultrastriiktiirel hasar ve dejenerasyon bulgularinin STZ+ALA
grubundaki kesitlerde bir kisminin gériilmedigi bir kisminin ise belirgin sekilde azaldig
tespit edildi.

Sonu¢: STZ ile indiiklenen diyabet modelinde rat beyin dokusunda bozulan
oksidan-antioksidan denge sinir hiicrelerinde yapisal bozulmalara neden olarak bilissel
fonksiyon bozukluklarina yol agmaktadir. ALA; antioksidan ve noroprotektif etkisi ile
beyin dokusunda hiicre hasar1 ve bilissel fonksiyonlarin diizeltilmesinde etkili olmustur.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, Streptozotosin, Alfa Lipoik Asit,
Noropati, Beyin
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ABSTRACT

Investigation of Effect of Alpha Lipoic Acid on Brain Tissue in Streptozotocin
Induced Diabetic Rat Model

Background/Aim: Neuropathy due to diabetic complications causes structural
and functional impairments in brain tissue, causing cognitive functions to deteriorate.
We aimed to elucidate the mechanism of neuropathy in Streptozotocin (STZ) induced
diabetic rats and to investigate the effects of Alpha Lipoic Acid (ALA) administration
on brain tissue from biochemical histological and physiological aspects.

Materials and Methods: Forty Wistar albino male rats Control, STZ, ALA and
STZ+ALA were divided into four groups. Single dose 50 mg/kg STZ ip to create
diabetes, ALA was administered orally daily for six weeks at 100 mg/kg/day. Cognitive
functions were assessed by MWM during the last week of treatment. Brain tissues of the
sacrificed rats were divided into hippocampus, cortex, hypothalamus and striatum
regions structures for histological and oxidant-antioxidant parameters.

Results: The changes in cognitive functions assessed by MWM were
deteriorated the STZ group in according to the Control and ALA group, whereas the
results were improved the STZ+ALA group in according to the STZ group (p<0.05).
SOD, CAT and GSH-Px activities decreased in the STZ group compared to the control
group were statistically significantly increased in the STZ+ALA group compared to the
STZ group. MDA and PC levels increased in the STZ group, and decreased in the STZ
+ ALA group compared to the STZ group (p<0.05). According to our histological and
light microscopic findings, it was determined that some parts of STZ+ALA group of
microscopic and ultrastructural damage and degeneration findings in the sections of
STZ group diminished considerably.

Conclusions: Distorted balance of oxidant-antioxidant in the rat brain tissue
caused structural distortions in nerve cells, resulting in cognitive dysfunctions in the
STZ-induced diabetes model. ALA is effective to ameliorate cell damage and cognitive
functions in brain tissue by its antioxidant and neuroprotective effect.

Key words: Diabetes Mellitus, Streptozotocin, Alpha Lipoic Acid, Neuropathy,

Brain
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZiNi

AGEs : Ileri Derecede Glikozillenmis Son Uriinler
ATP : Adenozin Trifosfat

CAT : Katalaz

Cu : Bakar

dk : Dakika

DKA : Diyabetik Ketoasidoz

dl - Desilitre

DM : Diabetes Mellitus

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit
DTNB . 5°-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
Fe : Demir

g : Gram

GDM : Gebelik Diyabeti

GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz

GSH : Indirgenmis Glutatyon
GSSG : Okside Glutatyon

GST : Glutatyon S-transferaz
H&E : Hematoksilin ve Eosin
H,0, : Hidrojen Peroksit

HbAlc : Glikozillenmis Hemoglobin,
HDL > Yiiksek yogunluklu lipoprotein
HO- : Hidroksil Radikali

L . Litre

LP . Lipid Peroksidasyonu

M : Molarite

MDA : Malondialdehit

mg : Miligram

ml : Mililitre

mmol > Milimol

MWM : MorrisWater Maze

n : Denek Sayisi (Adet)
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NAD - Nikotinamid Adenin Dintikleotid

NAD* . Yiikseltgenmis Nikotinamid Adenin Diniikleotid
NADH : Indirgenmis Nikotinamid Adenin Diniikleotid
NBT - Nitro Blue Tetrazolium

NMDA : N-metil-D-aspartik asit

nm : Nanometre

nmol : Nanomol

NO - Nitrik Oksit

NOS - Nitrik Oksit Sentaz

0, : Stiperoksit Radikali

ROS . Reaktif Oksijen Tiirleri

rpm : Devir/Dakika (Revolition per minute)

SH : Sulfidril

SOD : Siiperoksit Dismutaz

STZ : Streptozotosin

TBA : Tiyobarbiitirik Asit

TCA : Trikloro Asetik Asit

U : Unite

WHO : (World Healt Organization) Diinya Saglik Orgiitii
Zn : Cinko

ng : Mikrogram

pmol : Mikromol

°C : Santigrad Derece
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM), pankreasin yeterli insulin {iretememesi veya viicudun
trettigi insiilini etkili bir sekilde kullanamamasi sonucu olusan ve insiilin iireten
hiicrelerin azalmasi ile Omiir boyu devam eden kronik bir hastaliktir. Hastaligin
gelisimi, cesitli fizyopatolojik siireclerle iliskilidir. Bu siiregler, beta hiicrelerinin oto
immiin hasarindan, insiilin davranisina karsi dirence neden olan c¢esitli anormalliklere
kadar uzanur.

DM zamanla iligkili olarak ¢esitli doku ve organlarda yapisal hasara ve
fonksiyonel bozukluklara neden oldugu bilinmektedir. Ozellikle merkezi sinir sistemi
(MSS)'nde yaptig1 hasar nedeniyle bilissel fonksiyonlarda da bozulmalara neden oldugu
bildirilmistir.

Genetik yatkinlik, sinir hipoksi/iskemisi, oksidatif stres, poliol yolunun asirt
aktivitesi, artmig ileri glikasyon son firiinleri, protein kinaz c artigi, biiylime faktorii
eksikligi, linolenik asit eksikligi diyabetik komplikasyonlarin etiyolojisinde 6nemli rol
oynar.

DM, noropatinin en sik rastlanan nedenidir. Yapilan ¢alismalar niifus tipine gore
degiskenlik gostermekle beraber diyabetik bireylerde %14 ile % 63 arasinda degisen
ndropati perevelansi bildirilmistir. Olgularin ¢ogunda duyusal sorunlar baskin olup el ve
ayaklarda duyu kaybi vardir. Seker alkollerinin fazla miktarda birikmesinin sinir
zedelenmesini meydana getirdigi kabul edilmektedir. Sinir doku miyoinozitoliiniin
azalmasi ve hiicre mebraninin bozulmus enerji metabolizmasi ile dogrudan baglantilidir.
Hipergliseminin derecesi ile noropatinin siddeti ve prevalanslar1 arasinda parelel bir
iliski vardir.

DM’nin hipokampusdaki noronal yapilarda ndrotransmitter salgilanmasi ve
norotransmitterlerin reseptdrlerle kombinasyonu diizeyinde kimyasal, yapisal ve
fonksiyonel ¢esitli bozulmalara ve noronal apapitozise neden olarak biligsel
fonksiyonlar1 bozdugu bildirilmistir.

Tip 1 diyabetin yetigkinler lizerindeki bilissel etkisi 6zellikle anlama, dikkat,
fizikomotor aktivite hizi, algilamadaki esneklik ve gorsel algilama alanlarindadir.

Bu yiizden Tip 1 diyabette biligsel fonksiyon kaybi hastalifin erken evrelerinde ortaya
cikmaktadir. Yas onemli degiskendir ve diyabetin ¢ocuklarda beyinde biraktigi hasar
yetigkinlerden daha fazladir. Bunun sebebinin glisemik kontroliin ¢ocuklarda
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yetiskinlere gore daha zor olmasindan kaynaklanabilecegi ve yedi yasindan Once
diyabet gelisen bireylerin ileri yastakilere gore daha biiylik risk altinda oldugu
calismalarda rapor edilmistir.

Yapilan son ¢alismalar DM sonucu ortaya ¢ikan oksidadif hasarin etkilerini
azaltmada antioksidanlarin tedavi siirecine ek olarak uygulanmasinin faydali olabilecegi
yoniindedir.

Alfa lipoik asid fizyolojik sistemlerde bulunan, tiyol grubu igeren ve antioksidan
aktivitesi olan dnemli bir molekiildiir. Alfa lipoik asid insan diyetinde yeterli miktarda
bulunmasina ragmen, de novo olarak mitokondride lipoik asid sentaz tarafindan
sentezlenmektedir. Hem lipid hem de sulu ortamda ¢6ziiniir, kolayca emilir ve hiicrelere
taginarak, DHLA’ya indirgenir. Alfa lipoik asid barsaktan emildikten sonra, cesitli
dokularda metabolik degisiklige ugradiktan sonra salgilanir.

DM arastirmalarinda Streptozotosin (STZ) en uygun diabetojenik ajandir. STZ
antimikrobiyal, ayn1 zamanda kemoterapdtik alkilleyici ajan olarak da kullanilmaktadir.
Ik defa 1963’te Rakieten STZ'in diyabetojenik oldugunu bildirmistir. STZ nin neden
oldugu instilinopenya (hipoinsiilinizim) sendromuna STZ diyabeti ad1 verilmektedir.
STZ’nin pankreas  hiicrelerinde spesifik olarak nekroza neden oldugu ve hayvanlarda
diyabet indiiklemesinde tercih edildigi bildirilmistir. STZ diyabetinde néropatinin daha
siddetli olmasi ve STZ’nin oksidan 6zelliginin olmasi bizim ¢alismamiza model olarak
daha uygundur.

Ozetle diyabet diinya ¢apinda prevelans: her gecen giin artan, yasam boyu
devam eden kronik bir hastaliktir. Noropatik komplikasyonlar ve sonucu olarak gelisen
biligsel fonksiyon kayiplari yasam kalitesini diisiirmektedir. Diyabetin sekonder
komplikasyonlarinda 6nemli rol alan oksidadif stres STZ ile olusturulan diyabetik rat
modelinde komplikasyonlarin incelenmesi yoniinde 1yi bir kimyasaldir.

Yapilan ¢alismalar 1s1¢inda biz de bu ¢alismada, STZ ile indiiklenen diyabetik
sicanlarda, alfa lipoik asidin diyabetik ndropati ve beyin dokusu fiizerine etkisini

fizyolojik, histopatolojik ve biyokimyasal agidan arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), pankreas beta hiicrelerinin insiilin dretimindeki
bozukluklar veya salgilanan insiilinin  dokular tarafindan etkin bir sekilde
kullanilamamasindan kaynaklanan kronik metabolik bir hastaliktir. Bu durumda kan
glukoz diizeyi normal fizyolojik kosullarin tizerinde olmasina ragmen glukozu insiilin

uyaristyla hiicre igerisine alan dokularda ciddi hipoglisemi vardir.

DM tiim diinyada goriilen bir hastaliktir. Gelismis lilkelerde diyabet hastasi
bireylerin oran1 daha yiiksektir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO)’niin, 2000 yilindaki
verilerine gore toplam diinya niifusunun %2,8’i yani en az 171 milyon kisinin diyabet
hastas1 oldugu bildirilmistir. Diyabetin goriilme sikligr tiim diinyada her gegen giin
hizla artmaktadir ve WHO verilerine gore 2030 yilinda yaklasik 366 milyon kisinin

(toplam diinya niifusunun % 4.4’i) diyabet hastasi olacagi tahmin edilmektedir (1, 2).

Kan glukoz diizeyinin normal fizyolojik degerler araliginda olmamasi
durumunda hiperglisemi kadar hipoglisemi zamanla tiim dokulara ciddi zararlar
vermektedir. Bu durumdan ozellikle de sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistem
etkilenir. Polidipsi, poliiiri, polifaji, kilo kayb1, bulanik gérme, vulvovajinit, idrar yolu
enfeksiyonlari, mantar enfeksiyonlari, kasinti, ciltte kuruma, yorgunluk, ayaklarda

uyusma diyabetli hastalarda goriilen klinik belirtilerdir (3).

2.2. Diabetes Mellitusun Tani ve Siniflandirma Kriterleri

Amerikan Diyabet Birligi (ADA) tarafindan 1997 yilinda diyabet hastaliginin
tan1 ve simiflandirmasinda yeni kriterler yayimlanmistir (4). Daha sonra 1997 yilinda
yapilan siniflandirma iizerinde 2003 yilinda bazi diizeltmeler yapilmistir (5). Bu
Kriterlere gore ;

v" HbAIC >% 6,5 yada

v Aglik kan glukozu > 126 mg/dl (7.0 mmol/L) yada

v' Oral glukoz tolerans testinin (OGTT) 2.saat kan glukozu > 200mg/dl
(11,2mmol/L) yada

v Klasik diyabet belirtileri+rastlantisal kan glukozu > 200 mg/d1(11,2mmol/L)

Bulgularindan en az birinin bulundugu kisiler DM hastast olarak kabul edilir.
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Yapilan ¢alismalar sonucunda DM hastaliginin goriilme yasi, seyri ve uygulanan

tedavi bakimindan bashica dort tipi vardir (6, 7).
2.2.1. Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabet, insiiline bagimli olarak gelisen, genellikle ¢ocuk yaslarda
goriilen, tim diyabet vakalarmin yaklasik %10’unu teskil eden DM hastaliginin bir
tipidir. Bu tip diyabette Langerhans Adaciklarindaki p-hiicrelerinin miktar ve
fonksiyon kaybina bagli olarak, insiilin sentez ve salinimi azalir veya tamamen durur .
B-hiicrelerinin  hasarindan genetik yatkinlik, otoimmiinite ve g¢evresel faktorler
birbiriyle iliskili bir sekilde sorumludur. Tip 1 diyabet tedavisinde, hastaya belirli
zamanlarda kan glukoz miktarindaki yiikseklige gore disardan insiilin verilmektedir.

Insiilin enjeksiyonu disinda herhangi bir tedavi edici ilag heniiz gelistirilememistir (7).
2.2.2. Tip 2 Diyabet

Ileri yastaki bireylerde goriilen Tip 2 diyabet insiilinden bagimsiz gelisir.
Pankreas beta hiicrelerinin sayisi, insiilin sentezi, salinimi ve depo edilmesi normaldir.
Baz1 vakalarda kandaki insiilin diizeyi normalin altinda, normal ya da yiiksek olabilir.
Hastaligin altindaki esas neden, hedef hiicrelerde insiilin reseptdr sayisinin azalmasi
veya hiicre i¢i post reseptor diizeyde insiilin etkinliginin azalmas: sonucunda insiilin
direncinin gelismesidir (7). Hiicre reseptor defektine bagli olarak firetilen insiilinin
kullaniminda ortaya ¢ikan sorunlar nedeniyle glukoz hiicre i¢ine absorbe edilip enerji
tiretiminde kullanilamaz. Kan glukoz diizeyi yiiksek olmasma karsin (hiperglisemi)
hiicre i¢i hipoglisemiktir. Perifer dokularda 6zellikle kas, karaciger ve yag dokusunda
insulin etkisi yeterli olmadig1 i¢in glukoz tutulumu azalmustir. Insiilin etkinligindeki bu
bozulmalarin altinda kalitsal nedenler oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (8).
Ayrica gevresel etmenler, obezite ve sedanter yasam tarzi olan bireylerde goriilme sikligi
daha yiiksektir.

Tip 2 diyabet, diyabet vakalarinin yaklasik %90-95’ini olusturur ve tip 2
diyabet iki farkli gruba ayrilmaktadir. Birinci grup obez bireylerde goriilen diyabet
seklidir. Bu grupta asirn beslenmeden kaynaklanan kanda artmis olan besin
maddelerinin hiicrelere gegisi ve bu dokularda depolanmasi azalir. Buna baglh olarak,
beta hiicrelerinin stimiilasyonu ve sonunda insulin miktarinda artis olur. Sonugta

insiilin duyarliligi olan hedef hiicrelerde reseptor sikligi azalir. Postreseptor direng
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artar. Uygun diyet tedavisi ve viicut kitle indeksinin azaltilmasi birgok semptomu
ortadan kaldurir.

Tip 2 diyabet sadece obez bireylerde goriilmez, sisman olmayan (non-obez)
bireylerde de goriiliir. Bu grup diyabetli hastalarda ise asil nedenin B-hiicrelerindeki
fonksiyon bozuklugundan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Bu tip diyabetin kontrol

altinda tutulmas: ve tedavisinde oral antidiyabetikler etkilidir (9).
2.2.3. Gestasyonel Diyabet

Gebelik Diyabeti olarak da bilinen gestasyonel diyabet higbir diyabet belirtisi
olmayan normalde saglikli kisilerde gebelik sirasinda glukoza karsi toleransin azaldigi
gegici bir diyabet durumudur. Gebelik Oncesi yeterli insiilin salgilayabilen pankreas
hiicreleri gebeligin ilerleyen siirecinde yeterli insiilin salgilayamaz ve daha Once
diyabet belirtisi olmadig1 halde gebelik boyunca kan sekeri yiikselebilir. Gebelikten
sonra semptomlarin devam etmesi ile kroniklesebilir (4). Bebegin beyin gelisimini
etkileyebileceginden dolay1 kontrol altina alinmasi gerekir. Ailede DM G6ykiisii olan,
fazla kilolu ve 30 yas lizeri gebelerde tarama amach gebeligin 24-28 haftalarinda
OGTT yapilir. Yapilan OGTT testinde anneye 50g glukoz verilir ve bir saat sonra kan
glukoz diizeyine bakilir. Kan glukoz diizeyi 140mg/dl altinda ise normal, iizerinde ise

OGTT testi yapilarak degerlendirilir.
2.2.4. Sekonder Diyabet Hastaliklar:

Pankreas hastaliklarinda Monogenik Diyabet Sendromu (MODY), pankreatit,
kistik fibrozis, diyabetojenik etkili ilag tedavisi veya prolaktin, glukagon, biiyiime
hormonu gibi diyabetojenik hormonlarin asiri salgillanmas: durumunda ortaya g¢ikan

diyabet komplikasyonlarinin goriildiigii durumlardir (7).
2.3. Diyabetik Komplikasyonlar
2.3.1. Akut Komplikasyonlar

DM hastalarinda diisiik insiilin seviyesinin sebep oldugu hiperglisemi
durumunda karaciger hiicreleri ihtiyaci olan glukozu yeterince kullanamaz ve enerji
kaynagi olarak yag asitlerini kullanmaya baslar. Diyabetik ketoasidozda, yag

asitlerinin oksidasyonundan dolayi, kanda keton cisimciklerinin  miktari artar
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(ketonemi) ve diyabetik asidozun en onemli gostergesi olan kanin pH's1 diiser.
Diyabetin 6nemli gostergelerinden birisi hasta nefesinde aseton kokusunun sebebi de
budur. Genellikle Tip 1 diyabetlilerde goriilen bir komplikasyon olmakla beraber
nadirende olsa Tip 2 diyabet hastalarinda da goriilebilir. Diyabetik ketoasidoz diisiik
kan pH neden oldugundan her zaman acil tibbi miidahale gerektiren akut ve tehlikeli
bir komplikasyondur (10).

Hiperozmolar hiperglisemik sendrom ise belirgin ketoasidoz durumu
olmaksizin, asirt hiperglisemi, su kayb: (dehidratasyon) ve plazma hiperozmolaritesi
ile karakterizedir. Kan glukoz diizeyi 300 mg/dl (16 mmol/l) ve iizeri degerleri
degerlere yiikseldiginde, kanin ozmotik basinci yiikselir. Bu yiiksek ozmatik basing
hiicre i¢indeki su molekiillerinin kana gegisine neden olur. Sonug olarak hiperglisemi
bobreklerden suyun emilimini engeller ve idrar miktarin1 da arttirir. Bu durumda
hiicrelerin siirekli su kaybetmeleri ve asir1 idrar ile kaybedilen sivi miktar1 agizdan ya
da damar yoluyla viicuda geri alinmaz ise, hastalarin asirt Sivi kaybetmelerine
(dehidrasyon) neden olur. Tip 2 diyabet hastalarinda daha sik olarak goriilen,
diyabetik ketoasidozda oldugu gibi acil tibbi miidahale edilerek kaybedilen sivinin
viicuda geri verilmesi gerekli olan bir durumdur (11).

Hipoglisemi; anormal derecede diisiik kan glukoz diizeyi, diyabet tedavisinde
kullanilan bir¢ok tedavinin akut bir komplikasyonudur. Ozellikle insiilin tedavisi
uygulanan Tip 1 ve Tip 2 diyabet hastalari, bazi1 oral antidiyabetik ila¢ kullananlar,
yasli ve bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda goriiliir. Hipoglisemi komanin en
onemli sebebidir (11) . Diyabet hastalarinda gériilen bu duruma asir1 ve yanlis zamanda
yapilan egzersiz, zamanlamasi yanlis ve asirt insilin kullanimi, yeterli besin
alinmamasi ya da bir 6giniin kacirilmasi neden olabilir. Cogunlukla hipoglisemi
durumunun giderilmesinde sekerli gidalarin alimmi yeterli olurken, ciddi vakalarda

tedavi i¢in glukagon enjeksiyonu ya da intravendz %5’lik dekstroz infiizyonu yapilir.
2.3.2. Kronik Komplikasyonlar
2.3.2.1. Makrovaskiiler Komplikasyonlar (Hizlanms Ateroskleroz)

Diyabetli hastalarda sik karsilasilan, kardiovaskiiler hastaliklarin en Onemli
morbidite ve mortalite nedeni olan bu komplikasyonlarda periferik damar hastaligi,
koroner kalp hastaligi ve serebrovaskiiler hastaliklar goriiliir. Diyabetin makrovaskiiler
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komplikasyonlar1 ateroskleroza, kardiovaskiiler komplikasyonlara ve bacaklarda
ateroskleroza bagli tromboz semptomlarina sebep olurken, beyin arterlerinde meydana
gelen degisiklikler ve bunlara bagli gelisen hemoraji ve trombozlar beyin
fonksiyonlarinda bozulmalara neden olur. Kangren egiliminin artmas: gibi
makrovaskiiler bozukluklarin diyabetli kisilerde goriilme oran1 diyabet olmayan kisilere
gore 2-4 kat daha fazladir (3, 12).

2.3.2.2. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar (Mikroanjiopatiler)

Diyabet hastalarinda mikrovaskiiler komplikasyonlar olarak retinopati,

nefropati ve noropati gorilir.
2.3.2.2.1. Diyabetik Retinopati

Eriskin yastaki diyabetli hastalarda gorme kaybinin insidansi ve prevalansi
yiiksektir. Diyabetik retinopati, goziin arka kismindaki retinayr besleyen damarlarda
diyabete bagli gelisen mikrovaskiiler bir hastaliktir. Hastalarin retinasinda kanamalar,

sert eksiidalar, venoz ve kapiller degisiklikler ile mikroanevrizmalar goriiliir (1).
2.3.2.2.2. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropatinin patogenezinde hemodinamik mekanizmamn erken
patolojik bulgulari olan bowman kapsiiliinde, glomeriiler bazal membranda ve tiibiiler
bazal membranda kalinlasmalar olur. Bu yapilarin olusumunda anormal lipid profili
glukotoksisite ve gibi cesitli mekanizmalar s6z konusudur. Bir baska mekanizmada ise
glukotoksisite ve hemodinamik stresin hiicresel fonksiyonu degistirmesidir.
Bobreklerde diffiiz glomeriiloskleroz, nodiiler glomeruloskleroz ve eksiidatif lezyonlar,

pyelonefritis, tiibiiler hiicrelerde glukoz birikmesi gibi lezyonlar goriilebilir (13).
2.3.2.2.3. Diyabetik Noropati

Noropatiler, diyabet hastalarinin yaklasik %50’sini etkileyen ve diyabetin uzun
siirede en sik goriilen ge¢ komplikasyonlarindan biridir (14). Hastalarin ¢ogunda el ve
ozellikle alt ekstremitelerde duyu kaybi vardir. Duyu kaybinin asil nedeni sinir
hiicrelerinde seker alkollerinin fazla miktarda birikmesinin neden oldugu harabiyettir.

Sinir doku miyoinozitoliiniin azalmasi, hiicre membraninin yapisal bozulmasina ve
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enerji metabolizmasindaki aksakliklara neden olur. Hipergliseminin derecesi ile
noropatinin siddeti ve prevalanslari arasinda dogrusal bir iliski vardir. Diyabetik
noropati; simetrik duyusal noropati, asimetrik duyusal néropati (diyabetik amiyotropi)
ve karisik duyusal ve motor polinéropati (organ noropatisi) olarak karsimiza ¢ikar (15).

Diyabetik noropati; diyabetli hastada, tutulumu agiklayabilecek baska neden
saptanamayan, periferik sinir disfonksiyonuna ait yakinma veya bulgular olarak
tamimlanmustir. Periferik sinir sisteminin somatik ve otonom kisimlarina ait bulgulari
igerir. Noropatinin olusum etyopatogenezinde hiperglisemi, diyabetin siiresi, ileri yas,
hipertansiyon, hipoinsiilinemi ve hiperinsiilinemi sorumludur. Bunlarin disinda; sigara
ve alkol kullanimi, uzun boylu olmak, albuminiiri, viicut kitle indeksi, trigliserit,
kolesterol ve genetik faktorlerde bagimsiz risk faktorleri arasindadir. Erkeklerde,
kadinlara oranla diyabete bagli néropati gelismesi daha yiiksektir (24).

Diyabetik noropati tanisi igin periferik sinir disfonksiyonuna ait yakinma, bulgu,
patolojik kantitatif sensoryel test veya patolojik kantitatif otonomik testlerden en az
ikisi bulunmali, arastirmalar ic¢in elektrofizyolojik olarak bu iki testten biri veya

kantitatif testlerden biri olmalidir.
2.4. Diabetes Mellitus ve Beyin

DM, periferik ve merkezi sinir sistemi {izerinde olumsuz etkileri hastaligin siiresi
ve hipogliseminin derecesine bagli olarak artmaktadir. Yapilan ¢alismalarla bu etkilerin
her gegen giin sinir sistemi hastaliklarina neden oldugu gosterilmektedir. Periferik sinir
sisteminde etkisini siklikla aksonal dejenerasyon ve demiyelinizasyon ile seyreden saf
duysal ya da duysal motor polindropati sendromu ile gosterir. Otonom sinir liflerinin
etkilenmesi ile ozellikle kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistemi etkileyerek tiim
organizmada rahatsizliklara neden olur. Diyabetin merkezi sinir sistemindeki etkileri
ise, diyabetin aterosklerozu hizlandiric1 etkisi ile agiklanabilir. Ozellikle uzun siirede
beyin kan dolagiminin bozulmasi geri doniigiimii olmayan fonksiyon kayiplarina neden
olur.

Metabolik olarak ¢ok aktif bir organ olan beyin; viicut agirhigmin sadece
%?2’sine sahip iken viicut oksijen tiiketiminin %20 beyinde gerceklesir ve total viicut
glukozunun %25’ini kullanir. Beyin metabolizma hizi tiim viicudun metabolizma
hizinin ortalama 7,5 kat1 kadardir. Sinir hiicreleri sinaptik ileti, iyon konsantrasyonunu
diizenleme, elektriksel potansiyellerin olusumu, eksitator ndrotransmiterlerin sentez ve
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salinimi gibi fizyolojik olaylar i¢in 6nemli Sl¢lide enerji kullanilir. Beyin normal
fizyolojik kosullarda ihtiyact olan bu enerjiyi tek ve zorunlu enerji kaynagi olan
glukozdan saglar (16). Beynin glukoz kullanimi 31umol/100g/dk iken bunun 26,6
umol/100g/dk kadar1 karbondioksit ve suya okside olur. Glukozun tamami
karbondioksit ve suya tam oksidasyonu her zaman gergeklesmez. ihtiyac durumunda
glukoz beyinde GABA, glutamat veya diger metabolik yollarla kullanilir. Geriye kalan
4,4 umol/100g/dk glukoz lipid, amino asitlere glikojene doniiserek astrosit hiicrelerinde
depolanir (17). Beyindeki glikojen seviyesi kas ve karacigerdeki miktarin yaklagik
olarak onda biri kadardir (3,3umol/g). Beyindeki glikojenin ¢ogunun biyolojik olarak
kullanilabilir oldugu glukoza, fosfata ve laktata yikilabilecegi gosterilmistir (18). Bu az
miktardaki glikojen beynin enerji ihtiyacin1 karsilamaya yeterli degildir. Aclik, diyabet
ve bebeklik doneminde artan asetoaseton ve 3-hidroksibiitirat gibi keton cisimleri kan-
beyin bariyerini geger ve glukoz yerine beyinde enerji kaynagi olarak kullanilabilirler.
Beyin dokusuna glukoz almisi insiilinden bagimsiz gergeklesir. Kan-beyin
bariyerinde yiikksek molekiil agirlikli sodyumdan bagimsiz olan glukoz tasiyici protein
(glucose transporter 1 (GLUT1)) aracihig ile gerceklesir. Diger tasiyicit proteinler
beyinde farkli hiicre tiplerinin membranlarinda mevcuttur. Beyin glikojen deposu olan
astrositler GLUT1 reseptorlerince zengindir. GLUT-1 ve GLUT-4 hipokampus,
serebellum, olfaktor bulbus, az miktarda lateral hipotalamus, arkuat niikleus ve globus
pallidus'ta rapor edilmistir. Noronal hiicrelerde GLUT-3 ve GLUT-8, mikroglial
hiicrelerde GLUT-5 yer alir. GLUT-8 olarak isimlendirilen glukoz tasiyict hipokampus,
serebral korteks ve hipotalamusta tanimlanmistir. GLUT4 ve GLUTS beyinde insiiline
duyarl glukoz tasiyicilaridir (19). Beyin dokusuna glukozun gegisi ekstraselliiler glukoz
konsantrasyonuna baglidir. Bu ylizden hiperglisemik durumlarda hiicre i¢i glukoz
seviyesi anormal derecede yliksektir. Kan plazmasinda glukoz miktarinin normal
degerlere gore artmasi ile meydana gelen kisa siireli hiperglisemi ve DM’de oldugu gibi
uzun stireli hiperglisemi ¢esitli metabolik yollar araciligiyla kan beyin bariyeri yapisinin
degismesine ve noronal hasara neden olabilir (20). Bu metabolik yollardan bazilari
noronal aktiviteden bagimsiz olarak pasif yanitlarin yer aldig1 indirekt yolu olusturur.
Ayrica hipergliseminin santral sinir sistemindeki néronlarda gen ekspresyonunda
olusturdugu aktif yanitlarin noéronal hasarda ¢ok Onemli bir yere sahip oldugu

gosterilmistir (21).



2.4.1. Hipergliseminin Santral Sinir Sisteminde Olusturdugu Aktif Yamtlar

Hipergliseminin santral sinir sisteminin ¢esitli ndronlarinda gen diizeyinde

meydana getirdigi degisiklikler yapilan ¢aligsmalarla gosterilmistir (Sekil 2.1).

HIPERGLISEMI

A

Hipotalamus Hipokampiis Oksipital ve
Norosekretuvar CA1 VE CA3 nironlar: frontal korteks
Sodyum nNOS IGF ﬂ Miyozin/Va
kanallarinin up- Uzun siireli polarizasyon gen ve protein

regiilasyonu

ekspirasyonu

Kalsiyumun uzun

u siireli deprasyonu

Noronlarin asir1 aktivasyonu

KOGNITIF VE DAVRANISSAL
BOZUKLUKLAR

Sekil 2.1. Hipergliseminin santral sinir sistemi’nde olusturdugu aktif yanitlar.

2.4.1.1. Hipotalamik Noronlardaki Degisiklikler

Kronik hipergliseminin neden oldugu hiperosmolariteye bagli olarak hipotalamik
supraoptik ve paraventrikiiler niikleusta yer alan magnoselliiler nérosekretuvar sinir
hiicrelerinden vazopressin salimminda artis oldugu goriilmiistiir (22). Bu hiicreler
ekstraselliiler osmolarite degisikliklerini algilayan mekanosensitif voltaj kapili sodyum

kanallar1 igerirler. Hiperglisemiye bagli olarak hiperosmolar durumun devam etmesi
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sodyum kanallarinin up-regiilasyonuna ve sodyum kanal sayisinin artmasi ile birlikte
aksiyon potansiyelinin esik degerin diismesine neden olur. Bu hiicrelerdeki molekiiler
degisiklikler hiicrelerin dejenerasyonuna neden olur. Magnoselliiler norosekretuvar
hiicrelerin up-regiilasyonu néronal nitrik oksit sentaz (NNOS) enzimi ve N-metil- D-
aspartat (NMDA) reseptorlerin artisina, bu artisin kronik olmast hiicre iginde
kalsiyumun birikmesine ve nitrik oksit (NO) iiretiminin artmasina neden olur (23).
Yiiksek konsantrasyondaki NO, reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karst koruyucu
olabilmesine karsin, néronlarin asir1 aktivasyonu sonucu gelisen glutamat toksisitesine

neden olur (21).

2.4.1.2. Hipokampal Noronlardaki Degisiklikler

Diyabetli kisilerde kronik hiperglisemiye bagli olarak ortaya cikan ilerleyici
demans insidans1 da yiiksektir (24). In vitro elektrofizyolojik Olgiimlerde diyabetik
hayvanlarin hipokampusundaki CA1 ve CA3 bolgelerinde hipergliseminin siddetine
bagl olarak nitrik oksit sentaz mMRNA ve protein konsantrasyonlar1 azalmaktadir. Bu da
uzun siireli potansiyasyonun azalmasi, uzun siireli depresyonun da kolaylastig1 kognitif
hafiza ve 6grenmede bozulmaya neden olur (25, 26). Yine diyabetli kisilerde ve yapilan
deneysel ¢aligmalarda hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin arttigi bulunmustur. Kalsiyum
diizeyindeki degisikliklerin artmis uzun siireli depresyon ve azalmis uzun siireli
potansiyasyona katkida bulundugu disiiniilmektedir (27). Deneysel diyabet
calismalarinda hipokampal dentat girusta insiilin benzeri biiyime faktori (IGF) ve
reseptorlerinin ekspresyonunun downregiilasyonunun noéronal apoptoz egilime neden

oldugu gosterilmistir (28).

2.4.1.3. Oksipital ve Frontal Kortekste Noronal ve Glial Hiicrelerdeki
Degisiklikler

Miyozin-Va; hiicrede mRNA taginmasi, membran trafigi ve sinaptik plastisitede
gorev alan 6nemli bir proteindir (29). Miyozin-Va proteininin ekspresyonundaki azalma
sinaptik iletide azalmaya neden olur. Hipergliseminin oksipital ve frontal kortekste glial
hiicrelerde motor protein miyozin-Va gen ve protein ekspresyonunda azalmaya neden

oldugu rapor edilmistir (30).
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2.4.2. Hipergliseminin Santral Sinir Sisteminde Olusturdugu Pasif Yamtlar

DM, giiniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay1 tiim diinyada hizla yayilan,
yiiksek mortalite ve morbidite riski tagtyan bir hastaliktir. Yapilan ¢alismalarda deneysel
olarak diyabet olusturulan sicanlarda ve diyabetik hastalarda serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonun Onemli derecede arttifi ve oksidatif stresin
diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (31). Bunlara ek olarak,
devam eden oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin, diyabetin
kronik komplikasyonlarinin ortaya c¢ikisi ile de iliskili olabilecedi arastirmacilar
tarafindan vurgulanmaktadir (32, 33). Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin reaktif
oksijen tiirleri ile olan iligkisini inceleyen calismalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol
aktivitesi, hipoksi ve iskemi reperflizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal
tiretimini arttirdigi ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (33,
34).

Endotel ve diiz kas hiicreleri yiliksek konsantrasyonda glukoz iceren ortamda
inkiibe edildiginde de serbest radikal olusumunun basladigi gozlenmistir (35, 36).
Hiperglisemi sonucu reaktif oksijen tiirlerinin olusumu baslica {i¢ mekanizma ile

aciklanmaktadir (37).
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HIPERGLISEMI

Glukoz oto-oksidasyonu Glikasyon Poliyol yol
(Serbest radikaller fleri glikasvon Sorbitel {7
Protein Kinaz C <:'> Son Uriinleri F J]"EDI 1]
"\,
Miyolonositol [|
Sitokin artisy kNa-K-A'[Paz ﬂ/.

Adezvon molekiilleri artis1
Protein degisimi

WVaskiilerlinflamasyon

NOROPATI

Sekil 2.2. Hipergliseminin Santral Sinir Sistemi’nde olusturdugu pasif yanitlar

2.4.2.1. Glukoz oto-oksidasyonu

Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda ara metabolit olarak siiperoksit
anyon radikali (O, )a¢iga cikar. Elektron tasima zincirinde oksidatif fosforilasyonda
yer alan glukozun oksidasyonu enerji iiretiminde gorev alan indirgenmis nikotinamid
diniikleotid (NADH) ve flavin adenin diniikleotid (FAD) iiretimini saglar. Mitokondrial
elektron tasima zinciri ile olusturulan elektrokimyasal proton gradiyenti iki ana bolgede
hiicre igi sliperoksit radikallerinin {iretimine neden olur. Bu nedenle mitokondri solunum
zinciri baslica hiicre igi radikal tiirlerin iiretim kaynagidir. Ilki NADH dehidrogenaz
kompleksi (Kompleks 1) ve ubikinon, digeri Kompleks III arayiizeyidir (38). Normal

solunum zinciri olaylar1 sirasinda siirekli olarak O, olustugu diisiiniilmektedir. DM
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yiiksek hiperglisemi mitokondrial siiperoksit tretimini artirarak protein kinaz C
tiretimini de baslatir. Aktive olmus protein kinaz C ise damar gegirgenligi ve sitokin

iretimini arttirarak damar komplikasyonlarinin patogenezinde rol oynayan onemli bir

molekiildiir (39).
2.4.2.2. Glikasyon

Proteinler, lipoproteinler ve niikleik asidlerde bulunan azotlu gruplarin,
indirgeyici sekerlerin karbonil gruplari ile enzimatik olmayan kimyasal reaksiyonlara
ugrayabilirler. Glikasyon sonucu olusan heterojen bilesikler olan ileri glikasyon
trtinleri (AGES) glikozillenmis proteinlere ornektir. Proteinlerin posttranslasyonal
modifikasyonu olan ve normal kosullarda diisiik oranda gergeklesen protein glikasyonu,
sekerin karbonil grubu ile proteinlerin terminal amino asidindeki a-amin grubuna veya
lizin amino asidinin serbest amino grubunun Schiff bazi olusturmasiyla baslamaktadir.
Olusan dayaniksiz Schiff bazlarin (aldimin) olusumu saatler icerisinde gergeklesmekte
ve sonrasinda glinler igerisinde stabil ketoamin tiriinleri olan Amadori {iriinlerine, onlar
da dikarbonil bilesiklerine ve sonrasinda da haftalar igerisinde AGEs’ye
doniismektedir.

Bir proteindeki glikasyonun derecesini ortamdaki seker konsantrasyonu belirler.
Protein glikasyonu yar1 6mrii kisa olan albumin ve hemoglobin proteinlerinde oldugu
gibi kollajen, elastin gibi yar1 émrii uzun olan tiim proteinlerde goriilebilir. insanda
non-enzimatik  protein gilikozillenmesinin en &nemli  6rnegi  hemoglobinin
glikozillenmesidir (HbA;c). Hemoglobin glikozillenme derecesi, hipergliseminin siiresi
ve diizeyine baglhidir. Normalde dolagimdaki HbA;. dir. Son 2-3 aylik ortalama kan
glukoz diizeyine bagli olarak bu oran degisebilir. Kronik hiperglisemide bu oran Hb’in
%12’sini asabilir. HbA;. konsantrasyonundaki degisiklikler diyabet tedavisinin
etkinligini izlemek i¢in kullanilabilir. Plazma fruktozamin konsantrasyonuda plazma
proteinlerinden olan albuminin glikasyonunun ol¢iitidiir. Fruktozamin HbA;.’ye gore
daha kisa siiredeki glisemik kontrolii gdsterir.

Glikasyonun yani sira enzimatik olmayan dehidrasyon, kondenzasyon ve
halkalasma reaksiyonlar devam ederek AGEs olusumunu arttirir. Hiperglisemide,
glukozun lens proteinlerine ¢apraz baglarla baglanma 6zelligi, lizin amino grubunun
non-enzimatik glikozillenmesi ile olmaktadir. Burada, glikozillenmenin son iiriinleri,

lensin kristallin proteinine baglanir. Boylece lensin spektroskopik o6zellikleri bozulur
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ve katarakt gelisir (10). Bag doku komponentlerinin glikozillenmesindeki artisin bir
diger onemi, lipoproteinlerin arter duvarinda tutulmas: ile gelisebilen aterogenezisdir.
Damar endotellerinde bulunan glikozillenmis proteinlerinin LDL  kolesterole
baglanmalari normal kolestrole gore 3 kat daha fazladir. Endotellerde lipid birikmesi
ve lipid plaklarin olusmasi, makrofajlarin devreye girerek kopiik hiicre formasyonuna
bagli makrofaj orijinli biiyiime faktorii sekresyonunun arttirir. Diiz kas hiicresi
mitogenezi veya diger makrofaj triinleri retinada, glomeriillerde, koroner arterlerde,
beyin arteriolleri ve periferik damarlarin daralmasina neden olur. AGEs’lerin DNA
ile reaksiyonlart kromozomal degisikliklere, DNA zincirinde kirilmalara, DNA’nin
tamiri, replikasyon ve transkripsiyonunda bozukluklara neden olabilir. Diyabetik
hiperglisemilerde bu olaylarin artmasi erken hiicre yaslanmasina sebep olmaktadir (40).

Deneysel hayvan calismalarinda AGEs’nin sensoryomotor sinir iletim hizini ve
periferik sinirlere kan akimini azaltarak diyabetik noropatiyi artirdigi gorilmiistiir.
Ayrica glikasyona ugramig yiiksek hemoglobin diizeylerinin psikomotor etkinlikte ve
motor hizda azalmalara neden oldugu gosterilmistir (41). AGES Alzheimer hastalarin
senil plak ve norofibriller yumaklarinda bulunmustur. Yash serebrovaskiiler bozuklugu
bulunan hastalarin kortikal noéronlarinda ve serebral damarlarinda bulunan AGES
kognitif bozulmalarin siddetiyle de iligkilendirilmistir. Diyabetik hastalarda Alzheimer
hastalig1 riski yiiksektir. Alzheimer hastaligi bulunan diyabetik hastalarda biiyilk AGES

birikimleri ve reseptorlerinin upregiilasyonu bu iligkiyi gliclendirmktedir.

Saatler igerisinde Glnler igerisinde Haftalar, aylar igerisinde
HC=0 HC=N-CP) HC-NH- (P ) HC=0
H(‘:OH HI‘ZOH c‘:o cio
H(‘:OH + HN-(PD g Ht‘:OH - HCOH —> CIL; ——» AGE-CPD
H(‘JOH H(‘IOH H(‘:OH H(‘:DH
C‘HZOH C‘HZOH C‘HQOH (‘:HQOH
Glukoz Schiff baz Amadori Urdnleri 3- Deoksiglukazon

Sekil 2.3. Proteinlerin glikasyonu ve AGE olusumu
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2.4.2.3. Poliol Yolu

Hiicre i¢i poliol (sorbitol) metabolik yolu aktif olunca, sorbitol hiicre icinde
birikmeye baslar. Hiperglisemi ile birlikte lens, sinir, retina, bobrek, kan damarlarinda
glukozun hiicre igine girmesi igin insiline ihtiyag olmadigindan hiicre igi glukoz
kandaki seviyeye ulasir. Hiicre i¢i glukoz miktar: fizyolojik diizeyleri asinca glukoz
icin yiiksek Km degerine sahip olan aldoz rediiktaz enzimi aktiflesir ve poliol yolu
aktiflesir. Agir diyabette goz merceginde sorbitol gibi seker alkollerinin birikmesi,
suyun tutulmasina neden olur. G6z mercegi artan osmotik basingtan dolayr sismeye
baslar dolayisiyla lentikiiler opasitler ve katarakt olusur.

Glukozun katildigr metabolik yollardan biri olan poliol yolag: aktif oldugunda
reaksiyonun {irlinii olan fruktoz miktart artar. Fruktozdan meydana gelen
gliseraldehitin  gliserole doniismesi ve gliseroliin de lipid sentezini arttirmasi
diyabetiklerdeki hiperlipidemiyi agiklar. Glukozun sorbitol yolu ile fruktoz ve sorbitola
cevrilmesinin bir sonucu olarak, hiicre miyoinozitol diizeyi azalir ve sinir iletim hizi
icin 6nem tasiyan Na'-K* ATPaz enzim aktivitesi azalr (42). DM’de miyoinozitol
miktar1 ya sorbitol metabolik yolu aktivitesi artisgina bagh olarak ya da
hiperglisemiye bagl olarak hiicrelere miyoinozitol girisine bagl olarak azalmaktadir
Miyoinozitol, bobrek dis1 dokularda, geri doniistimli olarak membran fosfolipidlerinin
ve fosfoinozitidlerinin yapisina girer. Hiicre disi olaylarin hiicre i¢i mesajlar olarak
iletiminde etkin olan fosfoinozitid metabolitlerinin azalis1 Na-K ATPaz aktivitesindeki
azalisa paralel olarak sinir iletim hizinda da bir azalmaya sebep olmaktadr.

Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢in NADPH kullanilir. Hiicre
fonksiyonlarinin ger¢eklesmesi icin onemli olan okside glutatyonun rediikte forma
cevrilebilmesi iglemi ve NO sentezi icin NADPH gerekli oldugundan, poliol yolunun
aktif olmasi NADPH miktarim azalmasina ve boylece glutatyon miktarini azaltarak
antioksidan etkinligin azalmasina yol agar (43). Rediikte glutatyonun ve vazodilatator
olan NO sentezinin azalmas:1 diyabetin vaskiiler komplikasyonlarin1 artmasina neden
olur. Vazodilator mediatorlerin kaybi, endondronal kan akimi, endonéronal hipoksi veya

iskemi sonucu noronlarin hasarinda neden olur (40).
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Hiperg]isemi Poliol Yolu Aktivasyonu
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AGEs

Sekil 2.4. Poliol Yolunun DM ile Aktivasyonu

2.5. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres diyabet, kalp hastaliklari, yaslanma gibi pek ¢ok olayin
patogenezinde 6nemli bir role sahiptir. DM’da serbest radikallerin; non-enzimatik
glikasyon, enerji metabolizmasi degisikliklerinden kaynaklanan metabolik stres, poliol
yolaginin aktivasyonu, hipoksi ve iskemi-reperfiizyona bagli doku hasari sonucu arttig
ve antioksidan savunma duvarimin asilarak diyabetik komplikasyonlara yol agtigi
yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (44, 45).

Lipid peroksidasyonu, hem yaygin vaskiiler inflamasyon sonucu aktiflesen
lipooksijenaz yolu ile prostoglandinlerden, hem de serbest radikaller ve gecis
metallerinin etkisi ile endotelyal ve fagositik hiicrelerin membranlarinda bulunan
lipidlerden, nonenzimatik yolla olusmaktadir. Daha sonra her iki yola ait iiriinler,
karsilikli olarak birbirlerini aktive ederek, lipid peroksidasyonunu artirmaktadir.
Yapilan epidemiyolojik c¢alismalar da ise, plazma lipid peroksidlerindeki artis,
diyabettin yani sira vaskiiler hastaliklar ve hipertrigliseridemi ile iliskilendirilmistir.
Vaskiiler komplikasyonlar1 olan diyabetli hastalarda, hiperglisemiye bagli hem LDL
oksidasyonu hem de nonenzimatik glikasyon artmaktadir.

DM’da lipid peroksidasyonunun yani sira protein oksidasyonu da artmaktadir.
Sistemik oksidatif stres, proteinlerin karbonil gruplarinin artisina neden olmaktadir.

Stres olarak tanimlanan protein karbonil gruplarindaki bu artisin; hiperglisemi,
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hiperlipidemi, oksidatif stres veya reaktif karbonil tiirevlerinin detoksifikasyonundaki
azalmadan kaynaklanabilecegi literatiirlerde bildirilmektedir (46).

Oksidatif stresin viicutta diger bir hedefi ise insiilin sentezi ve salinimindan
sorumlu olan pankreas [ hiicreleridir. DM uzun siireli kan glukoz ve serbest yag
asitlerinin artis1 pankreas [ hiicrelerinde fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir .
Pankreas B hiicrelerinin SOD, GSH-Px, CAT gibi antioksidan enzimler bakimindan
yeterli savunmasi olmadiginda serbest radikallere kars1 duyarlidir. Serbest radikallerin
artmast ve artan lipit peroksidasyonu sonucu Langerhans adacik hiicrelerindeki
glukozun oksidasyonu artar ve insiilin salinimi inhibe olur. DM oksidatif stresin artisina
neden oldugu gibi oksidatif stresin artisidda DM neden olmaktadir.

DM’daki uzun siireli hiperglisemi, agiklanan mekanizmalar ile siirekli ve siddetli
olarak oksidatif stresi tetiklemektedir. Serbest radikal tiretiminden baska hipergliseminin
laktat iretimini ve doku asidozunu artirdigi, serebral kan akimini azaltip, hipertrombotik
durum ve vazojenik 6dem olusturarak serebral otoregiilasyonu bozmaktadir (47).

Sonug olarak; kisa siireli ya da uzun siireli hiperglisemi sonucu artan serbest
radikal tiretimi, vazojenik 6dem, serebral kan akiminda azalma bunun yaninda santral
sinir sistemi hiicrelerinde gen ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler ndronal ve
endotelyal hasara neden olmaktadir. Bu hasar ensefalopati, kognitif ve davranissal

bozukluklar gibi 6nemli klinik sorunlara neden olmaktadir.
2.6. Deneysel Diyabet Modelleri

Diyabet cesitli hayvan tiirlerinde farmakolojik, cerrahi veya genetik
manipiilasyonlar ile indiiklenebilir. Diyabet konusunda deneylerin ¢ogu kemirgenler

tizerinde yapilmasina ragmen bazi deneylerde biiyiik hayvanlar da kullanilmaktadir.
2.6.1. Cerrahi Yontemlerle Olusturulan Diyabet Modeli

Deneysel diyabet arastirilmalarinda kullanilan modellerden biri, pankreasin
tamamen cikartilmasidir. Son yillarda dogal trinlerin etkilerini aragtirmak icin yapilan
calismalarda 6zellikle sican, domuz, kopek ve primatlar gibi hayvan tiirleri iizerinde
model olarak kullanmaktadir. Bu teknikte; yiiksek seviyede teknik uzmanlik ve yeterli
ameliyat donanimi gereklidir. Biiyiik bir ameliyat gerektirdigi icin enfeksiyon riski
yiikselir, yeterli postoperatif analjezi ve antibiyotik kullanimi1 artar. Ayrica

malabsorbsiyonu 6nlemek i¢in pankreas enzim takviyesine ihtiya¢ duyulur. Gelisen
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hipoglisemiye karst pankreasin antagonistik regulasyonunun kaybolmasi gibi
durumlardan dolay1 DM ¢alismalarinda model olarak kullanim1 zordur.

Son zamanlarda, kismi pankreatektomi kullanilmaktadir. Orta seviyedeki
hipoinsiilineminin olusmasi icin pankreasin %80 den fazla kisminin alinmasi
gerekmektedir. Bu yontemde ise daha fazla pankreasin rezeksiyonu o6nemli

hipoinsiilinemiye neden olabilir (48).
2.6.2. Deneysel Diyabetin Genetik Modelleri

Spontan diyabet gelistiren hayvan modellerinde kimyasal maddelerden
(alloksan ve STZ gibi) kaynaklanan yan etkiler yoktur. Insanda goriilen diyabette
oldugu gibi, deney hayvanlart heterojen ve karmasik o6zellikler gosterir. Bu
modellerde insiilin direnci, obezite, dislipidemi ve hipertansiyon gorilir (48, 49). Bu
tip deney hayvanlarinin kullanilmasi insan Tip 2 diyabetinde gozlemlenen bazi
olaylar1 arastirmak igin olduk¢a onemlidir. Kendiliginden diyabetik olan Goto-
Kakizaki (GK) sicani, glukoz intolerant nondiyabetik Wistar albino siganlarinin
nesiller boyunca secici ¢ogalmadan kaynaklanan Tip 2 diyabetin genetik egilimli bir
modelidir. Tip 1 diyabet modelleri ile ilgili non-obez diyabetik (NOD) farelerde tipik
olarak 12. ve 30. haftalar arasinda hiperglisemi gozlenir. Bu modellerin biiyiik bir
avantaji, ateroskleroz modeli olarak kullanilmasidir ve birgok  dogal {iriiniin
etkinliginin test edilmesidir (49). Dogal iriinler ile yapilan arastirmalarda en fazla
kullanilan modellerden birisi NOD fareleridir, digeri ise GK sicanlaridir.

Genetik  miihendisligi  ile dretilen diyabetik farelerde ise, glukoz
metabolizmasinda 6nemli rolii olan proteinler fazla ya da az sentezlenmektedir (48).
Bu modeller yiiksek maliyetlidir. Son yillarda bu alanda 6nemli gelismelerin ortaya
¢ikmasina ragmen, bu modellerde dogal driinlerle ilgili herhangi bir ¢alisma
yapilmamistir. Clinkii potansiyel terapotik ajanlarin etki mekanizmalarinin pankreatik
B-hiicrelerinin  biiyiimesini ya da olimiinii inhibe etmesi yoniindeki etkilerinin

arastirtlmasi kisithdir (50).
2.6.3. Diyabetin Farmakolojik Indiiksiyonu

Farmakoloji alaninda son yillarda yayinlanan arastirmalarin  ¢ogunda
farmakolojik indiiksiyon modeli kullanilmaktadir. Bu modelin olusturulmasinda

streptozotosin (% 69) ve alloksan (% 31) en sik kullanilan kimyasallardir. Bu model
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diyabetin farkli yonlerinin arastirilmasinda olduk¢a faydalhidir. Bu maddelerin her
ikisi de enjekte edildikten (intraven6z, intraperitoneal veya subkutan) kisa bir siire
sonra diyabetojenik etkilerini gosterirler. Diyabetin indiiklenmesinde kullanilan bu
ajanlarin  dozu, hayvan tiirlerine, diyabet olusturma modeline ve hayvanlarin
beslenmesine baglidir. Verilen doza gore Tip 1, Tip 2 diyabet veya glukoz
intoleransina benzer bir sendrom indiiklenebilir (51).

Vakor, diphenylthiocarbazone ve 8-Hydroxyquinolone gibi maddeler toksik etki
diizeyleri yiiksek oldugu igin deneysel diyabet arastirmalarinda kullanimlari sinirlidir
(52).

2.6.3.1. Streptozotosin

Agik ismi 2 -Deoksi- 2- (([metil (nitrozo) amino] karbonil) amino)- B- D-
glucopyranose olan Streptozotosin (STZ) 1950’1l yillarda toprakta kesfedilmis bir
antibiyotiktir. STZ antimikrobiyal etkisinin yan1 sira, kemoterapétik alkilleyici olarak
da kullamlmaktadir (53, 54). Ilk defa Rakieten ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismalar ile 1963 yilinda STZ'nin diyabetojenik etkisinin oldugunu bildirilmistir.
Diyabet arastirmalarinda STZ en uygun diyabetojenik ajandir. STZ’nin neden oldugu
instilinopenya (hipoinsiilinizim) sendromuna STZ diyabeti adi verilmektedir (54).
STZ pankreas spesifik olarak nekroz olusturur. B-hiicrelerinde olusan harabiyet
insiilin salinimin1 geri doniistimsiiz olarak baskilar. Bundan dolay1 deneysel diyabet

indiiklemesinde tercih edilmektedir (51, 55) .

OH
HO Q
HO OH
NH
o
N—CH;
O=N

Sekil 2.5. Streptozotosin’in Kimyasal Yapis1
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2.6.3.2 Streptozotosin ile indiiklenen Diyabet Modeli

STZ ile indiiklenen diyabette kan glukozunun trifazik yanitlari sekil 2.6°da
gosterilmektedir (51). STZ’ye tepki olarak organizmada plazma insiilin seviyesinde
azalma, pankreasin ince yapisindaki degisiklikler ve sonugta nekrotik pankreas f hiicre
olimiinin gergeklestigi bildirilmistir (51).

Birinci faz, kan glukoz konsantrasyonunun artist (1 saat STZ verildikten
sonra) ve plazma insiilinin azalmas: ile baslar. Bu faz genellikle 2-4 saat siiren
hiperglisemi ile karakteristiktir. Bunun nedeni STZ’nin pankreas B hiicrelerindeki
GLUT-2 reseptorlerine baglanarak insiilin salgisinin inhibisyonudur (hipoinsiilinemi).
Bu fazda pankreasin  hiicrelerinde intraseliiler vakuolizasyon, GER dilatasyonu, golgi
alaninin azalmasi, salgi graniillerinin ve icerdigi insiilinin azalmasi ve mitokondri
sismesi gibi baz1 morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikar (48).

ikinci faz (hipoglisemik faz), genellikle STZ enjeksiyonundan 4-8 saat sonra
gorilir ve birkag saat siirer. STZ’nin hiicre membrant ve salgi graniillerinin zarlarini
par¢alamasi sonucunda dolasim sistemine yiiksek miktarda insiilin salinir, boylece
siddetli gegici hipoglisemi ortaya ¢ikar. Bu faz sonunda B-hiicrelerinde birtakim ciddi
morfolojik degisikler goriiliir (48-50).

Ucgiincii faz, kalict diyabetik hiperglisemi fazidir. Morfolojik olarak, pB-
hiicrelerinin graniillerini tamamen bosaltmalart ve o&lmeleri 12-48 saat iginde

gerceklesir.
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Sekil 2.6. STZ enjeksiyonundan sonraki kan glukoz degisimi

2.6.3.3. Streptozotosinin Etki Mekanizmasi

STZ insiilin salgilanmasini inhibe ederek insiiline bagimli diyabete neden
olur. Alloksanda oldugu gibi, STZ de pankreas B hiicreleri tarafindan spesifik olarak
hiicre igine alinir ve biriktirilir. STZ pankreatik B-hiicrelerinin plazma membraninda
bulunan GLUT 2 ile segici olarak hiicreye tasinir (56, 57).

GLUT 2 reseptorii bulunmayan hiicrelerin STZ'ye dayanikli oldugu rapor
edilmistir (58, 59). STZ’nin toksisitesi metilnitroziire kisminin DNA alkilleme
aktivitesine baglidir. STZ’den DNA’ya metil grubunun transferi hasara neden olur ve
DNA fragmentasyonu ile sonuglanir (60, 61). DNA’nin tamiri igin poli ADP-riboz
polimeraz (PARP) viiksek derecede stimiile edilir. Bu olay hiicredeki NAD" ve daha
sonra ATP depolarin1 azaltir.  Hiicresel enerji depolarinin tiikkenmesi sonucunda
pankreasin [ hiicreleri nekroza ugrar (62). STZ aynm1 zamanda protein yapilarda
metilasyona neden olur (63). Sonucta DNA metilasyonu beta hiicresinin 6limiinden
sorumludur, STZ'den kaynaklanan protein metilasyonu da muhtemelen beta hiicresinde
fonksiyonel bozukluklara neden olur. Alternatif hipoteze gore STZ’nin diyabetojenik
etkisinin bir kismi intraseliiler NO dondr potansiyeline baghdir (64). STZ ve
metilnitroziire nitrozo grubu igerirler ve hiicrede NO artisina sebep olurlar. STZ’nin
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guanilil siklaz aktivitesini ve cGMP formasyonunu artirdigi ve bu artiglarin NO'dan
kaynaklandigi 6ne siiriilmistiir (65). Son olarak, az miktarda reaktif oksijen tiirleri
(ROS) (O, ve HO-) jenerasyonu (66), STZ etkisiyle birlikte B-hiicrelerinin yikimini
hizlandirabilir fakat burada ROS'un 6nemli bir rolii yoktur (55) (Sekil 2.7).

STZ

DNA alkilasyon

OH™ ONOO NO
" J

-
DNA hasart poli—(ADP-ribosylasyon)
NAD | ATP |

Sekil 2.7. Sigan pankreas P hiicrelerinde STZ toksisitesinin mekanizmasi

2.7. Alfa Lipoik Asid

Alfa lipoik asid (ALA), kimyasal ismi 1,2 dithiolan-3 pentanoic asid olan
thioktik asid, tiyol grubu igeren ve antioksidan aktiviteye sahip fizyolojik sistemlerde
bulunan 6nemli bir molekiildiir (67). Diyetle 1spanak, brokoli, domates ve et {irlinlerinde
alinabilinir. Tlk kez L Reed tarafindan 1951 yilinda sigir karacigerinden izole edilmistir.
ALA, bitki ve hayvan mitokondrilerinde oktanoik asit ve sistein (siilflir vericisi)’den

enzimatik reaksiyonlarla sentezlenir. Yiikseltgenmis formunda intramolekiiler disiilfid
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bagt olusturan, disiilfid tlirevi bir oktanoik asittir. ALA’nin okside olmus ditiyolan
halkas1 ¢evresel sartlara bagli olarak molekiile yiliksek bir indirgeme o0zelligi
kazandirmaktadir. ALA’nin iki ayr1 izomerik konfigiirasyonu vardir. R formu dogal, S
formu ise sentetiktir (68). ALA ve Dihidrolipoik Asidin (DHLA) kimyasal reaktivitesini
saglayan da ditiyolan halkasidir (Sekil 2.8). Bu yap1 ALA’y1 bilinen tiyol igeren diger

biyomolekiiller arasinda 6zgiin kilmaktadir.

a- Lipoik Asit (ALA)

@)
OH
S
A
2H* 2e‘\ / 2H™ 2¢
\ 4
O
OH
SH HS

Dihidrolipoik Asit (DHLA)

Sekil 2.8. ALA ve DHLA’ nin kimyasal yapisi

ALA insan diyetinde yeterli miktarda bulunmasina ragmen, de novo olarak
mitokondride lipoik asid sentaz tarafindan sentezlenmektedir. Hem lipid hem de sulu
ortamda ¢Oziiniir, kolayca emilir ve hiicrelere tasinarak, DHLA’ya indirgenir. Oral
kullanimindan 30 dk sonra sistemik dolasima gegen aktif LA miktar1 % 30’dur (69).
ALA hiicreye girdikten sonra sitozolik enzimler olan GSH rediiktaz ve tiyoredoksin
rediiktaz ve mitokondrial enzim E3 tarafindan indirgenmektedir. ALA barsaktan
emildikten sonra, ¢esitli dokularda metabolik degisiklige ugradiktan sonra salgilanir.

Lipoat metabolizmasindaki katabolik siire¢ pentanoik asid yan zincirinin 3-oksidasyonu
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tizerinden gerceklesmektedir. ALA metaboliti olan 3 ketolipoat, serbest ALA’nin -
oksidasyonla salgilandigin1 gostermektedir (67, 70).

ALA mitokondri enerji metabolizmasmnin sitrik asid siklusundaki 6nemli
bilesiklerinden multienzim dehidrogenaz kompleksinin (piruvat dehidrogenaz, o-
ketoasit dehidrogenaz ve a-ketoglutarat dehidrogenaz) kofaktoriidiir. ALA ekzojen
verildiginde serbest radikal temizleyici, metal selasyonu, lipid peroksidasyonun
inhibisyonu, vitamin E, askorbik asid ve glutatyonun rejenerasyonu gibi antioksidan
etkilere sahiptir (68). ALA ve DHLA dogal olarak fizyolojik sistemlerde
bulunduklarindan ideal terapdtik antioksidan oldugu diisiiniilebilir. Rediikte DHLA ve
okside ALA formlarinin her ikisi de *OH, HOCI ve O,”’i dogrudan temizler, H,O, ise
rediikler. DHLA’nin, ALA’ya gore antioksidan etkisi daha fazladir (67). ALA,
antioksidan etkiye ilaveten bazi metabolik yollarda enzim aktivitelerini de etkileyebilir.
Hepatik mikrozomal enzimlerden sitokrom P450 rediiktaz ile disiilfid-tiol degisimi
yoluyla P450 rediiktaz1 inhibe edebilir. Nitrik oksit sentaz ile sitokrom P450 rediiktaz
homologdur. Bu yiizden ALA nitrik oksit sentaz1 da inhibe edebilir (67). DHLA nin
antioksidan etkisi kanitlanmis olmasina ragmen 6zellikle demirin varliginda prooksidan
etki gosterebilir. DHLA invitro hem ferrik hem ferr6z demir ile selat olusturur. Bu
nedenle demirin oksidatif hasarini Onler. Ancak ferritinden demirin ayrilmasini ve
Fe"®iin Fe+2’ye donlisiimiinii azaltarak oksidatif hasar1 arttirabilir. ALA ve DHLA nin
antioksidan ve prooksidan olarak fonksiyon gosterme yetenegi oksidan stresin tipi ve
fizyolojik sartlar tarafindan belirlenmektedir. Tiyol bilesikleri tarafindan olusturulan
prooksidan etkilerin ¢ogu O, , H,0, ve *OH olugmasina baglanmaktadir (70).

ALA biyoyararlanimi1 ve absorbsiyonu ile yapilan ¢alismalarda diyetle R-ALA
yada S-ALA aliminda biyiik farkliliklarin olmadigi ve farkli oranlarda karistirilarak
alindiginda bile biyoyararlanimi %40°1 gegmemistir (71). Yemeklerden 30 dk once
alinmasi1 grekmektedir. Oral alimindan sonra gastrointestinal kanalda absorbe edilerek
diger organlara geger. Kan beyin bariyerini serbest gegebilmektedir (72). Karacigerde
bisnorlipoate ve tetranorlipoate metobolitlerine metabolize edilerek renal ekskresyona
ugrar. ALA/DHLA amfifilik 6zelliginden dolayr vitamin C ve E den bazi 6nemli
avantajlara sahiptir. Amfifilik ozelliginden dolayr hiicre membran1 ve sitozolde
antioksidan aktivite gosterebilmektedir (73).

ALA diyabette insulin rezistansini ve noropati gelisimini kontrol etmektedir. Bu

etkilerini beyinde insiilin benzeri uyarilar yaparak gosterir. Beyinde kan glukoz
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miktarinin arttigi mesajint vererek enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli
enzimlerin genetik yamitlarim etkilemektedir. Istah1 azaltip kasta enerji kullanimini
artirarak leptin benzeri etkiler olusturur. Oral yolla kisa siireli alfa lipoik asit kullanan
tip 2 diyabet hastalarinda insiiline duyarliligin ve glukoz kullaniminin diizenlendigi
goriilmiistiir ancak HbA; seviyelerinde diislis gozlenmemistir (74).

ALA toksisitesine dair yapilan ¢alismalarda giiclii bir dogal antioksidan olan
Vitamin C takviyesinde gozlemlenen prooksidan etki gozlenmemistir. Ratlarda LDsg
2,000 mg/kg olarak bildirilmistir. Insanlarda LDs, hayvanlardaki gibi kesin bir doz
olmamakla beraber gen¢ bayanlarda 100,000 mg, yetiskin erkekler i¢in 200,000 mg
araligindadir. ALA intravenéz ek takviye kullaniminda kisinin yas ve viicut kitle
indeksine gére bu araliklarda dozlar belirlenir. Klinik uygulamalarda giinliik 1,800 ve

2,400 mg araliginda kullanimina dair higbir yan etki gézlemlenmemistir (75).
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3.1. Deney Hayvanlarinin Temini

Calismamizda Inénii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen Wistar albino tiirii erkek si¢anlar kullanildi. Calismanin tim
asamalarinda, Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’undan alinan
20.01.2015 tarih ve 2015 /A-11 nolu etik kurul kararina uygun ¢alisildi. Calismada
kullanilan 250-300 g agirhigindaki erkek siganlar deney giinline kadar standart barinma
kafeslerinde tutuldu. Igme sular1 giinliik degistirildi ve giin asir1 kafes temizligi yapildi.
Siganlar oda sicakligit 22-24 °C arasinda, havalandirma sartlar1 saglanmis,
aydinlatilmast 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanan odalarda
barindirildilar. Siganlar ¢alisma boyunca ad libitum standart pellet yemle beslendi. Bir
kafeste en ¢ok 4 sican olacak sckilde rastgele 4 gruba ayrildilar. STZ uygulanan
gruplarda kayip olabilecegi olasilig1 diisiiniilerek, istatistiksel a¢idan anlamli sonuglar
elde edilebilecek en az sayida sigan kullanilarak her gruba 10 si¢an alindi 1. grup
kontrol grubu; 10 adet si¢an, 2.grup STZ grubu; 10 adet sigan, 3.grup STZ+ALA 10
adet sigan, 4. grup ALA olacak sekilde toplam 40 adet sican gruplandirildi. Kontrol
grubundaki si¢anlara higbir miidahale yapilmadan diger gruplarla esit kosullarda
tutuldu.

3.2. Deney Hayvanlarinda Diyabet Olusturulmasi

Calismamizda diyabet olusturulacak siganlar 12 saat dncesinden ag¢ birakildi.
Vicut agirliklar1 dikkate alinarak 0,1 M sodyum sitrat tamponu (pH 4,5) ile taze
hazirlanmis 50 mg/kg STZ (Sigma-aldrich CAS n0:18883-66-4) intraperitonal olarak
enjekte edildi. Literatiir taramalarinda STZ ile olusturulan diyabet modellerinde 65
mg/kg ile 40 mg/kg arasinda degisen STZ dozlar1 kullanilmistir. yapilan c¢alismalar
dogrultusunda bizim ¢alismamizda rat 6liimii olmamisi ve tek dozla diyabet olusturmak
amaci ile 50 mg/kg STZ dozunu kullandik (76, 77). Ani ve siddetli hipoglisemiyi
onlemek i¢in, STZ enjeksiyonundan sonraki 24 saat boyunca %10' luk glukoz
soliisyonu igme suyu olarak siganlara verildi. STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra
kuyruk kanindan kan glukoz ol¢iimii yapildi. Kan glukoz seviyeleri 200 mg/dl ve
tizerinde olan siganlar diyabet olarak kabul edildi (78) ve STZ ile STZ+ALA gruplarina

alindi.
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3.3. ALA Uygulanmasi

Calismamizda olusturdugumuz dort gruptan ALA grubu ve diyabet olustuktan
sonra ALA tedavisi uygulanan ve STZ+ALA grubundaki si¢anlara c¢aligmanin ilk
gliniinden itibaren 6 hafta boyunca ALA (abcamBiochemical CAS No0:1077-28-7)
uygulamasi yapildi. Her giin aynmi saatte (10:00-11:00) giinliik taze hazirlanmig ALA
100 mg/kg/giin (79) dozunda her hayvana 0.5 ml ¢6zelti seklinde oral gavajla verildi.

3.4. Ogrenme Testinin Yapilmasi

Morris su labirenti (Morris Water Maze) testi kemirgenlerde gorsel mekansal
ogrenme ve hafiza gelisimini anlayabilmek amaciyla gelistirilmistir. Bu g¢alismada
deneysel diyabet olusturulan ratlarda ALA’nin uzun siireli hafiza tizerindeki etkisini

incelemek amaciyla yapildi.

Sekil 3.1. Calismamizda kullanilan Morris Water Maze Testi

Calismamizda odanin paravanlarla c¢evrili kismina yerlestirilen 120 cm
genisliginde ve 60 cm boyunda i¢i 40 cm kadar su dolu siyah renkli polikarbon bir tank
kullanildi. Tanktaki suyun sicakligi 22 °C’de sabit tutuldu. Dogu, bati ve giiney
yonlerinin lokalize edilebilmesi amaciyla deney sonuna kadar yerleri degistirilmeden

duvarlara hayvanlarin dikkatini ¢ekebilecek renk ve sekilde ipuglar yerlestirildi. Kuzey
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duvart bos birakildi. Odanin tavanina havuzu ortalayacak sekilde yerlestirilen kamera,
gorlintiilerin kaydedilip verilerin islenecegi bir izleme programi yiklii bilgisayara
baglandi. Havuza su ylizeyinin 2 cm altinda kalacak sekilde platform yerlestirildi ve
sican platforma ciktifinda kendini giivende hissetmesi amaciyla platformun ylizeyi
pengeleriyle tutunabilecegi siyah renk kumasgla kaplandi.

Deneye baglamadan 6nce (habitiiasyon giinii) hayvanlar havuza birakilarak 90 sn
stireyle yiizmelerine izin verildi. Bu alistirma yiiziisii sonrasinda testin gorsel mekansal
O0grenme boliimiine baslandi. Yonler ve hayvanlar diizenli bir sirayla segilerek yiizleri
duvara doniik sekilde dogu, bati, kuzey ve giiney yonlerinden havuza birakilarak
yiizdiiriildii ve goriintiileri kaydedildi. 90 sn icinde platformu bulamayan hayvanlar
platforma yerlestirilerek 30 sn dinlendirildi ve latanslart 90 sn olarak kabul edildi.
Ardigik 4 giin boyunca (Spatial oryantasyon) deney tekrarlandi ve veriler kaydedildi.
Her gilin hayvanlarin havuza birakilma siralar1 ve birakildiklar1 kadran diizenli bir sira
icerisinde yapildi. Mekéansal 6grenmeden 4 giin sonra yani deneyin 43. giiniinde
(retansiyon giinli) uzun silreli hafizanin degerledirilmesi yapildi. Testin 5. giinii
platform ¢ikarildi ve ratlar ayn1 sirayla yine 4 yonden havuza birakilarak ytizdiiriildi ve
goriintlileri kaydedildi. 90 sn iginde platformun bulundugu kadranda hayvanlarin

gecirdikleri siire hesaplanarak gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi.
3.5. Calismanin Sonlandirilmasi ve Beyin Dokularimin Cikartilmasi

Calismamizda 6. haftanin sonunda 5 mg/kg xylazine ile 50 mg/kg ketamin
kokteyli i.p. uygulanarak genel anestezi altinda siganlarin karin derisi bistiiri yardimiyla
acildi. Kalpten alinabilecek tiim kan alinarak sicanlar sakrifiye edildi. Sonrasinda
siganlarin kafataslar1 agilarak beyin dokular1 ¢ikarildi. Kuru buz iizerinde ve sivi azot
sprey kullanilarak beyin dokusundan kortex, hipokampiis, hipotalamus ve stratium
bolgeleri ayrildi. Beyin bolgelerinden bir miktar histolojik incelemeler igin ayrildi.
Diger pargalar ise biyokimyasal incelemeler i¢in hemen aliiminyum folyoya sarilip grup
numaralar1 belirtilerek plastik kaplara konuldu. Kan 6rnekleri daha sonra yapilabilecek
calismalarda kullanilmak tizere 3000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde
edilen serum tiiplere aktarildi. Sonra tim numuneler -80 C° dereceye ayarli derin
dondurucuda biyokimyasal testlerin yapilacag: giine kadar saklandi. Deneyden bir giin
once derin dondurucudan ¢ikarilan beyin dokularinin bir gece siireyle buzdolabinda (+4

C°) bekletilerk buzlarinin ¢oziilmesi saglandi.Ertesi giin dokular tartilarak her bir
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ornegin yas doku agirligr kayit edildi. i¢i buz dolu tasima kaplarina yerlestirilmis cam
tiiplere aktarilarak soguklugu muhafaza edildi. Yas doku agirhiginin 10 kati olacak
sekilde tizerine soguk Tris-HCI tamponu (pH 7,4, 0.2 mM) eklenerek homojenizatorde
16000 devir/dakika hizda 3 dakika siireyle homojenize edildi. Homojenat
vortekslendikten sonra eppendorf tiiplere aktarildi ve bu homojenatlarda MDA, PC ve
protein tayinleri yapildi. Homojenatlarin bir boliimii, 1 saat siireyle 2200 g’de +4 C°
sogutmal1 santrifiijde santrifiij edilerek siipernatant elde edildi. Ayrilan siipernatantlar

SOD, CAT, GSH-Px, GSH, TAS, TOS ve protein tayinlerinde kullanildi.

Sekil 3.2 Rat Beyin Dokusu

3.6. Beyin Dokusunda Yapilan Analizler

3.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Kullanilan Reaktifler: Substrat soliisyonu [0,3 mmol/L ksantin, 0,6 mmol/L
Na;EDTA, 150 umol/L NBT, 400 mmol/L Na,COs, 1 g/L BSA] ksantin oksidaz
(X0:167 U/L), 2 M (NH,)2SQ4, 0,8 mmol/L CuCl,.

Deneyin prensibi: SOD aktivitesi Sun (80) ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanan, Durak ve arkadaslari tarafindan modifiye edilen NBT indirgeme

yontemiyle c¢alisildi (81). Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile tretilen
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stiperoksit radikalleri NBT yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Reaksiyon iirlinii
olan bu renkli formazonlar 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi
ortamda meydana gelen indirgenme mavi-mor renk olusturmaktadir. Ortamda SOD
oldugunda ise NBT indirgenmesi tam olmayip enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak
acik renk olusmaktadir. Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu %350 oraninda inhibe
eden enzim aktivitesidir.

Deneyin yapilisi: Daha once elde edilen homojenat slipernatantinin bir kismi
1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) karisimi iginde vortekslenip 30 dk siireyle
2200xg devirde sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan SOD

enzim aktivite tayini yapildi.

Kor Numune
Substrat soliisyonu 2.85 ml 2.85 ml
Kloroform-Etanol Extrakt1 | - 0.100 ml
Bidistile su 0.100 ml -
X0 (167 U/) 0.050 ml 0.050 ml
25 C°’de 20 dakika inkiibasyon siiresi baglatildi.
CuCl, 1ml 1ml

Distile suya kars1 korden baglanarak numuneler 560 nm’de okundu.
SOD aktivitesinin hesaplanmasi: % Inhibisyon= (Ax-Ay)/AKx100
Ax: Kor absorbansi

An: Numune absorbansi

%50’lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in

Aktivite (U/ml)= [(% inhibisyon/50) x (1/0.1)] ml

Spesifik aktivite (U/mg protein)= [U/ml/mg/ml protein].

Sonuglar, U/mg protein olarak ifade edildi.

3.6.2. GSH Analizi

Kullanilan reaktifler: 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (1,5 mg/ml), GSH
rediiktaz (6 U/ml), NADPH (4 mg/ml), pH :7 fosfat tamponu

Prensibi: GSH konsantrasyonu Beutler ve ark. metoduna gore olgiildi (82)
GSH seviyesi, 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (Ellmann's soliisyonu) ile siilthidril
gruplarinin sar1 renk olusturmasi ve bu rengin 412 nm'de Olclilmesi esasina dayanir.

GSH seviyesi umol/ g protein olarak verildi.
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Deneyin yapihisi:

Kor

Numune

1 ml tampon

1 ml tampon

10 pl numune

10 pl distile su

50 ul NADPH 50 ul NADPH
20 ul DTNB 20 ul DTNB
20 pl GSH rediiktaz 20 pl GSH rediiktaz

Vortexle karistirtlip, 5 dk beklenir. Numunelerin absorbanslari 412 nm de kore
sifirlanarak spektrofotometrik olarak okundu.

Hesaplama: 2500-1000-500-250-100-10 umol/g protein konsantrasyonlarda
hazirlanan standart GSH soliisyonlarinin  konsantrasyonuna bagli olarak vermis
olduklar1 absorbans degisim grafigine gore sonuglar hesaplanir. Degerler umol/g protein

cinsinden hesaplanir .

3.6.3. MDA miktarinin tayini

Kullanilan reaktifler: % 0,675 tiobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi, %10
triklorasetikasit (TCA) ¢ozeltisi ve 20 mM 1,1,3,3- tetrametoksipropan (standart).

Prensibi: Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu ile ¢alisildi (83). En ¢ok
kullanilan lipid peroksidasyon tayin yontemidir. Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit ile
90-95 C° de reaksiyona giren malondialdehit (MDA) ve diger TBARS, pembe renkli

kromojen meydana getirir. Onbes dakika kaynatildiktan sonra hizla sogutulan

numunelerin absorbanslar1 532 nm de spektrofotometrik olarak okundu.

Deneyin Yapilisi:
NUMUNE KOR

Homojenat 0,5 ml -

TCA %10 2,5ml 2,5ml

Deiyonize su - 0,5ml

90 °C 15 dakika bekletildikten sonra 3000 g ‘de 10 dakika santrifiij edildi

Stipernatant 2 mi 2 mi

TBA % 0,675 1ml 1mil

90 °C 15 dakika bekletilir, sogutulur ve kore kars1 532 nm’de okunur.
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Hesaplama: 20 mM/L stok standat ¢oézeltisinden degisik konsantrasyonlarda
hazirlanan standartlar, numunelerle aymi sartlarda ¢alisildi ve elde edilen sonuglar ile
standart grafigi cizildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti numunelere uygulanarak

MDA miktar1 yas gram doku basina nanomol olarak hesaplandi.
3.6.4. GSH-Px Aktivitesinin Tayini

Kullanilan reaktifler: 150 mM rediikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaNjs;,
enzim [1,5 ml 3,2 M (NH4),SO,4 + 50 ul GSH-rediiktaz], 2 mM H,0,, fosfat tamponu
(50 mM, pH:7,5).

Deneyin prensibi: GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin metoduna gore
calisildi (84). GSH-Px hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizler. Hidrojen peroksidin bulundugu
ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardim ile
GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’in NADP™*’ya yiikseltgenmesi sirasindaki
absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla hesaplanir.

Enzim {initesi; birim zamanda okside olan mikromol NADPH miktaridir.

Deneyin yapihisi: Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanan spektrofotometrede
numunelerin absorbans degerleri 5 dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azaliginin

1 dakikalik siiresi esas alinarak hesap yapildi.

Fosfat tamponu 5 mM EDTA’I1 2,65 mi
Rediikte GSH (150 mM) 0,10 ml
NADPH (8 mM) 0,10 ml
Enzim (23,3 U/L) 0,01 ml
NaNs (1 M) 0,01 ml
Siipernatant 0,02 ml
30 dakika oda 1s1sinda inkiibasyon
H,0, (2 mM) 0,100 ml

Hesaplama: Sonuglar, IU/L mg protein olarak hesaplandi.
Hesap: IU/L = [(AA/t) / 6.22 x 10°] x (1/0.02)
Spesifik aktivite (IU/L mg protein) = (IU/L) / (1000 x W)
W: gram protein miktari
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3.6.5. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Kullanilan reaktifler: Fosfat tamponu (pH 7.0, 50 mM) ve fosfat tamponu
kullanarak absorbansi 0.500 nm’ye ayarlanmis olan H,O; ¢ozeltisi.

Deneyin prensibi: Katalaz aktivitesi Aebi’nin metoduna gore 6lgtildii(85). 240
nm’de maksimum absorbans veren H,O, deney ortamina ilave edilen katalaz
aktivitesiyle su ve oksijene pargalanir. Bu durum ultraviyole (UV) spektrumunda
absorbans azalmasina neden olup absorbanstaki azalma CAT enziminin aktivitesi ile
dogru orantilidir. Bir CAT finitesi: Birim zamanda bir mikromol H,0,’i suya g¢eviren
enzim miktaridir.

Deneyin yapilisi: Kor olarak fosfat tamponunun kullanildign UV
spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda sifir ayar1 yapildiktan sonra H,O; ¢ozeltisi
0.500 absorbans verecek sekilde aymi tampon ile diliie edildi ve substrat olarak
kullanildi. Substrat i¢ine numune ilavesiyle her 15 saniyede bir defa olmak lizere 2
dakika stire ile absorbans azalmasi kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer

absorbans azalmasi degerleri esas alindu.

Kor Numune
Fosfat Tamponu (50 mM, pH=7) | 3 ml -
H,0, cozeltisi (A240=0.500) - 2,99 ml
Stipernatant - 0,01 ml

Hesaplama: Sonuglar, k/g protein olarak hesaplandi.
k =[2.3 x log (OD1/OD,)] /At (sn)
k/g protein = k / [(g/ml protein) x 1000]

k : reaksiyon hiz sabiti
9.6.6. Protein Karbonil Miktarimin Tayini

Kullanilan reaktifler: DNPH (10 mM 2 M HCI igerisinde ¢6ziinmiis), 6 M
guanidine (20 mM pH 2.3 potasyum fosfat igerisinde hazirlanmig), TCA, etanol:etil
asetat (1:1,v/v), 100 MM NaOH

Prensibi: Plazmada protein karbonil tayini, Reznick ve Packerin yontemine
gore yapildi (86). Yontemin prensibi, plazmadaki proteinlerin 2,4 dihidrofenilhidrazin

(DNPH) ile olusturduklari sar1 rengin 360 nm Sl¢limii esasina dayanir.
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Deneyin Yapihisi:

0,5 ml doku homojenati {izerine 0,5 ml % 20 TCA eklenip vortexlenir.
11000 g 10 dk santrifiij edilip siipernatant dokiiliir.

0,5 ml 2 N HCL i¢inde hazirlanmis 10 mM DNPH eklenip vortexlenir.
1 saat inkiibe edilir ve her 10 dk bir vortexlenir.

Inkiibasyon bitince 0,5 ml % 20 TCA eklenip vortexlenir

11000 g 4 dk santrifiij edilip slipernatant dokiiliir.

Pellet iizerine 1 ml etanol/etil asetat eklenip vortexlenir,10 dk beklenir
11000 g 4 dk santrifiij edilip slipernatant dokiiliir. (x3)

Tortunun tizerine 0,9 ml 100 mM NaOH eklenir.

37°C 15 dk benmaride ¢alkalanarak tortunun ¢6ziinmesi saglanir.
11000 g 5 dk santrifiij edilir

1 ml kuvetler ile 360 nm’de numunelerin absorbanslari okunur.

N N N N N N U NI N NN

Hesaplama: Sonuglar nmol/mg protein seklinde ifade edilir.

Orneklerdeki DNPH konsantrasyonlar1 asagidaki formiile gore hesaplanur.

A =22000 M* cm™
3.6.7. Doku Homojenat ve Siipernatant Ekstraktlarinda Protein Tayini

Kullanilan reaktifler: A reaktifi: 20 mmol CuSQO, 34 mmol NasSitrat, B
reaktifi: 0.19 mmol Na,COg3, 0,1 mol NaOH ve Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF) reaktifleri
kullanildi.

Deneyin prensibi: Protein miktar1 Lowry metoduna gore tayin edildi (87). Bu
yontemde, alkali ¢oOzeltide bakir-protein  kompleksi olusarak fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir renk
olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Folin reaktifinin ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu reaktif sadece
asit ortamda dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu rediikleme ise pH 10’da olusmaktadir.
Bu yiizden folin reaktifi siiratle alkali bakir-protein ¢ozeltisine ilave edilmeli ve
vortekslenmelidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin) reaktifi

parcalanmadan Once rediiklenme olay1 gergeklesir.
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Deneyin yapihisi:

Numune Kor
Numune 10 pl -
Deiyonize su 490 pl 500 pl
C Reaktifi (5/1:B/A) 2,5 ml 2,5ml
Kanstirilir, 5-10 dakika beklenir.
D Reaktifi (1/1:FCF/d.s.) 0,25 ml 0,25 ml

30 dakika oda 1sisinda bekletilir ve 700 nm’de kore karst OD okunur.

Hesaplama: Standart grafigi ¢izmek igin konsantrasyonu bilinen sigir serum
albiimininden hazirlanmig ¢ozeltiler kullanildi. “OD — mg/ml protein konsantrasyonu”
grafigi cizilerek protein degerleri bu grafikten okundu. Standart ve numuneler kore karst
700 nm’de okundu.

Protein (mg/ml) = (Ks/Ast) X AN

Kst: Standardin konsantrasyonu

Ast: Standardin absorbansi

AN: Numunenin absorbansi
3.6.8. Beyin Doku Siipernatant Ekstraktlarinda TAS —TOS ve OSI Analizi

Toplam Antioksidan Kapasite (TAS) o6l¢iimii Biotek HT Snynergy Gen 5
yazilimli immino plate readerda ticari TAS Kkiti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye)
kullanilarak yapildi. Bu kit ile asidik bir ortamda (asetat buffer 30 mmol/L; pH 3.6)
kullanarak  redikte =~ ABTS  (2,2'-azinobis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)) molekiilii, ABTS™ okside forma doniisiir. Asetat

sadece  hidrojen  peroksidi
buffer soliisyonundaki konsantre (koyu yesil) ABTS™" molekiilleri uzun bir siire daha
kararh kalir. Yiiksek pH daha yogun bir asetat buffer (asetat buffer 0,4 mol/L; pH 5,8)
ile diliie edildigi zaman, rengi yavas yavas kendiliginden daha agik hale doniisiir. Analiz
yapilan 6rnekteki mevcut antioksidanlar konsantrasyonlariyla orantili olarak bu renkteki
azalmay1 bir dereceye kadar arttirir. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak izlenebilir
ve renkteki a¢ilma orani ornekteki TAS ile orantilidir. Mikroplate reader da 660 nm’de
okunan absorbans degisimindeki deney sonuglart TAS 6l¢lim testleri i¢in kullanilan
standart antioksidan ve bir vitamin E anologu olan trolox soliisyonunuyla kalibre edilir.

Sonuglar umol Trolox Equivalent /L biriminde ifade edilir (88, 89).
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Toplam Oksidan Kapasite (TOS) 6l¢iimii Biotek HT Snynergy Gen 5 yazilimli
immino plate readerda ticari TOS kiti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak
gerceklestirildi. Bu kit ile orneklerdeki mevcut oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine
kompleksi ferrik iyona oksitler. Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon mediumunda bulunan
gliserol molekiiller tarafindan gergeklestirilir. Asidik ortamda ferrik iyonlar xylenol
orange ile renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak olgiilebilen, renk
yogunlugu ornekteki toplam oksidan molekiil miktar1 ile orantilidir. Deney, hidrojen
peroksit ile kalibre edilir ve sonuglar, litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri
cinsinden (umol H,O, equivalent/L) ifade edilir (90).

Oksidatif Stres Indeksi (OSI) oksidatif stres derecesinin bir indikator parametresi
olup, hesaplanmasi formiildeki gibidir. Total Antioxidant Status ve Total Oxidant Status
Kitlerini kullanarak OSI hesaplandi.

TOS, umol H202 equivalent/L
TAS, mmolTrolox Equivalent/L

OSlI=

3.7. Histolojik Analizler

Alinan beyin korteks dokusu ornekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in % 10’luk
notral fosfat tamponlu formaldehit ile 48 saat siiresince tespit edildi. Tespit islemini
sonrasinda beyin dokusu Ornekleri rutin histolojik doku takip prosediiriinden
gecirildikten sonra parafin bloklar igerisine gdmiildii. Parafin bloklardan mikrotom ile 6
um kalinliginda kesitler alinarak lamlar {izerine yerlestirildi. Lamlar iizerine alinan
kesitler hematoksilen—eozin (H-E) ve Toluidine blue ile boyandiktan sonra Nikon
Optiphot-2 1s1k mikroskobu, Nikon DS Fi2 kamera ve Nikon DS-L3 goriintii analiz
sistemi (Nikon Corporation, Tokyo Japan) ile incelenerek fotograflar cekildi.

Transmission elektron mikroskobik inceleme i¢in alinan beyin dokusu 6rnekleri
Leica EM AMW Automatic Microwave Tissue Processor (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Germany) cihazinda %2,5 gluteraldehit ve %1 osmium tetroksit ile tespit
edildikten sonra aseton serilerinden (%30, %50, %70, %90, %100) gegirilerek
dehidratasyon islemi uygulandi. Daha sonra beyin doku ornekleri epoxy resin (Araldit
CY212) bloklar i¢gine gomiildii. Araldit bloklardan ultramikrotom yardimiyla 80 nm
kalimligindaki kesitler bakir gridler lizerine alindi. Gridler iizerine alinan ince kesitler

uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlama islemini takiben Zeiss Libra 120
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Transmission elektron mikroskop (TEM) (Carl-Zeiss, Oberkochen, Germany) ile

incelenerek fotograflar alindi.
3.8. Istatistiksel Analizler

Calismada degerlendirilecek olan PC analizinde gruplar arasi en bilyiik farklilik
11,9, standart sapma 5,89 , tip I hata (a) 0,05, gii¢ 0,90 ve grup sayisi 4 oldugunda her
grupta en az 8 denegin olmasi gii¢ analiziyle belirlendi (91). STZ uygulamasinda
hayvanlarin dlebilecegi géz Oniine alinarak her gruba 10 adet rat alindu.

Istatistiksel degerlendirmelerde degiskenlerin gruplar arasi farkliliklarinin
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi kullanildi. Gruplarin ikiserli
karsilastirilmalarinda ise Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi.
p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Analizlerde inénii Universitesi
Biyoistatistik ve Tip Biligmi Anabilim Dali adina lisansli IBM SPSS Statistics 22.0

programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Siiresince Sicanlarin Viicut Agirhklar:

Deneyde kullanilan tiim siganlarin  haftalik viicut agirliklart olgiilerek
gruplardaki sicanlarin ortalama agirliklart arasindaki degisim tablo 4.1 ve sekil 4.1
verildi. Calismamizin ikinci haftasinda STZ grubunda kontrol grubuna gore ciddi kilo
kaybr oldugu tespit edildi (p<0.05). STZ+ALA ve STZ grubu arasindaki kilo farki
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Gruplar arasindaki farklilik ¢aligmanin ilerleyen
haftalarinda da devam etti. Calismamizda gruplarin ortalama canli agirliklarin alti
haftalik takibi sonucunda STZ gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma vardir. STZ+ALA grubunun viicut agirligindaki degisimin STZ
grubuna gore istatistiksel olarak farkli ancak kontrol grubuyla arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamsizdir. alt1 haftalik kilo kaybinin STZ grubuna gore daha yavas

oldugunu gézlemledik .

Haftalik Agirhk Degisim Grafigi (g/hafta) === KONTROL

350 + =3=STZ
=ry=ALA
== ALA+STZ

300 -

250 A

200 ‘

Baglangig  1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta 5.Hafta 6.Hafta

Sekil 4.1. Siganlarin deney siiresince viicut agirliklar1 ortalamasi (g/hafta) a; Kontrol grubu ile, b; STZ

grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir ( p<0.05).
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Tablo 4.1. Haftalara gore deney gruplarindaki siganlarin ortalama canli agirliklar (g)

Gruplar Baslangic 1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta 5.Hafta 6.Hafta

Kontrol 285+28 287+24  291+21 301+23 297428 297428 294+37

STZ 289+20 269422 262°+21  259%21  255°%420  253°+20  254°424

ALA 297420 300°+22 301427  306°+21 308°+20 306°+20 305°+24

ALA+STZ 295413 281422  280°+27 284°+30 282°+31 282°+31  278°+45

Veriler ortalama + SD olarak verilmis ve gruplar arasi karsilastirma Kruskal Wallis testi ile yapilmustir.
a; Kontrol grubu ile,b; STZ grubu ile karsilagtirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).

4.2. Deney Siiresince Sicanlarin Ortalama Kan Glukoz Diizeyleri

Calisma gruplarimizdaki tiim siganlarin haftalik kan glukoz diizeyleri dlgiilerek
gruplar arasindaki degisim tablo 4.2 ve sekil 4.2°de gosterildi. Gruplara gore ilk ve
calismanin ilerleyen haftalarinda ortalama kan glukoz diizeyleri kiyaslandiginda kontrol
grubu ile STZ ve STZ+ALA gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli iken
STZ ve STZ+ALA grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p<0.05).

—C—
600 - KONTROL

={3=STZ

=te=ALA

Ul

o

o
1

(] == STZ+ALA

S

o

o
1

N

o

o
1

HAFTALIK KAN GLUKOZ DUZEYi
= =
o ()

Baslangic 1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta 5.Hafta 6.Hafta

Sekil 4.2. Deney gruplarindaki sigcanlarin deney siiresince haftalara gore kan glukoz diizeyleri (mg/dl)
Veriler ortalama = SD. a; Kontrol grubu, b; STZ grubu ile karsilastirildiginda gruplar
arasmdaki fark istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.05).
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Tablo 4.2. Gruplara gore siganlarin haftalik ortalama kan glukoz diizeyleri (mg/dl)

Gruplar Baslangic 1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta 5.Hafta 6.Hafta

Kontrol 124+10 121£7 125+11 124+10 121+£7 12113 11713

STZ 392°£106 408°+133 480°t71 395106 415°+105 413°+120 452°+120

ALA 141°+£19  134°+16  135°+£19 123°+6 121°+9 125°+11  141°+19

STZ+ALA 473+£175 451°%£107 415°+128 322°+136 292°+169 318°+165 300°+132

Veriler ortalama + SD ve gruplar arasi karsilastirma Kruskal Wallis testi ile yapilmustir.
a; Kontrol grubu ile, b; STZ grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamhidir (p<0.05).

4.3. Morris Water Maze Sonuclari

Morris Water Maze testi ile sicanlarda bilissel fonksiyon degerlendirilmesi
yapildi. Siganlar hergiin dort farkli kadrandan havuza birakilarak 4 giinlik 6grenme
denemeleri yapildi ve sonuglar Tablo 4.3’de gosterildi. Deneyin 5. giinii platform
bulundugu kadrandan ¢ikarildi. Ratlarin platformu bulmak i¢in bu kadranda gegirdikleri
slire ve gegme sayist hesaplandi. Gruplar arasindaki farkliliklar hesaplanirken kat edilen
yollar cm, zaman sn olarak olgiildii.

MWM sonuglarinda STZ grubundaki siganlarin dort giinliik platformu bulma
stiresi Kontrol grubuna gére uzamis ve istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
STZ+ALA grubunun platformu bulma siiresi STZ grubuna gore kisa ve Kontrol grubu
verilerine yakin degerlerde bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi (p<0.05) (Sekil 4.3). ALA grubunun ilk giinden itibaren platformu bulma
siiresi daha kisadir. ALA grubunun bu verileri STZ ve STZ+ALA grubundan
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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MWM Paltform Bulma Siirelerinin Grafigi

80 1
70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
10

=== KONTROL
==ALA
—2=STZ

== ALA+STZ

1. glin 2.gin 3.glin 4. giin

Sekil 4.3. MWM gruplarin 4 giinliik ortalama platformu bulma siire sonuglar1 (sn).Veriler ortalama + SD
a; Kontrol grubu ile, b; STZ grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0.05).

Tablo 4.3. MWM gruplarin 4 giinliik ortalama platformu bulma siire sonuglari (sn)

1. giin 2. giin 3. giin 4. giin
Kontrol 60,61+10,77 36,39+14,52 27,28+9,65 16,97+14,08
STZ 75,72+14,79 52,835,836 42,86°+20,3 28,7249,04
ALA 47,78+11,23 19,33"+9,37 14,19°+23,04  9,81°+11,48
ALA+STZ 72,69+13,76 29,89°+3,85 17,31°+16,46 11,42°+5,39

Veriler ortalama + SD a; Kontrol grubu ile, b; STZ grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

MWM testinde Ogrenme becerisinin degerlendirildigi 5. Gilinde platform
kadrandan c¢ikarildi ve ratlarin bu alami etraftaki yer-yon isaretlerini kullanarak
hatirlayabilme yetenekleri 6l¢iildii. Diyabete baglh kilo ve gii¢ kaybina bagl olarak
gruplar arasininda ylizme hizinda farkliliklarin kiyaslanmasi agisindan gruplarin yiizme
hizlar1 degerlendirildi (Sekil4.4). Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi.
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BKONTROL
BSTZ

30 - BALA
= @STZ+ALA
8 T
2 20 - 7
= 7
= 7
N 10 - /
=)
= %

0 x _ x x

KONTROL STZ ALA STZ+ALA

Sekil 4.4. MWM platformsuz hafuzda 5. giin yiizme hiz1 (cm/sn) .veriler ortalama = SD

MWM sonuglarinda siganlarin 5. Giin platformun bulundugu kadranda
gecirdikleri siire % olarak kiyaslandi. STZ grubundaki siganlarin platformu bulmak i¢in
platformun bulundugu kadranda gecirdikleri siire Kontrol grubuna gore kisadir ve
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). ALA uygulanan gruptaki si¢anlarin bu kadranda
gecirdikleri siire Kontrol grubundan daha kisadir. SZT+ALA grubunun aldigi yol
mesafesi STZ grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olacak kadar
kisalmigtir (p<0.05). STZ+ALA grubu Kontrol ve ALA grubu ile kiyaslandiginda
aradaki farklilik anlamli bulunmamustir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. MWM gruplarin 5. giin platformun bulundugu kadranda gegirilen siire (sn) bulgulari.Veriler
ortalama + SD. a; Kontrol grubu ile, b; STZ grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

MWM testinin uygulandigr besinci giinde platform c¢ikartilarak sicanlar
yiizdiiriildii ve besinci giin siganlarin platformun bulundugu kuzey bati kadraninda
aldiklar1 toplam yol viicut 1s1 haritasinda incelendiginde kontrol grubunun en kisa yolla
platformun bulundugu kadrana yoneldigi goriilmektedir. STZ grubunun izlemis oldugu
yol karigik ve yogunlagmalar platformun bulunmadigi kadranlarda yaygindir. Kontrol,
STZ+ALA ve ALA grubunu goriintiilerinde ise yogunlagsmanin platformun bulundugu

kadranda oldugu ve izlenen yolun daha kisa oldugu goriilmektedir.
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STZ + ALA

Sekil 4.6. 5. Giin kuzey dogu yoniinde yiizmek i¢in birakilan siganlarin platformsuz havuzda izledikleri
yolun 1s1 haritasi (heat map) goriintiisii

46



4.4. Sicanlarin Beyin Dokularinda Oksidatif Stres Parametre Bulgular:

Tablo 4.6. Siganlarin beyin dokularinda oksidatif stres parametrelerine iliskin

tanimlayici istatistiksel olgiitler |

BEYIN DOKUSU GRUP SOD CAT GSH -Px GSH MDA
(U/mg prot) (U/g prot) (U/mg prot)  (umol/g prot)  (nmol/g
prot)
KORTEX KONTROL 0,081+ 0,021 0,657+ 0,24 1,78+ 0,83 1,67+ 31+ 19
0,68
STz 0,039+ 0,030° 0,289+0,23% 0,707+ 0,41  1,16£0,14 34+ 21
ALA 0,075+ 0,034 0,572+ 0,26 1,24+ 0,54 1,56+ 0,47 23+ 6
STZ +ALA 0,071+ 0,010° 0,503+0,25" 1,108+ 0,38 1,29+ 0,48 30£9
STRIATUM KONTROL 0,237+ 0,112 0,741+ 0,24 2,41+ 0,78 6,2 +1,37 54+ 27
STz 0,170+ 0,097 0,214+0,18° 1,87+ 0,94 5,26+ 1,31 166+ 56°
ALA 0,200+ 0,082 0,559+ 0,22 2,164+ 1,35 8,03+ 1,81 51,4+ 26,5
STZ +ALA 0,218+ 0,090 0,415+0,27" 1,73+ 1,05 6,12+ 3,38 48,6+ 38,6
HiIPOTALAMUS KONTROL 0,254+ 0,127 0,737+ 0,69 6,46+ 1,9 10,1+ 2,1 105+ 31
STZ 0,126+ 0,096 0,401+ 0,30 5,93+2,23 6,96+ 1,68 156,3+31,4°
ALA 0,247+ 0,053 0,708+ 0,41 6,59+ 2,10 9,4+ 2,54 89,9+34,8°
STZ +ALA 0,205+ 0,071 0.684+ 0,35 5,48+ 2,6 6,98+ 3,35 117+ 46°
HiPOKAMPUS KONTROL 0,102+ 0,035 0,720+ 0,23 2,27+ 1,19 3,09+ 1,58 33,7+ 19,2
STz 0,095+ 0,059 0,441+ 0,15 1,32+ 0,67° 2,8+ 1,39 46,9+ 21,4
ALA 0,120+ 0,085" 0,684+ 0,19 1,79+ 1,04 3,82+ 1,97 19,9+13,6°°
STZ +ALA 0,107+ 0,076 0,473+ 0,12 1,39+ 0,97 2,94+ 1,21 343+ 12,2

Veriler ortalama + SD a; Kontrol grubu, b; STZ grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 4.7. Siganlarin beyin dokularinda oksidatif stres parametrelerine iliskin

tanimlayici istatistiksel dlgiitler I

BEYIN DOKUSU GRUP TAS TOS Osl PC
(mmoltrolox (mmolH,0, (arbitrary (nmol/mg
Eqv/L) Eqv/L) units) prot)
KORTEX KONTROL  3,59+0,82 279+ 52 77,71+ 57 5,18 £1
STZ 1,56+ 1,2 442+ 98 283,33+ 64 8,27+ 1,3
ALA 3,09+ 0,32 256+ 64 82+ 45 5,6+ 1,8°
STZ+ALA  2,64+0,57 406+ 54 153+ 50 6,86+ 2,5
STRIATUM KONTROL 6,06+ 1 2006+ 645 331,02+ 50 4,44+ 1,21
STZ 3,48+ 1,1 2627+ 644 754,88+ 44 8,23+ 3,25°
ALA 5,84+ 1,11 2024+ 345 346,57£70 3,06+ 1,05°
STZ+ALA  5,35+0,79 2195+ 663 410,28+ 48  6,74+2,35°
HIPOTALAMUS KONTROL 6,68+ 1,5 2306+ 702 3452050  3+0,5
STZ 3,77+ 1,19 2717+ 561 723,34+ 41 4,86+ 3,3
ALA 5,78+ 0,81 2275+ 430 393,59+ 120 3,72+ 1,5
STZ+ALA 5,54+ 1,09 2616+ 696 472,38+ 53 4,23+ 1,07
HiPOKAMPUS KONTROL 5,74+ 1,6 692+ 200 120,55+65 2,06+ 0,56
STZ 3,4+ 1,61 997+ 581° 293,23+ 128 4,75+2,75°
ALA 5,27+ 1,05 743+ 210 140,98+ 60 2,62+ 1,5
STZ+ALA 4,6+ 1,34 735+ 232 159,78+ 68  3,13+22°

Veriler ortalama + SD a; Kontrol grubu, b; STZ grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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4.4.1. Sicanlarin Beyin Dokusu TAS —TOS- OSI Sonuclar:

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde degerlendirilen TAS degerleri sekil 4.7°de
verildi. Korteks, striatum, hipotalamus ve hipokampiis bolgelerinde STZ grubundaki
azalis Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). ALA ve STZ+ALA
grubundaki azalis kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli degildir ancak STZ
grubuyla aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.7. Beyin dokusunun TAS analiz sonuglari. a; kontrol grubu, b; STZ grubu ile karsilastirildiginda
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.05).

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde yapilan TOS degerleri Sekil 4.8de verildi.
Korteks, striatum, hipotalamus ve hipokampiis, bolgelerinde STZ grubundaki artis
kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamlidir (p<0.05). ALA uygulamasi yapilan
ratlarda TOS diizeyi kontrol grubundan farksiz, STZ grubundan istatistiksel olarak
anlaml diizeyde disiiktiir (p<0.05). STZ+ALA grubunda ise korteks ve hipotalamus
bolgelerinde anlamli bir azalma olmamustir. Striatum ve hipokampiis bolgelerinde TOS

diizeyindeki azalis istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (p<0.05).
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Sekil 4.8. Beyin dokusunun TOS analiz sonuglari. a; Kontrol grubu, b; STZ grubu ile ile
karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde yapilan OSI degerleri Sekil 4.9°da verildi.
Korteks, striatum, hipotalamus ve hipokampiis, bolgelerinde STZ grubundaki artis
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.9. Beyin dokusunun OSI analiz sonuglar1. a; Kontrol grubu, b; STZ grubu ile karsilagtirildiginda
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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4.4.2. Sicanlarin Beyin Dokusu GSH Sonuclar:

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde analiz edilen GSH degerleri Sekil 4.10°da
verildi. Hipotalamus, hipokampiis, striatum ve korteks bolgelerinde STZ grubundaki
azalig kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli degildir. ALA uygulana gruplar ile
kontrol grubunun GSH diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmadi.
Tedavi uygulanan STZ+ALA grubu ile STZ grubu arasinda fark istatistiksel olarak

anlamli degildir.
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Sekil 4.10. Beyin dokusunun GSH analiz sonuglari

4.4.3. Sicanlarin Beyin Dokusu GSH-Px Sonuclari

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde analiz edilen GSH-Px degerleri Sekil
4.10°da verildi. Hipotalamus, hipokampiis, striatum ve korteks bolgelerinde STZ
grubundaki azalig kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli degildir. STZ+ALA
grubuna ait GSH-Px aktivitesi Kontrol ve ALA grubundan istatistiksel olarak anlamli

degildir.
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Sekil 4.11. Beyin dokusunun GSH-Px analiz sonuglar1

4.4.4. Sicanlarin Beyin Dokusu SOD Sonuc¢lar

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde yapilan SOD degerleri Sekil 4.12°de
verildi. Korteks, striatum ve hipotalamus boélgelerinde STZ grubundaki azalis kontrol
grubuna gore istatistik olarak anlamlidir (p<0.05). STZ+ALA uygulamasi yapilan
ratlarda SOD diizeyi STZ grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir
(p<0.05). Hipokampiis bolgelerinde yapilan analizde STZ grubunda kontrole gore bir
azaliy ALA uygulamasi yapilan gruplarda ise STZ grubuna gore artis olmus isede

gruplar arasi farklilk istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir.
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Sekil 4.12:Beyin dokularinda SOD aktivitesinin analiz sonuglari. a; Kontrol grubu ile, b; STZ grubu ile
karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.4.5. Sicanlarin Beyin Dokusu MDA Sonuglari

Beyin dokusunun farkli bélgelerinde yapilan MDA degerleri Sekil 4.13°de
verildi. MDA degerindeki artis STZ grubundaki korteks dokulari hari¢ hipotalamus,
hipokampiis ve striatum bolgelerinde kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamlidir
(p<0.05). STZ+ALA grubundaki veriler kontrol grubu verilerine yakin degerlerde
bulundu ve kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistik olarak anlamli bulunmadi. ALA
ve STZ+ALA gruplari arasindaki MDA diizeyindeki azalis STZ grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksl olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.13: Beyin dokusunun MDA analiz sonuglari. a; Kontrol grubu, b; STZ grubu ile
karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

4.4.6. Sicanlarin Beyin Dokusu CAT Sonuclar:

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde yapilan CAT analiz sonuglar Sekil 4.14’de
verildi. Korteks, hipotalamus, hipokampiis ve striatum dokularida STZ grubundaki
azalis kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamlidir (p<0.05). Hipokampiis dokusu
hari¢ STZ+ALA grubunun verileri kontrol grubu verilerine yakin degerlerde bulundu ve
kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistik olarak anlamli bulunmadi. Korteks,
hipotalamus ve striatum ALA ve STZ+ALA gruplar1 arasindaki CAT diizeyindeki artis
STZ grubuyla kiyaslandiginda istatistiksl olarak anlamhidir (p<0.05). Hipokampiis
dokusunda STZ ve STZ+ALA grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
degildir ve kontrol grubu verileri ile kiyaslandiginda aralarindaki farklilk istatistiksel

olarak anlamlidir.
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Sekil 4.14. Beyin dokusunun CAT analiz sonuglar1 a; Kontrol grubu, b; STZ grubu ile karsilagtirildiginda
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)

4.4.7. Sicanlarin Beyin Dokusu PC Seviyesi

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde yapilan PC analiz sonuglar1 Sekil 4.15°de
verildi. Korteks, hipotalamus, hipokampiis ve striatum dokularida STZ gruplarindaki
artis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). hipokampiis
dokusunda STZ+ALA ile STZ grubu aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.15. Beyin dokusunun PC analiz sonuglari. a; kontrol grubu, b; STZ grubu ile karsilagtirildiginda
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)
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4.5. Sicanlarin Beyin Dokusu Histolojik Bulgular:

Kontrol grubu (Sekil 4.16) ve ALA (Sekil 4.17) grubuna ait hematoksilen-eosin
ile boyanan kesitlerin 151k mikroskobik incelenmesinde beyin korteks sitoarkitektiirii
normal histolojik goriiniimde degerlendirildi. Bu yapi igerisinde néron soma yogunlugu
ve glial hiicre yogunlugu normal oranlarda izlendi. Noron somalari, nukleuslar1 ve glial
hiicre nukleuslar1 normal sinirlar i¢cinde ancak farkli yogunluklarda bazofilik bu yapilar
disinda kalan alanlar zayif eozinofilik olarak boyanmisti. Noron nukleuslar: genel
olarak okromatik boyanma 0Ozelligi gostermekle birlikte yer yer o6zellikle piramidal
noronlarda heterokromatik boyanmis nukleuslar izlenmekteydi. Beyin korteks
kesitlerinde izlenen kapillar ve diger damar yapilari normal histolojik goriiniimde

izlendi.

Sekil 4.16. Kontrol Grubu Hematoksilen-Eozin Boyamada Isik Mikroskobik Goériintiileri Resim A:

Kontrol Grubu; Beyin korteksi.Resim B: Kontrol Grubu; Piramidal néronlar (bes nokta yildiz), multiform
tabaka noronlar1 (dort nokta yildiz). Resim C: Kontrol Grubu; Piramidal néron (ok). H-E, Skala=100 pm
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Sekil 4.17. ALA Grubu Hematoksilen-Eozin Boyamada Isik Mikroskobik Goriintiileri Resim A: ALA
grubu; Beyin korteksi. Resim B: ALA Grubu; Piramidal néronlar (bes nokta yildiz), multiform tabaka
noronlar1 (d6rt nokta yildiz). Resim C: ALA grubu; Piramidal néron (ok). H-E, Skala=100 pm

Kontrol grubu (Sekil 4.18) ve ALA (Sekil 4.19) grubuna ait Toluidine mavisi ile
boyanan kesitlerde néron ¢ekirdekleri, 6kromatik, ¢ekirdekcikleri belirgin ve diizgiin
simnirlt ve mavi renkte boyanmis olarak goriildii. Noron soma sitoplazmik alanlari
cekirdeklere oranla daha koyu mavi renkte boyanmistir. Toluidine mavisi ile boyanan

beyin korteks kesitleri normal histolojik yapida degerlendirildi.
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Sekil 4.18. Kontrol Grubu Toluidine Mavisi ile Boyamada Isik Mikroskobik Goriintiileri Resim A:
Kontrol Grubu; Piramidal noron somalar1 (ok). Resim B: Kontrol Grubu; Piramidal néron somalar1 (ok).

Toluidine blue, Skala=100 pm

Sekil 4.19. ALA Grubu Toluidine Mavisi ile Boyamada Isik Mikroskobik Goriintiileri Resim A: ALA
grubu; Piramidal N6ron somalar1 (ok). Resim B: ALA grubu; Piramidal néron somalari (ok). Toluidine

blue, Skala=100 pm

Kontrol (Sekil 4.20) ve ALA (Sekil 4.21) gruplarina kesitlerin transmision
elektron mikroskobik incelenmesinde ndronlar normal organel yapisina ve icerigine
sahip olarak izlendi. Bazi néronlarin somatik sitoplazmalarinda kii¢iik lizozom yapilari
goriildli. Noronlarin nukleuslart iri, oval-yuvarlak sekilli, diizgiin konturlu, 6kromatik
goriinimde olup normal ultrastriiktiire]l yapida degerlendirildi. Kesit alanlarinda izlenen
vaskiiler ve perivaskiiler yapilar normal ultrastriiktiirel goériiniimde izlendi. Degisik
caplarda goriilen miyelinli aksonlarda miyelin kilif homojen elektron yogun goriiniimde
olup kalinlig1 akson cap1 ile dogru orantili olarak degismekteydi. Aksolemma miyelin
kilif i¢ yliziinde miyelin kilif sinirina bitisik olarak diizgiin yapida izlendi. Aksoplazma

icinde norofilament yogunlugu normal sinirlar dahilinde olup yer yer aksoplazmik
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alanlarda mitokondriyonlar goriildii. Miyelinsiz akson Kesitleri ve dendrit kesitleri

normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi.

Sekil 4.20. Kontrol Grubu Elektron Mikroskobik Gortntiileri Resim A: Kontrol Grubu; Nukleus (N),
miyelinli aksonlar (beyaz ok), lizozom (siyah ok). Resim B: Kontrol Grubu; Kapillar limeni (C),
miyelinli aksonlar (beyaz ok), mitokondriyonlar (siyah ok) Resim C: Kontrol Grubu; Nukleus (N),
miyelinsiz akson (yildiz). Resim D: Kontrol Grubu; Nukleus (N), miyelinli akson (ok). TEM, Skala=2

pm
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Sekil 4.21. Grubu ALA Elektron Mikroskobik Goriintiilleri Resim A: ALA grubu; Nukleus (N),
miyelinsiz aksonlar (0k). Resim B: ALA grubu; Kapillar liimeni (C), miyelinli aksonlar (ok). Resim C:
ALA grubu; Miyelinsiz akson (yildiz), miyelinli aksonlar (ok). Resim D: ALA grubu; Nukleus (N),
miyelinli aksonlar (ok). TEM, Skala=2 pm

STZ grubuna ait hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerin (Sekil 4.22) 1s1k
mikroskobik incelenmesinde beyin korteksi lamina molekiilare ve lamina granularis
eksterna tabakalarima yayilan vakuolizasyon izlendi. Baz1 kesitlerde beyin korteks
alanlarinda ndron yogunlugunda belirgin azalma dikkati c¢ekti. Tiim beyin koreksi
tabakalarinda yerlesik noronlarin nukleuslarinda heterokromatik yer yer piknotik
goriiniim izlenmekle birlikte 6zellikle piramidal noronlarda heterokromatik-piknotik
nukleus yapist daha belirgindi. Bazi korteks alanlarinda goriilen ekstravaskiiler

eritrositler hemoraji yoniinde degerlendirildi.
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Sekil 4.22. STZ Grubu Hematoksilen-Eozin Boyamada Isik Mikroskobik Gériintiileri Resim A: STZ
grubu; Beyin korteksi. Molekiilare tabakasinda vakuolizasyon, kortekste azalmig néron yoglugu Resim B:
STZ grubu; Piramidal ndronlarda heterokromazi (siyah ok), néronlarda kromatolizis (beyaz ok) Resim C:
STZ grubu; Noronlarda heterokromazi artisi ve piknozis (bes nokta yildiz), ekstravaskiiler alanda
eritrositler (dort nokta yildiz Resim D: STZ grubu; No6ronlarda heterokromazi artigi, piknozis ve
dejenerasyon (yildiz) Resim E: STZ grubu; Piknotik nukleuslu, eosinofilik sitoplazmali noronlar ve
norofibriler dejenerasyon (ok), H-E, Skala=100 pm

Toluidine mavisi ile boyanan kesitlerde noronlarda yaygin olarak koyu

heterokromatik nukleus yapisi, yer yer kiiciik, diizensiz sitoplazmali néron gruplari
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etrafinda norofibriler yogunlasma ve karyolizis 6zellikleri gosteren asir1 dilate hiicreler

tespit edildi (Sekil 4.23).

Sekil 4.23. STZ Grubu Toluidine Mavisi ile Boyamada Isik Mikroskobik Gortintiileri Resim A: STZ

grubu; Piramidal Noron somalart (ok). Resim B: STZ grubu; Kromatolitik dev nukleuslu hiicre (ok).

Resim C: STZ grubu; Noron ve norofibriler dejenerasyon (ok). Toluidine blue, Skala=100 um

STZ grubuna ait Kesitlerin transmision elektron mikroskobik incelenmesinde
(Sekil 4.24) ¢ok sayida ndronda degisik derecelerde karyolizis ve kromatolizis izlendi.
Bu noronlarin bir kisminda nuklear kromatinin tamamen kayboldugu, sitoplazmik
organellerin biitlinliigliniin bozularak sitoplazmik graniiller seklinde goriildiigii saptandi.
Bazi noéronlarda ise nuklear karyolizis ile birlikte endoplazmik retikulum dilatasyonu,
lizozom artis1, otofagozomlar, mitokondriyonlarda dilatasyon ve krista kaybi,
mitokondriyal matrik i¢inde miyelin figiirler ve vakuoller dikkati ¢ekti. Miyelinli ve
miyelinsiz ~ aksonlarin  aksoplazmik  bolgelerinde, dendritlerin  dendroplazma

bolgelerinde norofibril ve norotubul kaybi dikkati ¢ekti. Miyelinli aksonlarda miyelin
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kilifta incelme, miyelin kilif hasar1 ve dejenerasyonu saptandi. Bazi miyelinli

aksonlarda aksolemma ve miyelin kilif arasinda ayrilmalar tespit edildi.

Sekil 4.24. STZ Grubu Elektron Mikroskobik Goriintiileri Resim A: STZ grubu; Kromatolitik nukleus
(N), total organel dejenerasyonu (yildiz), lizozomlar (ok). Resim B: STZ grubu; Kromatolitik nukleus
(N), endoplazmaik retikulum dilatasyonu (yildiz), mitokondriyal dilatasyon ve krista kayb1 (ok). Resim
C: STZ grubu; Nukleus (N), intraseliiler otofagozaomlar (ok).Resim D: STZ grubu; Kapillar Limeni (C),
mitokondriyonlarda dilatasyon ve krista kaybi (ok).Resim E: STZ grubu; Mitokondriyonlarda dilatasyon
ve krista kaybi (siyah ok), miyelin kilif hasar1 (beyaz ok). TEM, Skala=2 um

63



STZ+ALA grubuna ait hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerin 151k
mikroskobik incelenmesinde (Sekil 4.25) beyin korteksi sitoarkitektiirii normal
histolojik goriinimde degerlendirildi. Korteks tabakalarinda yerlesik noronlarin
nukleuslarinda yer yer heterokromatik nukleus yapist dikkati ¢ekti. Heterokromazi

artisginin  6zellikle piramidal noronlarda daha belirgin oldugu saptandi. Noron

sitoplazmik sinirlar1 genel olarak diizgiin olup normal yapida degerlendirildi.

Sekil 4.25. STZ+ALA Grubu Hematoksilen-Eozin Boyamada Isik Mikroskobik Goriintiileri Resim A:
STZ + ALA grubu; Beyin Kkorteksi Resim B: STZ+ALA grubu; Piramidal néron (ok). Resim C:
STZ+ALA grubu; Piramidal néron (ok). H-E, Skala=100 um

Toluidine mavisi ile boyanan kesitlerde (Sekil 4.26) noronlarin nukleuslarinda
yer yer minimal minimal heterokromazi artis1 izlendi. Noronlarda genel olarak Nissl
graniilleri yogunlugu normal diizeyde izlenmekle birlikte nadir olarak kromatolizis

bulgulari izlenen ndronlara rastlandi.
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Sekil 4.26. STZ+ALA Grubu Toluidine Mavisi ile Boyamada Isik Mikroskobik Goriintiileri Resim A:
STZ+ALA grubu; Piramidal néron (ok). Resim B: STZ + ALA grubu; Piramidal néron (ok). Toluidine
blue, Skala=100 pm

STZ+ALA grubuna ait Kesitlerin transmision elektron mikroskobik
incelenmesinde (Sekil 4.27) néron ve glia hiicrelerinin ¢ogunlugu normal ultrastriiktiirel
goriinimde degerlendirildi. Ancak bazi néronlarin mitokondriyonlarinda dilatasyon ve
krista kaybi1 saptandi. Noron sitoplazmalarinda yer yer kiigiik lizozomlar izlendi. Noron
sitoplazma yogunluklari normal goriinimde olmakla birlikte az sayida noronda
karyolizis goriiniimii izlendi. Noron dendroplazma ve aksoplazma yogunluklar ve
norofilament igerigi genel olarak normal gériiniimde degerlendirilmekle birlikte yer yer
norofilament igerigi azalmis akson yapilarina rastlandi. Miyelinli aksonlarda miyelin
kilif diizenli ve normal yapida izlendi, ancak bazi aksonlarin miyelin kiliflarinda lokal,

elektron-yogun, diizensiz alanlar saptandi.
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Sekil 4.27. STZ+ALA Grubu Elektron Mikroskobik Gériintiileri Resim A: STZ+ALA grubu; Nukleus
(N), mitokondriyal dilatasyon ve krista kaybi (ok). Resim B: STZ+ALA grubu; Nukleus (N),
mitokondriyonlar (beyaz ok), miyelinli aksonlar (siyah ok), lizozom (ok basi). Resim C: STZ+ALA
grubu; Kapillar limeni (C), miyelinli aksonlar (beyaz ok), miyelinsiz aksonlar (siyah ok). Resim D:
STZ+ALA grubu; Miyelinli aksonlar (beyaz ok), miyelinsiz aksonlar (siyah ok). Resim E: STZ+ALA
grubu; Miyelinli aksonlar (beyaz ok), miyelinsiz aksonlar (siyah ok). TEM, Skala=2 pm
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5. TARTISMA

Diyabetes mellitus (DM), beyin dahil olmak iizere tiim viicut organlarini sessizce
ve yavas yavas etkileyen metabolik bir hastaliktir. DM beyinde meydana getirdigi hasar
sonucunda biligssel fonksiyonlarda bozulmalara neden olabilmektedir. DM hastalar
diyabet olmayan kisilerle karsilastirildiklarinda, bu hastalarda ozellikle hafiza ve
yonetsel fonksiyonlar1 icerecek sekilde bilissel fonksiyon kayiplarinin gelistigi
goriilmektedir. Bilissel fonksiyonlardaki bozulma paterni Tip 1 ve Tip 2 DM'de
genellikle farklidir. Tip | DM'de psikomotor yavaslama ve mental yetkinlikte azalma
izlenirken, Tip Il DM'de ise psikomotor yeterlilikte, dikkatte, 6grenmede ve hafizada
azalma goriilmektedir. Bu durumdan; diyabetin baslangic yasi, kotii glisemik kontrol,
ilerleyen yas, zamanla artig gosteren insiilin direnci ve metabolik sendrom varlig1 gibi
faktorler sorumlu goriilmektedir (92, 93).

Diyabet vaskiiler demans i¢in bir risk faktorii olarak diistiniilmektedir. Bu tip
demans (bunama), genellikle beyine giden kan akisinin engellenmesi veya azalmasi ile
meydana gelen beyin hasarlarindan dolayr meydana gelmektedir. Diyabetik hastalarin
vaskiiler demans riski 2-4 kat, Alzheimer hastaligi (AH) riski 1,5-2 kat artmistir.
Ozellikle Tip 2 DM'de beyin; vaskiiler bozukluklardan, glukoz toksisitesinden,
hipoglisemik toksisiteden, hipoglisemik epitozlardan ve serebral insiilin sinyalizasyon
bozukluklarindan etkilenmektedir. Tip 2 DM ile AH gelisimi arasinda baglanti1 oldugu
son caligmalarda ileri siiriilmektedir. Bu hipotezi destekleyen calismalarda, diyabet
hastalarinda AH gelisme riskinin % 65 oraninda artmis oldugu belirtilmektedir. Yapilan
calismalarin bulgularina gore, Tip 2 DM, AH gelisme siirecini de hizlandirabilmektedir
(11, 94-96). Bununla birlikte diyabet, hafif kognitif bozukluklarin meydana gelme
riskini arttirabilmektedir. Hafif kognitif (diisiinme) bozukluklar, normal yaslanmada
olan bellek problemlerinden daha fazla soruna neden olan bir durumdur. Hafif kognitif
bozukluklar AH ve diger demans tiplerine neden olabilmektedir.

Postmortem incelemelerde, serebral korteks, hipokampiis ve diger temporal lob
yapilarinda gozlenen norotik plak, norofibriler diigiim varligi ve sinaptik yapilarin
kaybolmus olmas1 gibi mikroskobik benzerliklere dayanarak, Tip 2 DM-AH iliskisinin
insiilin direnci iizerinden olabilecegi ileri siiriilmektedir. Insiilin sinyalizasyon
yolagindaki bozukluklarin diizeltilmesi ile sorunlar geriletilebilecek gibi goriinmektedir

(95). Diyabet ve Alzheimer arasindaki iliskinin belirlenmesi, Alzheimer ve diyabetin
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onlenmesi ve tedavisine yonelik calismalarin sayisi son yillarda artarak devam
etmektedir.

Bircok metabolik yolda kofaktér olan alfa lipoik asit (ALA); endojen,
antioksidan, antiinflamatuar etkilere sahip bir molekiildiir. ALA ile yapilan hayvan
caligmalarinda antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigi rapor edilmektedir. DM basta
olmak tizere Alzheimer, Down Sendromu, beyin iskemi gibi ROS artiginin fazla oldugu
durumlarda ~ ALA  kullanominin  oksidan—antioksidan  dengeyi  koruyarak
komplikasyonlarin azalmasi yoniinde faydali oldugu calismalarda gosterilmektedir.
ALA ile yapilan in vitro calismalarda iskelet kas1 ve adiposit membranlarinda GLUT-1
ve GLUT-4 translokasyonunu arttirarak insulin benzeri etki gosterdigi bildirilmektedir
(68).

Bizim ¢alismamizda DM’nin beyin dokusunda etkilerini incelemek ve ALA’nin
diyabetik komplikasyonlar1 {izerine etkinliginin incelenmesi amaglandi. Ratlarda
diyabet modelini olusturmak igin STZ kulland1 ve rat beyin dokusunda oksidan-
antioksidan parametreleri inceleyerek ALA’nin diyabetik ratlarin beyin dokularinda
yapisal degisimlerdeki etkinligi arastirildi. Diyabetik ratlarin beyin dokusundaki bu
degisimler ve biligsel fonksiyonlardaki azalmalarakarst ALA’nin antioksidan etkisiyle
gostermis oldugu koruyucu etkinligi incelendi.

Caligmamizda kullanmis oldugumuz ratlarin haftalik agirlik takibi yapilmasi
sonucunda; diyabet olusturulan gruplara ait ratlarda kilo kaybi kontrol grubundaki ratlar
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlendi. Diyabetik olup ALA
tedavisi uygulanan gruba ait ratlarda (STZ+ALA) kilo kaybi diyabetik gruptaki ratlar
kadar hizli ve yiiksek degildi. Elde ettigimiz bulgular, literatiirdeki deneysel diyabetik
rat modellerinde meydana gelen kilo kayb1 bulgulari ile ortiismektedir. Calismamizda
giinliik yem ve su tiiketimi takibi yapilmadi. Ancak diyabetik ratlarda asir1 su tiiketimi,
dehidrasyon ve STZ enjeksiyonundan sonraki birka¢ giinde gdzlemlenen halsizlik
disinda ¢alisgmamizdaki tiim ratlarda giinliikk yem tliketiminde dikkate deger bir azalma
gozlemlenmedi. Diyabetik ratlardaki kilo kaybinin bozulmus karbonhidrat
metobolizmasinin bir sonucu oldugunu diisiindiirmektedir.

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada STZ enjeksiyonuyla olusturulan diyabetik
ratlar ile diyabetik olamayan ratlarda dental orjinli enfeksiyon gelisimi kiyaslanmistir.
Ratlarda giinlik tiiketilen yem miktarinda degisim olmamasina ragmen viicut

agirhiklarinda ve organ agirliklarinda diyabete bagl degisimler gdzlemlenmistir. Insiilin
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eksikligi ve diyabet gelisimene neden olan insiilin direncinin glikojenezi artirip,
glikolizisi azaltarak seker ve protein sentezinin azalmasina ve bdylece kilo kaybina
neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica glukozu insiilinden bagimsiz olarak hiicre
igerisine alan bobrek ve karaciger doku agirliklarinda ise diyabet olmayan ratlara gore
artis gozlenmektedir. Bu ¢aligma ile ayrica diyabet gelisiminin oral enfeksiyonlar
arttirarak kilo kaybini arttirabilecegi de bulgular arasindadir (75).

Calismamizda tiim siganlarin kuyruktan alinan kanlarla, STZ enjeksiyonundan
48 saat sonra diyabetik ratlarin belirlenmesi ve haftalik kan glukoz takibi kan glukoz
ol¢iimii ile yapildi. Kan glukoz diizeyi 200 mg/dl iizerinde olan ratlar diyabetik gruplara
alindi ve ¢alismanin devam ettigi 6 hafta boyunca kan glukoz degerleri 200 mg/dl
tizerinde devam etti. STZ ve STZ+ALA gruplart kontrol ve ALA gruplan ile
kiyaslandiklarinda kan glukoz diizeyleri arasindaki istatistiksel anlamli farkliliklar
calisma siiresince devam etti. ALA tedavisi uygulanan STZ+ALA grubunun haftalik
kan glukoz takibinde STZ grubundaki kadar yiiksek olmamakla birlikte kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli farkliik devam etmekteydi. Bulgularimiza
dayanarak ALA’nin antidiyabetik etkinliginden s6z etmek glictiir. Daha yiiksek
dozlarda ALA kullanimi hipergliseminin kontroliinde etkin olabilir. Calismamizda ALA
kullanma tercihimiz antidiyabetik etkinliginin olmasindan degildi. Literatiirlerde
yapilmis bir¢ok antidiyabetik maddenin kan glukozunu diizenleyerek diyabetik
komlikasyonlarin ortadan kaldirilabilecegini diisiindiirmektedir. Bizim ¢alismamizdaki
amag, DM’de devam eden hiperglisemide ALA’nin koruyucu etkilerini incelemekti.
Caligma bulgularimiza gore ALA antidiyabetik etkiden ziyade antioksidan etkinligi ile
beyin dokusunda diyabetik komplikasyonlarin giderilmesinde etkin olmaktadir.

Calismamizda tiim ratlarin beyin dokusunun hipokampiis, hipotalamus, korteks
ve striatum bolgelerini ¢ikararak oksidan -antioksidan parametrelerin 6l¢iimiinii yaptik.
Beyin dokusundaki bu bolgeler biligsel fonksiyonlar agisindan Onemli anatomik
alanlardir. Son zamanlarda yapilan birgok ¢aligmada total beyin dokusu yerine beynin
Ozel alanlarinda ¢alismalar yapilmasi tercih edilmektedir. Beyin dokusunun hafiza ve
ogrenmeyle iliskili 6zel doku alanlarinda ¢calismak doku miktarinin kiigiikliigii sebebiyle
calismamizin elestiriye agik bir yani olabilir. Fakat yaptigimiz literatiir calismalarinda
benzer dokularda hatta amigdala gibi 3-5 mg kiigiikligiinde dokularla yapilmis

¢aligsmalar mevcuttur (97).
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Caligmamizda beyin hipokampiis, korteks, talamus ve striatum bdlgelerinde
incelemis oldugumuz SOD, CAT ve GSH-Px antioksidan enzimlerin aktivitesi
diyabetik olan STZ grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalmigtir. ALA tedavisi uygulanan diyabetik STZ+ALA grubu STZ grubu ile
kiyaslandiginda antioksidan enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli artis
vardir. Calisma bulgularimizda antioksidan enzim aktivitelerindeki bu anlaml artis ve
azalmalar beyin dokusunun her bélgesinde ayni lineariteyi saglayamamaktadir.
Bulgularimizin bu yoniiyle literatiirlerdeki ¢aligmalar ile kiyaslanamamaktadir. Yapilan
caligmalarda beyin dokusunun farkli alanlarinda artis ve azaliglar ayn1 dogrultuda ve
neredeyse tlimiinde standart sapmalar bile ayni araliktadir. Bulgularimiza dayanarak
beyin dokusunun farkli bolgelerinde farkli glukoz transport proteinlerininde oldugunu
ve glukoz toksisitesine toleransin farkli olabilecegi bu nedenle tiim beyin dokusunun
hiperglisemiden ayn1 diizeyde etkilenemeyecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA, protein
oksidasyonunun belirteci olan PC diizeyleri diyabetik gruplarda kontrol ve ALA
grubuna gore istatistiksel olarak artis gosterirken ALA tedavisi uygulanan STZ+ALA
grubunda STZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli iyilesmeler gézlemlendi. Ayrica
diyabetik ratlarda asir1 aktive olan poliol yolaginin neden oldugu GSH diizeylerindeki
degisiklik c¢alismamizin diyabetik gruplarda Kontrol ve ALA gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azalma seklinde gergeklesti. STZ+ALA grununda
ise STZ grununa gore GSH diizeylerinde anlamli iyilesmeler bulundu. GSH
diizeyindeki bu iyilesmeyi GSH-Px aktivitesindeki artistan ve hiperglisemik degerlerde
devam eden ancak STZ grubuna gore glukoz diizeyindeki azalmadan
kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.

Calismamizda beyin dokularinda total oksidan ve antioksidan diizeylerinin
analiz sonuglar1 diyabetik gruplarda (STZ ve STZ+ALA), Kontrol ve ALA gruplarina
gore tiim beyin bolgelerinde oksidatif stres parametrelerinin attigin1 antioksidan
kapasitenin azalttigin1 gostermektedir. STZ+ALA grubu STZ grubuyla kiyaslandiginda
ALA uygulamasmin antioksidan etkinliginden dolay1 total oksidan diizeyde azalis
gozlemlenirken total antioksidan diizeyde artis anlamliydi ve genel olarak diger
bulgularla ortiismekteydi.

Biligsel fonksiyonlarin degerlendirilmesinde kullandigimiz MWM testinde ilk 4

giin ratlarin platformu bulma siireleri ve izledikleri yol mesafeleri olgiilerek ratlarin
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O0grenme ve yer—yon bulma becerileri degerlendirildi. Bu bulgularimiza gore diyabetik
ratlarin kontrol ve ALA grubuna gore platformu bulma siireleri ve izledikleri yolun
mesafesi daha uzundu. Diyabetik ratlardaki MWM bulgulan literatiirdeki diyabetik
calisma bulgularini desteklemektedir. STZ+ALA grubunda platformu bulma siiresi STZ
grubuna gore anlamli derecede kisalmis ve alinan yol mesafeside kisalmistir. MWM
testinin 5. degerlendirme giinlinde ise platform c¢ikartilarak ratlarin platformun
bulundugu kadranda gegirdikleri siire Olgiilerek ratlarin hafiza ve hatirlama giicleri
degerlendirildi. Bu bulgularda ise STZ grubu ratlarin kontrol ve ALA grubuna gore
platformun bulundugu kadranda daha az siire gegirdigi ve STZ+ALA grubunda ise bu
sirenin STZ grubundan daha uzun oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Diyabetik ratlarda olusabilecek kilo ve giic kaybinin ylizme hizin1 etkileyebilecegini
diistinerek degerlendirmeye aldigimiz yiizme hizlarinda ise gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik goriilmedi. Calisma bulgularimiza dayanarak diyabetik
ratlarda gozlemlemis oldugumuz biligsel fonksiyon kaybinin beyin dokusunda artan
oksidatif strese bagli gelisen noron hasarindan kaynaklanabilecegini Ongoriiyoruz.
Tedavi uyguladigimiz STZ+ALA grubundaki bilissel fonksiyonlardaki iyilesmeninde
yine diyabette bozulmus oksidan dengeyi diizenleyerek noroprotektif etki
gostermektedir.

Diyabette uzamis hipergliseminin, SOD enziminin progresif glikasyonuna ve
dolayisi ile aktivitesinde azalmaya yol agtigi gosterilmistir (98, 99). Buna ek olarak
ROS’larn sinyal ileticileri gibi davranarak, niikleer faktor kappa B (NF-kB) iizerinden,
SOD gibi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonunu azalttigi ileri siiriilmiistiir(96).

Beyin tiim viicut agirliginin %2 agirligi kadar kiigiik bir doku olmasina ragmen
tim oksijenin % 20’sini kullanmaktadir. Ayrica CAT aktivitesi beyin dokusunda
karaciger dokusunun % 10 kadardir. Bu dezavantaj beyin dokusunu oksidatif strese
kars1 korumasiz hale getirmektedir (100).

Artan oksidatif stres beta amiloid birikimini arttirarak otofagozomlarda otofaji
artisina neden olmaktadir. Otofajinin fazla aktif olmasi beyinde protein yikimi arttirarak
amino asit havuzunun artisina ve fazla enerji ihtiyacina neden olurken otafajinin
baskilanmasi ubikitinlesen proteinlerin sinir hiicrelerinde birikerek nérodejenerasyona
neden olmaktadir (101).

2014 yilinda yapilan bir ¢alismada farelerde olusturulan fokal iskemi modelinde

ALA’nin beyin dokusu iizerindeki etkinligi arastirilmistir. Operasyondan 30 dk 6nce
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farelere verilen 50 mg/kg ALA beyin dokusunda iskemi gelisen farelerde korteks
dokusunda SOD aktivitesini arttirarak beyin dokusunu iskemiden korumustur. ALA
beyin dokusunda SOD aktivitesinin artiginin yani sira oksidatif stresin artigina yanit
olarak sirtuin ailesinden NAD" bagimli SIRT 1 ve peroxisome porilifatér activited
receptor-y-coactivator-la (PGC-1a) aktivitesinide arttirarak oksidatif stresle beraber
artig gosteren noron Sliimiini engellemistir (102).

Thakur ve ekibinin yapmis olduklar1 baska bir ¢alismada ise 65 mg/kg STZ i.p.
uygulamasi ile diyabet olusturulan ratlarda antioksidan etkinlige sahip geleneksel tipta
kullanilan andrographis paniculata bitkisinin 6grenme {izerindeki etkinligine
bakilmustir. Tedavi 10 giin gibi kisa bir siire devam etmesine ragmen 15 ve 30-60 mg/kg
dozlarinda bile biligsel fonksiyonlarin diizelmesinde etkili oldugu belirtilmistir. MWM
testi ile degerlendirilen biligsel fonksiyonlardaki diizelmenin, diyabette beyin
dokusunun o&zellikle hipokampiis ve prefrontal korteks bolgelerinde artan oksidatif
stresin tedavi ile SOD, CAT aktivitesinin artisindan ve lipid peroksidasyonunu bir
gostergesi olan MDA diizeyinin disiiriilmesinin etkili oldugu ileri siiriilmektedir.
Diyabetli ratlarda hipokampiis ve prefrontal korteks bolgelerinde artan AChE aktivitesi
uygulana tedavi ile kontrol grubu degerlerine diistiriilmiistiir. Calismada tartigilirken
deginilmeyen bir husus ise bu antioksidan maddenin aym1 zamanda antidiyabetik
etkisininde olmasidir. Tedavi grubundaki ratlarda kan glukoz diizeyi kontrol grubu
degerleri ile istatistiksel olarak farksiz oldugu gosterilmistir. Hiperglisemik etkilerin
ortadan kalkmasi da bilissel fonksiyonlarda diizelmeleri saglayabilir. Bizim g¢alisma
bulgularimizda 6 haftalik ALA uygulamasi kan glukoz diizeyinde anlamli bir azalisa
neden olmazken antioksidan etkinligi ile 6grenme tizerinde olumlu etkiler gosterdigi
tespit edilmistir (76).

Bir baska ¢alismada alloxan kullanilarak diyabetik rat modeli olusturulmus ve
14 giin boyunca tedavi igin kullanilan n-asetil sistein ve deferoxamin subkutanz
uygulanmistir. Diyabetik ratlarda davranis bozukluklar1 agik alan testi ile 6grenme
bozukluklar1 yiizme testi ile belirlenmistir. Diyabetik ratlarin beyin dokularinda
prefrontal korteks, hipokampiis, amigdala ve nucleus acumbens bolgelerinde artmis olan
PC ve TBARS diizeyleri tedavi gruplarindaki ratlarda antioksidan kullanimiyla
azalmistir. Ayrica beynin bu bdlgelerinde diyabet gelisimiyle azalmis olan SOD ve
CAT aktivitesi tedavi gruplarinda kontrol grubu diizeylerine yiikselmistir. Antioksidan

etkinlik diyabetik ratlarda gézlemlenen davranis bozukluklarin diizelmesinde etkili
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olmustur. Ayrica Ogrenme testinin  sonuglart da diyabette gelisen bilissel
fonksiyonlardaki olumsuzluklar1 gidermede antioksidan kullaniminin etkili oldugunu
gostermistir (97).

Xiang wang ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklan bir calismada 60 mgkg
STZ ile olusturulan diyabetik rat modelinde Radix astragali bitkisinin etken maddesi
olan calycosin 5 hafta boyunca giinliik 20 mg/kg i.p. olarak uygulanmistir. Diyabetik
ratlarda gelisen noéronal hasarlarin iyilesmesinde etkin olan calycosin bu etkisini
diyabetin hipokampiis dokusunda olusturdugu patoloji sonucu kognitif foksiyon
bozukluklarinin 6l¢iimiinde biomarkir olan sinapsin (SYN), brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) ve postsynaptic density protein (PSD-95) molekiillerinin mRNA
ifadelerini  diizenleyerek gOstermistir. Diyabet ile bu molekiillerin azalmig
transkripsiyonlarinin kontrol grubu degerlerine ulagmasi, calycosin’nin DM artan
oksidadif stresi azaltmasi ile iliskilendirilmistir. Calisma bulgularina baktigimizda
calycosin kullanilan gruplarda GSH-Px, SOD aktivitesi artmis ve MDA AChE miktar1
azalmistir. Bu bulgular calycosin’in  antioksidan etkisini  diisiindiirmektedir.
Calismacilar da kognitif fonksiyonlardaki diizelmenin sebebini buna baglamislardir.
MWM testindeki bilissel iyilesmeler beyin dokusundaki oksidadif hasarin azaltilarak,
ndronlardaki yapinin korunmasi saglanarak, diyabetik kognitif bozulmalara kars1 faydali
olabilecegini gostermektedir. Calisma bulgularinda ayrica ratlarin kan glukoz ve insiilin
diizeylerine de bakilmis ve calycosiz 'nin diyabetik ratlarda kan glukoz diizeyini anlamli
diizeyde azaltirken insiilin diizeyini istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirmustir.
Caligmanin tartigma kisminda deginilmemis olmasina ragmen calycosinin beyin dokusu
tizerindeki olumlu etkisini diyabetik noropati ile birlikte artan yiiksek kan glukoz
toksisitesini de ortadan kaldirilmasiyla da iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (44).
Bizim c¢alismamizda ise tedavi gruplarinda kullanmis oldugumuz ALA diyabetik
ratlarda antidiyabetik bir etki gostermemistir. STZ ve STZ+ALA gruplardaki asir1 kan
glukoz diizeyi ¢aligma siiresince devam etmistir.

Parasad ve arkadaslar1 tarafindan 2014 yilinda yaptiklar1 baska bir ¢calismada ise
55 mg/kg STZ ile diyabet modeli olusturulan ratlarda monoterpen olan geraniol 8 hafta
boyunca 100 mg/kg/giin seklinde uygulanmistir. Caligma bulgularina gore 8 haftalik
deney siiresince diyabetik ratlarda davranis bozukluklarinin oldugu ve gereniol
kullanimin bu etkileri ortadan kaldirmada etkili oldugu davramis testleri ile

gosterilmistir. Diyabetik ratlarda gézlenen davranis bozukluklarini diizelmesinde etkin
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olan geraniol "iin bu etkinligini aragtirmak igin yapilan arastirmalarda beyin dokusunun
korteks, hipokampus, serebellum ve striatum bolgeleri incelenmistir. Diyabetin beyin
dokusunun bu bolgelerinde ROS, protein karbonil diizeylerini ve lipit oksidasyonunu
arttirarak, ayrica GSH diizeyini azaltarak 6grenme ve davranig bozukluklarina neden
oldugu kanitlanmistir. Tedavi edici olarak kullanilan geraniol’iin tedavi edici etkinligi
antioksidan aktivitesinden kaynaklanmis olabilecegi rapor edilmistir. Geraniol
uygulanan ratlarda diyabetik ratlara gére azaltmis oldugu kan glukoz diizeyi ¢aligma
boyunca toksik diizeyde oOlgiilerek antidiyabetik etkisinin yeterince etkili olmadigi
gosterilmistir. Geraniol kullanimi beynin hipokampiis dokusu disinda MDA, PC,
hidroksiperoksidaz ve nitrat diizeylerini kontrol grubu degerlerine yakinlastirarak beyin
dokusu tizerinde diyabetik noropatinin etkilerini azaltmistir. Ayrica beyin dokusu ve
siyatik sinir dokusunda diyabetik ratlarda de§ismis olan asetil kolinesteraz aktivitesi,
mitokondrial aktivitenin 6lgiitii olan NADH-CytC (kompleks I-111) rediiktaz, dopamin
ve sistolik kalsiyum seviyeleri de calycosin kullanimiyla normale donerek davranig
bozukluklarinin giderilmesinde etkili olmustur. Bu g¢alismada arastirmacilarin ortak
goriisti  ratlarda  MWM  bulgularindaki iyilesmeler ve davranig testlerindeki
normallesmeler geranioliin sadece antioksidan aktivitesinden degil ayrica ndroprotektif
etkisinden de olabilegi yoniindedir (91).

Baska bir galismada karotid arter oklizyonu yapilarak olusturulan serebral
iskemi modelinde ratlarin hipokampiis ve frontal korteks bolgelerinde ROS ve MDA
konsantrasyonu artarken GSH —Px aktitesi azalmistir. Beyin dokusunun hipokampiis ve
frontal kortex alanlarindaki oksidan antioksidan dengedeki degisimlerin ratlarda
kognitif bozulmalara neden oldugu MWM testi ile gosterilmistir (103).

Xiang Hong Jing ve arkadaslarinin 2008 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismalarinda
ratlar STZ ile diyabet gelisiminden 7 giin sonra karotid arter oklizyonu ile iskemi
olusturulmus ve 30 giin sonra ratlarda beyin fonksiyonlart MWM ile degerlendirilmistir.
Elde edilen bulgular kan glukoz diizeyinin diyabet ve iskemi olan grupta diyabet olan
gruba gore daha diistiktiir ancak MWM bulgularinda platformu bulma siiresi daha uzun
platformun bulundugu kadranda gegirilen siireninin daha kisa oldugunu gostermistir.
Elektroakupuntur ile hipokampusiin CAl bolgesinde LTP miktar1 arttirilarak
olusturulan yenilenmelerin, beyinde olusan noéroderejenerasyon sonucu bozulan

O0grenme kaybinin kontrol grubu degerlerine yakin olmasinda etkili oldugu ileri

stirilmektedir (104).
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Zhao Ran-Ran ve ekibinin 2014 yilinda yapmis olduklar1 baska bir ¢alismada ise
karotid arter oklizyonu ile olusturulan iskemide beyin dokusunda artan ROS ve vaskiiler
bozulmalara bagli gelisen uzaysal 6grenme ve hatiza lizerinde olumsuz etkilere karsi
ALA etkinligi arastirilmistir. 28 giin boyunca verilen 50 mg/kg 1.P. ALA uygulamasi
ratlarda artan ROS, MDA, platformu bulma siirelerini kontrol grubu degerlerine
yaklagtirirken beynin hipokampiis dokusunda GSH diizeyini arttirmigtir. Platformu
bulma siiresini kisaltmistir. Bu etkilerini de hipokampus dokusunda vaskiiler
bozukluklara bagli gelisen 6grenme, hafiza ve biligsel foksiyon bozukluklar iizerinde
onemli rol alan kolinerjik sistemde asetilkolin asetilkolin esteraz ve asetil kolin
transferaz aktivite ve miktarini1 diizenleyerek gosterdigi bildirilmistir (105).

Zhao ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 baska bir ¢alismada 60 mg/kg STZ I.P.
uygulanarak diyabet olusturulan ratlar diyabet olusturulmadan bir hafta 6ncesinden % 4
balik yagi igeren yemlerle 5 hafta boyunca beslenmislerdir. 5 haftanin sonunda ratlar
biligsel fonksiyonlarin degerlendirilmesi icin MWM testine tabi tutulmustur. Diyabet
gruplarinda platformu bulma siireleri uzamis, platform ¢ikarilarak ytizdiirildiiklerinde
ise platformun bulundugu kadranda ge¢cme sikliklari kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmistir. Caligmanin sonunda ¢ikarilan hipokampiis
dokusundan elektron mikroskop incelemeleri yapilmistir. Yapilan hipokampiis
dokusuna ait elektron mikroskop bulgularinda ise kontrol grubunda piramidal
noronlarda niikleus membranlari, kromotin ve mitokondriler normal iken diyabetik
ratlarda bu yapilarin bozuldugu, kromotinlerin agrete oldugu mitokondri kristalarinda
bozulmalar oldugu ve erken apoptotik hiicre dliimiiniin gergeklestigi gosterilmistir. Yine
yapilan immiinohistokimya ¢aligmalar1 ile TUNEL pozitif hiicrelerin ve hiicre
apoptozisinde belirte¢ olan bax pozitif/bcl-2 pozitif hiicre sayisinin oraninin diyabette
arttigi ve balik yagimin bu oran1 % 40 azalttigi bdylece diyabette gelisen bilissel
fonksiyon bozulmalarinin diizeldigi gosterilmistir (106).

Yapilan elektrofizyolojik ve ndroanotomik ¢alismalar ile hipokampal
formasyonun hafizada 6nemli rol istlendigi (107) ve ratlarda yapilan ¢alismalar ile
ozellikle uzaysal hafizanin giicliiliigiiniin hipocampal aktiviteye bagli oldugu
gosterilmstir (108, 109).

Davranigsal beyin aragtirmalart dergisinde 2011 yilinda yayinlana Bhutada P. ve
arkadaglarinin yapmis olduklar1 c¢alismada ise berberinin 5 gin ve 30 giinlik

kullanimlarinin diyabetik ratlarda bilissel fonksiyonlar tizerindeki etkileri arastirilmustir.
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Bu arasgtirmanin  sonuglar1 korteks ve hipokampiis bolgelerinde GSH ve MDA diizeyleri
ile antioksidan sistemin ve kolin esteraz (ChE) aktivitesi ile de kolinerjik sistemin
korunmasinin beyin fonksiyonlari iizerinde diyabetin olumsuz etkilerini azaltacagini
gostermistir (110).

Patrica Nardin ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis olduklari ¢alismasinda 75
mg/kg STZ uygulanan 12 kontrol 12 diyabetik ratta arastirmanin 60. giiniinden sonra
serum ve serobrospinal sivi kiyaslamalar1 yapilmistir. Diyabetik ratlarda kilo kayb1 ve
artan kan glukoz diizeyi kontrol grubu ile kiyaslanmis ve aradaki farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Glikolize hemoglobin diyabetik grupta kontrol grubundan
anlamli derecede yiiksek bulunurken diyabetik ratlardaki C peptid 6lgiimii sifir ¢ikarak
kontrol grubundan anlamli derecede diisiikk bulunmustur. Serum ve serobrospinal sivida
Olciilen AGEs diizeyleri ise diyabetik ratlarda kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0.01). Hipokampiis dokusunda GLUT-1 reseptor mRNA diizeyi
incelenerek diyabette artan hipergliseminin GLUT-1 gen ifadesinin diizeyini arttirdigini
bununda kan beyin bariyerinde bulunan endotel hiicrelerinden glukozun alinimin
arttirdigr rapor edilmistir. Bunun aksini iddia eden g¢alismalarda ise hipogliseminin
GLUT-1 reseptor gen ifadelerini arttirdigi yoniindedir (111). Bu baglamda net bir
mekanizma agiklanamamakla birlikte, artan AGE’nin inflamasyonu arttirarak astroglial
hiicrelerdeki NMDA reseptorlerinin  subiinitlerinde anormalilere neden olarak
hipokampiis dokusundaki glutaminerjik iletimi bozduguna baglamislardir (112).

Kailash Manda ve arkadaslariin yapmis olduklari ¢alismada X-RAY 1sinlarina
maruz birakilan ratlarda MWM ileyapilan testlerde biligsel fonksiyon kayiplarinin
oldugunu, serebellum da lipit peroksidasyonunun, protein karbonil diizeylerinin arttigi,
stilfidril grubu igeren antioksidan diizeyin azaldigi gosterilmistir. Bu ratlarda ALA
uygulamasinin bilissel fonksiyonlardaki bozulmay: 6nemli oranda geriye dondirdiigi,
bunuda antioksidan etki ile sagladigi ileri siiriilmiistiir. Ayrica yapilan histolojik
incelemelerde serebellumdaki purkinje hiicrelerinin sirali diizeninin bozuldugu ve
nekrotik yapida olduklar1 ayrica radyasyonun serebellar graniiler hiicre sayisini azalttigi
ALA uygulamasimin bu bozukluklari énemli oranda geriye dondiirdiigii gosterilmistir
(113).

Lou-Yan Ma yapmis oldugu bir ¢aligmada, STZ ile diyabet olusturulan ratlarda
8, 10 ve 12 haftalarda ratlarda gozlemlenen bilissel bozukluklarin beta amiloid

yapimindaki artigdan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Ayrica elektron mikroksobisi ile
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yapilan incelemelerde hipokampiis bdlgesinde sinaptik yariklarin haftalara gore kontrol
grubundan ¢ok daha biiylik oldugu, glutinasyonda artis oldugu, kromatin hiicre
merkezinden uzaklasarak hiicreyi apapotozise yonelttigi goOsterilmistir. Ayrica
hipokampiis Cal bolgesindeki piramidal néronlarin istatistiksel olarak anlamli derecede
apoptotik oldugu gosterilmistir (101).

Bahsi gegen arastirmalarin sonuglar1 dikkate alindiginda ¢alisma bulgularimizin
literatiir bulgularin1 destekledigi goriilmektedir. Histolojik yapilan 1s1k ve elektron
mikroskobik inceleme bulgularimiza gére STZ grubuna ait kesitlerde izlenen 11k
mikroskobik ve ultrastriiktiirel hasar ve dejenerasyon bulgularinin STZ+ALA
grubundaki kesitlerde bir kisminin gériilmedigi bir kisminin ise belirgin sekilde azaldigi
tespit edildi. Beyin korteks alanlarinda néron yogunlugunda belirgin azalma dikkat
cekicidir. Kontrol ve ALA gruplan ile karsilastirildiginda STZ grubuna ait beyin
korteks tabakalarindaki yerlesik ndronlarin nukleuslarinda heterokromatik yer yer
piknotik gorliniim izlenmekle birlikte 6zellikle piramidal ndronlarda heterokromatik-
piknotik nukleus yapisi daha belirgindi. STZ grubunun transmision elektron
mikroskobik incelenmesinde ise ¢ok sayida néronda degisik derecelerde karyolizis ve
kromatolizis izlendi. Bu ndronlarin bir kisminda nuklear kromatinin tamamen
kayboldugu, sitoplazmik organellerin biitiinliiglinlin bozularak sitoplazmik graniiller
seklinde goriildiigii saptandi. Bazi noronlarda ise nuklear karyolizis ile birlikte
endoplazmik retikulum dilatasyonu, lizozom artis1, otofagozomlar, mitokondriyonlarda
dilatasyon ve krista kaybi, mitokondriyal matriks i¢inde miyelin figiirler ve vakuoller
dikkati ¢ekti. Miyelinli ve miyelinsiz aksonlarin aksoplazmik bdlgelerinde, dendritlerin
dendroplazma bdlgelerinde norofibril ve norotubul kaybi dikkati c¢ekti. Miyelinli
aksonlarda miyelin kilifta incelme, miyelin kilif hasar1 ve dejenerasyonu saptandi.

STZ+ALA grubuna ait mikroskobik inceleme sonuglart Kontol ve ALA gruplari
ile kiyaslandiginda, beyin korteksi sitoarkitektliri normal histolojik goriinimde
degerlendirildi. Noron sitoplazmik sinirlart genel olarak diizgiin olup normal yapida
degerlendirildi. Noronlarin nukleuslarinda yer yer minimal heterokromazi artisi izlendi.
Noronlarda genel olarak Nissl graniilleri yogunlugu normal diizeyde degerlendirildi.
STZ+ALA grubuna ait kesitlerin TEM incelenmesinde ndron ve glia hiicrelerinin
cogunlugu normal ultrastriiktiirel goriinimde oldugu tespit edildi. Ancak bazi
noronlarin mitokondriyonlarinda dilatasyon ve krista kaybi saptandi. Noron

sitoplazmalarinda yer yer kii¢iik lizozomlar izlendi. Noron sitoplazma yogunluklari
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normal goriinimde olmakla birlikte az sayida ndéronda karyolizis gdzlenmistir. Noron
dendroplazma ve aksoplazma yogunluklar1 ve norofilament igerigi genel olarak normal
gorlinimde degerlendirilmekle birlikte yer yer norofilament igerigi azalmis akson
yapilarina rastlandi. Miyelinli aksonlarda miyelin kilif diizenli ve normal yapida oldugu
goriildi.

Kontrol ve ALA gruplar ile karsilastirildiginda STZ grubuna ait kesitlerde
izlenen mikroskobik, ultrastriiktiirel hasar ve dejenerasyon bulgularinin STZ+ALA
grubundaki kesitlerde bir kisminin gériilmedigi bir kisminin ise belirgin sekilde azaldig:
tespit edildi.

Sonug olarak calisma bulgularimiz ve daha 6nce yapilmis calismalar gostermistir
ki; DM’de hiperglisemi beyin dokusunda oksidatif stresi artirip, antioksidan savunmayi
azaltarak oksidan-antioksidan dengenin bozulmasina neden olmaktadir. Bozulan bu
denge beyin dokusu noéronlarinda yapisal bozulmalari ve fonksiyon kayiplarini
arttirmaktadir. Beyin dokusunda gelisen noropati biligsel fonksiyonlarin bozulmasina
yol agmaktadir. Endojen, enzimatik olmayan ve bir¢ok metabolik yolda kofaktor olan
ALA’nin antioksidan ve noroprotektif etkisinin diyabetik noropatinin gelisimini
onlemede ve biligsel fonksiyon bozukluklarinin iyilestirilmesinde etkili olabilecegini

diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Kronik, metabolik bir hastalik olan DM viicudun tim dokularinda sekonder
komplikasyonlarin gelisimine neden olmaktadir. Gelisen noropatinin 6zellikle
merkezi sinir sistemi ve beyin dokusunda komplikasyonlarin gelisimine neden
olmaktadir.

DM rat beyin dokusunda oksidatif stresin artisina, antioksidan sistemin
zayiflamasina neden olmustur.

Sinir hiicrelerinde zayiflayan antioksidan sistemin artan lipid peroksidasyonu
karsisinda miyelin zarin yapisal dejenerasyonunu artmastir.

Hiperglisemik  toksisite  beyin  dokusunun farkli  bolgelerinde  yapisal
dejenerasyonlara yol agmustir.

Beyin dokusunda gelisen yapisal ve fonksiyonel bozulmalar bilissel fonksiyonlarda
bozulmalara neden olmaktadir. Ratlarda yer yon bulma ve hafiza yetenekleri
zayiflamistir.

Diyabetik ratlarda ALA uygulamasi beyin dokusunda antioksidan sistemi
lyilestirerek oksidadif hasarin neden oldugu yapisal bozulmalara kars1 koruyucu etki
saglamistir.

Calisma bulgularimiz ALA’ nin antioksidan ve ndroprotektif etkinliginin bozulmus
biligsel fonksiyonlarin diizeltilmesinde etkili olabilecegini gostermistir.

Ozellikle 6grenmenin gok daha etkin oldugu erken yaslarda gelisen Tip 1 DM’li
hastalarin tedavisinde biligsel fonksiyon kayiplarinin 6nlenmesine yonelik yapilan
calismalarda ALA’nin faydali olabilecegini diisiinmekteyiz.

ALA, calisma bulgularimizda gostermis oldugu antioksidan ve ndroprotektif
etkinligi ve literatiirlerde belirtilen mevcut farmakolojik etkinligi sebebiyle DM ve
diger noropati gelisimine neden olan hastaliklarin  tedavisinde kullanilma

potansiyeline sahip bir bilesiktir.
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