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OZET

Streptozotosin ile Indiiklenmis Diyabetik Sican Modelinde Metforminin Diyabetik

Noropati ve Bilissel Fonksiyonlar Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Giris/Amac: Norodejenerasyon diyabetin en 6nemli komplikasyonlarindandir.
Norodejenenerasyona bagli olarak gelisen bilissel fonksiyon bozukluklar1 ve periferik
ndropati gibi diyabetik komplikasyonlarin altinda yatan mekanizma heniiz tam olarak
acik degildir. Streptozotosin o6zellikle memeli pankreasinda insiilin {ireten beta
hiicrelerinde toksik etki gosteren, dogal olarak olusan kimyasal bir maddedir. Bu
calismada diyabetik siganlarda metforminin olasi1 noroprotektif etkilerini arastirmayi
amagladik.

Materyal/Metod: 30 adet Wistar albino erkek si¢an kontrol grubu, STZ grubu
ve STZ+MET grubu olmak iizere ti¢ gruba ayrildi. Diyabet olusturmak i¢in 55 mg/kg
STZ intraperitonal olarak uygulandi. Metformin 500 mg/kg dozda alt1 hafta boyunca her
giin oral gavaj yoluyla verildi. Diyabet olusturulduktan alti hafta sonra sicanlara Hot-
plate analjezi testi ve son haftasinda biligsel fonksiyonlarin degerlendirilmesi igin
Morris Water Maze Testi kullanildi. Siyatik sinir ve hipokampiis dokular1 histolojik
olarak incelendi. Beyin dokusunda oksidadif stres markirlarindan MDA, SOD, GSH,
TAS ve TOS diizeylerine bakildi.

Bulgular: Gruplara gore alti haftalik ortalama kan glikoz seviyeleri; kontrol
130£29 mg/dl, STZ 486+120 mg/dl ve STZ+MET 256+36 mg/dl’dir. Periferik
noropatinin degerlendirildigi Hot plate bulgularina gore diyabetik grupta agr1 hissetme
stiresi uzarken metformin grubunda bu siirenin azaldigi anlamli bulundu (p<0.05).
MWM sonuglarinda STZ grubundaki siganlarin platformu bulmak i¢in katettikleri
mesafe kontrol grubuna gore uzun ve karmasikti. STZ+MET grubununun sonuglari
kontrol grubu bulgularina benzerdi. Hipokampiis dokularinda yapilan histolojik
incelemelerde; dejenere noron yiizdeleri kontrol grubu%15,6 STZ % 45,6 ve STZ+MET
grubunda %36,5 olarak degerlendirildi. STZ grubundaki dejenerasyon kontrol grubuna
gore anlamliydi. STZ+MET grubundaki iyilesme ise STZ grubuna gore anlamli
bulundu (p<0.001). Siyatik sinir histopatolojik skorlanarak degerlendirildi. STZ
grubunda kontrol grubuna gore anlamli artis STZ+MET grubunda ise STZ grubuna gore
anlamli bir azalma oldugu gézlemlendi (p<0.001). Beyin dokusunda yapilan oksidadif

stres ve antioksidan analiz sonuglarina gore STZ grubunda kontrol grubuna gére GSH
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ve TAS bulgularinda azalma; MDA, TOS, SOD bulgularinda anlamli artislar bulundu.
STZ+MET grubu STZ grubu ile karsilastirildiginda TAS bulgularindaki artis; SOD ve
MDA bulgularindaki azalmalar anlamli bulundu(p<0.05).

Sonug: Bu ¢aligmayla metforminin diyabetik sicanlarda; siyatik sinirdeki yapisal
bozukluklar1 onardigr ve hipokampiis dokusunda oksidadif stresi ve dejenere ndron
sayisini azaltarak diyabete bagli gelisen bilissel fonksiyonlardaki bozulmay: diizelttigi
gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Bilissel Fonksiyonlar, Diabetes Mellitus, Diyabetik
Noropati, Metformin, Streptozotosin
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ABSTRACT

Investigation of Effect of Metformin on Diabetic Neuropathy and Cognitive
Functions in Streptozotocin Induced Diabetic Rat Model

Background/Aim: Neurodegeneration is one of the most important
complications of diabetes. The exact mechanisms underlying neurodegeneration related
to diabetic complications such as cognitive deficits and peripheral neuropathy are not
clarified yet. Streptozotocin is a naturally occurring chemical that is particularly toxic to
the insiilin producing beta cells of the pancreas in mammals. In this study, we aimed to
investigate the possible neuroprotective effects of metformin (MET) in diabetic rats.

Materials and Methods: Thirty male Wistar albino rats were randomly divided
into tree groups: Control group, STZ group, STZ+MET group. STZ (55 mg /kg) was
administered intraperitoneally to create diabetes. Metformin (500 mg/kg) was
administered by oral gavage every day for six weeks. Hot-plate analgesia test was
performed to rats six weeks after. Morris Water Maze Test was used to for the
assessment of cognitive function in the last week of the test process. Sciatic nerve and
the hippocampus tissue was evaluated histologically. Markers of oxidative stress MDA,
SOD, GSH, TAS, TOS levels were measured in brain tissue.

Results: The average blood glucose levels based on the six weeks groups;
Control 130429 mg/dl, STZ 486+120 mg/dl and STZ+MET 256+36 mg/dl. According
to the findings of Hot plate in which periphiral neuropathy was evaluated, while the
period of aching in the diabetes group has gotten longer, that the period aching in the
metformin group has shortened (p<0.05). It could be seen in the MWM results that the
distance the rats in the STZ group covered in order to find the platform is longer and
more complicated compared to the rats in the control group and the results of the
STZ+MET group are similar to the ones in the control group. The percentage of
degenerated neurons that were evaluated during the histological examinations on the
hippocampus tissues are as follows; Control group %15,6, STZ % 45,6 and STZ+MET
group %36,5. that the degeneration in the STZ group compared to the control group was
statistically significant. The recovery in the STZ+MET group were better compared to
the control group (p <0.001). The sciatic nerve was scored histopathological , it was

observed that there is a significant increase in the STZ group compared to the control
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group and a significant decrease in the STZ+MET group compared to the STZ group
(p<0.001). According to the oxidative stress and antioxidant analysis results conducted
on the brain tissue, STZ group compared to the control group decrease in GSH and
TAS findings; MDA, TOS, SOD there were significant increases in findings. STZ +
MET group compered to STZ group; There was a significant the rise in the TAS,
significant decrease in SOD and MDA findings (p<0.05).

Conclusions: In this study, 1t was shown to improve that metformin, structural
changes in the sciatic nerve, which reduces the number of degenerated neurons in the
hippocampus and due to developing cognitive function impairment in diabetic rats.

Key words: Cognitive function, Diabetes Mellitus, Diabetic neuropathy,

Metformin, Streptozotocin
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM), pankreasin viicudun ihtiyact oldugu miktarda insiilin
liretememesi veya Urettigi insiilini viicudun etkili bir sekilde kullanamamasi sonucu
olusan ve yasam boyu devam eden kronik bir hastaliktir. Hastaligin seyri, cesitli
fizyopatolojik siireclerle iligkilidir. Bu siiregler, pankreas beta hiicrelerinin oto immiin
hasarindan, insiilin etkinligine kars1 dirence neden olan ¢esitli patolojilere kadar uzanir.

DM’nin zamanla iligkili olarak birgok doku ve organda yapisal ve fonksiyonel
bozukluklara neden oldugu bilinmektedir. Ozellikle merkezi sinir sisteminde yaptig
hasar sebebiyle biligsel fonksiyonlarda bozulmalara neden oldugu yapilan galismalar ile
rapor edilmistir. DM nin 6zellikle bellek isleviyle alakali olan hipokampus bolgesindeki
noronal yapilarda norotransmitterlerin salgilanmasi ve reseptorler ile etkilesiminin
kimyasal, yapisal ve fonksiyonel bozulmalar sonucu néronal apopitozise neden olarak
biligsel fonksiyonlar1 bozdugu bildirilmistir.

DM arastirmalarinda streptozotosin (STZ) en uygun diyabetojenik ajandir. Ilk
defa 1963’te Rakieten STZ'nin diyabetojenik oldugunu bildirmisir. STZ’nin pankreas 3
hiicrelerinde spesifik olarak nekroza neden oldugu ve hayvanlarda diyabet
indiiklemesinde tercih edildigi bildirilmistir. STZ’ nin indiikledigi diyabet modelinde
noropatinin daha siddetli olmasi ve STZ’ nin oksidan ozelliklerinden dolay1 bizde
calismamizda diyabet olusturmak i¢in STZ kullandik.

Metformin 6zellikle obez Tip II diyabetlilerde tedavide ilk secenek olarak yerini
korumaktadir. Metformin, biguanidler ailesinin {iyesidir. Biguanidler, Galega officinalis
(Fransiz Leylag1) bitkisinde bulunan guanidinin deriveleridir. Giliniimiizde kullanimda
olan tek biguanid grubu ila¢g metformindir.

Ozetle diyabet diinya ¢apinda prevelansi her gecen giin artan, yasam boyu devam
eden kronik bir hastaliktir. Noropatik komplikasyonlar ve sonucu olarak gelisen biligsel
fonksiyon kayiplari yasam kalitesini diigiirmektedir. STZ sicanlarda Tip | diyabet
modeli olusturulmasinda ve komplikasyonlarinin incelenmesinde siklikla kullanilan bir
ajandir. Metformin halihazirda diyabet tedavisinde kan glikozunu kontrol altinda tutmak
ve olusan metabolik komplikasyonlart minimize etmek i¢in kullanilan bir ilagtir. Bunun
yanisira metformin néroprotektif etkilere de sahiptir.

Yapilan ¢alismalar 1s18inda biz de bu ¢alismada, STZ ile indiiklenen diyabetik
sicanlarda, Tip Il diyabet tedavisinde kullanilan metforminin diyabetik néropati ve

bilissel fonksiyonlar {izerine etkisini arastirmayi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus (DM)

DM, pankreasin insiilin dretimindeki bozukluklarindan veya salgilanan
instlinin yeterli derecede kullanilamamasindan kaynaklanan metabolik bir hastaliktir.
Kontrol altina alinmadiginda hiperglisemi zamanla tiim dokulara, 6zellikle de sinirlere
ve kardiyovaskiiler sisteme ciddi zararlar vermektedir (1). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO), 2000 yilinda tiim diinyada en az 171 milyon diyabet hastas1 (toplam diinya
niifusunun %2.8’1) bulundugunu bildirmistir. Tim diinyada diyabetin goriilme sikligi
hizla artmaktadir ve 2030 wilinda yaklasik 366 milyon Kisinin diyabet hastasi
olacag:r tahmin edilmektedir (toplam diinya niifusunun %4.4’i). Diyabet tim diinyada
gorilen bir hastaliktir ancak, gelismis iilkelerde daha sik (6zellikle Tip 11 diyabet)
gorillmektedir (2).

2.2. DM Siniflandirilmasi
Amerikan Diyabet Birligi (ADA) 1997 yilinda diyabet igin yeni tan1 ve
siniflandirma kriterleri yayimlamis (3) ve bu siniflandirma tizerinde 2003 yilinda bazi

diizeltmeler yapilmisti (4). Diyabet hastaliginin baslica dort tipi vardir (5).

2.2.1. Tip | Diyabet (insiiline Bagimh Diyabet)

Genellikle c¢ocuklarda gorilir, tim diyabet vakalarinin yaklasik %210’unu
teskil eder. Bu tip diyabette Langerhans Adaciklarindaki B-hiicrelerinin miktar ve
fonksiyon kaybina bagli olarak, insiilin sentez ve salinimi azalir veya durur (6, 7). B-
hiicrelerinin  hasarindan birbirine baglhh o6nemli #¢ faktér sorumludur:Genetik
yatkinlik, otoimmiinite ve g¢evresel faktorler. Glisemiyi kontrol altina almak,
ketozu 6nlemek ve hastanin hayatina devam etmesini saglamak igin disaridan insilin
verilerek eksiklik giderilir. Bu tip diyabette, insiilin disinda tedavi edici herhangi bir

ilag bulunamamustir (8-10).

2.2.2. Tip 11 Diyabet (Insiiline Bagimsiz Gelisen Diyabet)
Genellikle ileri yaslarda goriilmeye baslar, tim diyabet vakalarinin yaklasik
%90’ nin1 teskil eder (11). Bu tipte, B-hiicrelerinde insulin olusumu, salinimi, depo

edilmesi ve beta hiicrelerinin sayisi normaldir. Kanda insulin diizeyi biraz



azalmis, normal ya da yiiksek olabilir. Onemli bozukluk, hedef hiicrelerde insiilin-
reseptor sikliginin veya hiicre igi post reseptor diizeyde insiilin etkinliginin azalmasi
ve insiiline kars1 direng gelismesidir. Bu bozukluklarin kalitsal nedenlerle meydana
geldigi one strilmistiir (12-14).

Tip Il diyabet iki farkli gruba ayrilmaktadir: Birinci grup obez bireylerde
goriilen diyabet seklidir. Bu grupta asirt beslenme ve besin maddelerinin kandan
hiicrelere gegip depolanmasinin azalmasina bagl olarak, beta-hiicresi stimiilasyonu ile
hiperinsiilinizim ortaya c¢ikmaktadir. Sonugta hedef hiicrelerde reseptor siklig
azalmakta ve postreseptor nitelikteki direng artmaktadir. Diyet ile tedavi ve viicut
agirliginin azaltilmasi birgok semptomu ortadan kaldirir.

ikinci grup ise sisman olmayan (non-obez) bireylerde goriilen diyabettir. Bu
tipte B- hiicrelerindeki fonksiyon bozuklugunun rol oynadigi disiinilmektedir. Bu

tip diyabetin kontrol altinda tutulmasinda oral antidiyabetikler etkili olmaktadir (12).

2.2.3. Sekonder Diyabet

Pankreas hastaliklari (Pankreatit, Cystik fibrosis), diyabetojenik hormonlarin
(prolaktin, glukagon, biiyiime hormonu) asiri salgilanmasi ve diyabetojenik etkili
ilaclarla tedavi sirasinda ortaya ¢ikan diyabet seklidir (15).

2.2.4. Gebelik Diyabeti (GDM)
Gebelik sirasinda glikoza karsi toleransin azaldigi gegici bir diyabet durumudur.
Gebelikten sonra semptomlarin devam etmesi ile kroniklesebilir (16).

2.2.5. Glikoz Toleransinin Azalmasi

Kisideki plazma glikoz diizeyinin normal ile diyabetik kabul edilen degerler
arasinda bulunmasi durumudur. Gebelik, sismanlik, stres, miyokard infarktiisii ve
cerrahi girisimler esnasinda meydana gelmektedir. Etkenlerin ortadan kalkmasi ile

iyilesme goriliir (12).

2.3. Diyabetik Komplikasyonlar
2.3.1. Akut Komplikasyonlar
Diyabetik ketoasidoz (DKA); Diisiik insiilin seviyeleri hiperglisemiye neden
olur. Thtiyaci olan glikozu yeterince kullanamayan karaciger hiicreleri enerji kaynag
olarak yag asitlerini kullanmaya baslar. Bundan dolayi, kanda keton cisimciklerinin
3



miktart artar (ketonemi) ve kanin pH'st diiser. Kan pH'sinin diismesi DKA’nin en
onemli gostergesidir. Tip | diyabetin 6nemli gostergelerinden birisi hasta nefesinde
olan aseton kokusudur.

DKA genellikle Tip | diyabetlilerde goriilen bir komplikasyon olmakla
beraber nadirende olsa Tip Il diyabet hastalarinda da goriilebilir. DKA diisiik kan pH
sebebiyle her zaman acil tibbi miidahale gerektiren akut ve tehlikeli bir
komplikasyondur (17).

Hiperozmolar Hiperglisemik Sendrom (HHS); belirgin ketoasidoz durumu
olmaksizin, asirt hiperglisemi, su kayb: (dehidratasyon) ve plazma hiperozmolaritesi
ile karakterize olan bir sendromdur. Kan glikoz degeri ¢ok yiiksek (16 mmol/l) olan
(genellikle 300 mg/dl ve iizeri degerler) kisilerde, kanin ozmotik basinci yiikselir.
Hiicre igindeki su molekiillerinin kana dogru gegisine neden olur. Sonug olarak
hiperglisemi bobreklerden suyun emilimini engeller ve idrar miktarini da arttirir. Bu
duruma ozmotik diiirez ad1 verilir.

Bu durumda kaybedilen sivi miktar1 viicuda geri alinmaz ise (agizdan ya da
damar yoluyla), hiicrelerin siirekli su kaybetmeleri ve asirt idrar ile suyun atilmasi
sonucunda hastalarin sivi kaybetmelerine (dehidrasyon) neden olur. Tip Il diyabet
hastalarinda daha sik olarak goriilen HHS'te, diyabetik ketoasidozda oldugu gibi acil
tibbi miidahale edilerek kaybedilen sivinin geri verilmesi gereklidir (7).

Hipoglisemi: anormal derecede diisiik kan glikoz diizeyi, diyabet tedavisinde
kullanilan bir¢ok tedavinin akut bir komplikasyonudur. Ozellikle insulin tedavisi
uygulanan Tip | ve Tip Il diyabet hastalari, bazi oral antidiyabetik ila¢ kullananlar,
yasli ve bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda goriiliir. Hipoglisemi komanin en
onemli sebebidir (17).

Diyabet hastalarinda goriilen bu duruma yanlis zamanda ve ¢ok fazla yapilan
egzersiz (egzersiz yapmak insiilin gereksinimini azaltir), zamanlamasi yanlis ve asir
instilin kullanimi, yeterli besin alinmamas: (6zellikle glikoz igeren karbohidratlar) ya
da bir 6giiniin kagirilmas: neden olabilir. Cogu vakada hipoglisemi sekerli gidalarin
almimiyla yeterli olurken, ciddi vakalarda tedavi igin glukagon enjeksiyonu ya da

intraveno6z %>5°1ik dekstroz infiizyonu yapilir.

2.3.2. Kronik Komplikasyonlar
Kan glikoz seviyesinin kronik vyiikselmesi kan damarlarinda iki tip

komplikasyona (anjiopati) sebep olur:



2.3.2.1. Makrovaskiiler Komplikasyonlar (Makroanjiopatiler)

Diyabetli hastalarda sik karsilasilan bu komplikasyonlarda periferik damar
hastaligi, koroner kalp hastaligi ve serebrovaskiiler hastahiklar goriiliir. Diyabetin
makrovaskiiler ~komplikasyonlar1 denildigi zaman aterioskleroz, kardiovaskiiler
komplikasyonlar, beyin arterlerinde meydana gelen degisiklikler ve bunlara bagh
gelisen hemoraji ve trombozlar, bacaklarda aterioskleroza bagli tromboz
semptomlarina rastlanmasi ve soug¢ olarak kangren egiliminin artmasi1 gibi durumlar

akla gelmektedir.

2.3.2.2. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar (Mikroanjiopatiler)
Diyabet hastalarinda mikrovaskiiler komplikasyonlar olarak retinopati,

nefropati ve noropati gorilir.

2.3.2.2.1. Diyabetik Retinopati

Kronik diyabet hasalarinin % 20'sinden fazlasinda korlik gelismektedir. Bu
hastalarda gérme kaybinin birinci sebebi retinopatidir. Diyabetik retinopati, goziin
arka kismindaki retinayr besleyen damarlarda diyabete bagli gelisen mikrovaskiiler
bir hastaliktir. Retinopati proliferatif ve nonproliferatif olarak iki grup altinda
incelenebilir. Hastalarin retinasinda kanamalar, eksiidalar, venoz ve Kkapiller

degisiklikler ile anevrizmalar goriiliir (18, 19).

2.3.2.2.2. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropatinin patogenezinde hemodinamik mekanizmaya ilave olarak,
glikotoksisite ve anormal lipid profili gibi ¢esitli mekanizmalar s6z konusudur.
Hemodinamik mekanizmada erken patolojik bulgular; bowman kapsiiliinde, glomeriiler
bazal membranda ve tiibiiler bazal membranda kalinlasmalar seklindedir. Bir baska
mekanizmada ise glukotoksisite ve hemodinamik stres hiicresel fonksiyonu
degistirerek poliol yolaginda aldoz rediiktaz enziminin konsantrasyonunu arttirir.
Bobreklerde diffiiz glomeriiloskleroz, noduler glomeruloskleroz ve eksiidatif lezyonlar,
pyelonefritis, tiibiiler hiicrelerde glikoz birikmesi ve yaglh degisikliler gibi lezyonlar
goriilebilir (20).



2.3.2.2.3. Diyabetik Néropati

Diyabet, noropatinin en sik rastlanan nedenidir. Hastalarin ¢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 azalmast ve hiicre membraninin bozulmus enerji
metabolizmas: ile dogrudan baglantilidir. Hipergliseminin derecesi ile néropatinin
siddeti ve prevalanslar arasinda dogrusal bir iliski vardir. Diyabetik néropati; simetrik
duyusal noropati, asimetrik duyusal noropati (diyabetik amiyotropi) ve karisik duyusal
ve motor polindropati (organ noropatisi) olarak karsimiza g¢ikar. Diyabet hastalarinda
Carpal Tunnel sendromu ve diger sikisma noropatilerinin goriilme sikligi yiiksektir
(22).

Noropatiler, diyabet hastalarinin yaklasik %50’sini etkileyen ve diyabetin en sik
goriilen ge¢ komplikasyonlarindan biridir (22,23).

Diyabetik noropati; diyabetli hastada, tutulumu agiklayabilecek baska neden
saptanamayan, periferik sinir disfonksiyonuna ait yakinma veya bulgular olarak
tanimlanmustir. Periferik sinir sisteminin somatik ve otonomik kisimlarina ait bulgulari
igerir. NOropatinin olusmasinda etyopatogenezde hiperglisemi, diyabetin siiresi, ileri
yas, hipertansiyon, hipoinsiilinemi, hiperinsiilinemi vardir. Bunlarin disinda bazi
bagimsiz risk faktorleri de etyolojide suclanmistir; sigara ve alkol kullanimi, uzun boylu
olmak, albuminiiri, viicut kitle indeksi, trigliserit, kolesterol ve genetik faktdrlerden s6z
edilir. Erkeklerde, kadinlara oranla diyabete bagli noropati siktir (24).

Diyabetik hastalarda mikroanjiyopati, albtimin ekstresyon orani ve HbAlc orani
kontrol altina alinmis olsa bile ndropatisi olan hastalarda mortalite anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (24-25).

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

Diyabetik noropatili hastalar 6zellikle alt ekstremitede distallerde duysal
yakinmalar ile hekime bagvururlar. Genellikle yapilan norolojik muayenede eldiven
corap tarzi duyu kusuru, hiporefleksi veya arefleksi, vibrasyon duyusu algi esiginde

yiikselme, 6zellikle ayak intrensek kaslarinda 1limli atrofi ve his kaybi saptanir (24).



2.3.2.2.4. Diyabetik Noropatinin Simiflamasi
Diyabetik noropati tek bir norolojik klinik tabloya degil, cesitli dagilimda
periferik sinir tutulumlarina neden olmaktadir (24). Diyabet seyri sirasinda gelisen
noropati tablolarini ayirt etmek, bu ndropatilerin tedavisi agisindan énem tagimaktadir.
Diyabet seyrinde, nefropati ve retinopati, bunlarla birlikte diyabetin komplikasyonu
olarak gelisebilen polindropati tablolart olabildigi gibi, farkli patogenez ile de
noropatiler gelisebilmektedir. Bunlardan, diyabetin komplikasyonu olarak gelisen
noropatilerde dogrudan glisemi kontrolii 6nemliyken, demyelinizan polinéropatilerin
veya proksimal noropatilerin immiin ve vaskiilitik mekanizmalarla gelisebildigi ve
bunlarda immiinsiipresan ve immiinmodiilatdor tedavi uygulanmasi gerektigi
bildirilmistir (25,26).
A- Simetrik Jeneralize polinéropati (PNP)
1) Kronik PNP
. Distal sensorimotor PNP
I1. Otonomik PNP
I11. Kronik inflamatuar demyelinizan PNP ile kombinasyon
2) Akut PNP
I. Akut agrili duysal PNP
I1. Hiperglisemik PNP
I11. Kasektik PNP
IV. Hiperinsiilin PNP
B- Asimetrik Multifokal PNP
1) Proksimal diyabetik PNP (Diyabetik amiyotrofi-Lumbal radikiilopleksopati)
2) Trunkal PNP (Torakolomber radikulopati)
C- Diyabetik Mononéropatiler
1) Kraniyal Noropatiler
2) Ekstremite Noropatileri

3)Mononéropati Multipleks

2.3.2.2.5. Diyabetik Noropati ve Diyabette Tuzak Noropati Patogenezi
Diyabetik noropati tek bir antite degildir, hipergliseminin sonucu periferik
sinirde gelisen bir dizi bozukluktur (22,23). DM’nin patogenezi oldukga karisik ve ¢ok

etmenlidir. Son yillara kadar DM bagli ndropatide iskemi ve metabolik kontrol



bozuklugu iki ayr1 neden olarak gosterilmistir. Sinirlerin vasa nervorumlarindaki
mikroanjiopati PNP’ deki iskemik durumu, hipergliseminin yaptigt metabolik
degismeler ve 6zellikle sorbitol yolu {izerindeki mekanizmalar ile agiklamaya calisilirdi.
Son yillarda metabolik ve vaskiiler kavramlar birlestirilerek senteze calisilmaktadir.
Diyabetik PNP’nin tiim formlarini ele alacak olursak 5 6nemli patogenez iizerinde
durmak gerekecektir.

1) Sinir lifleri tizerinde direk metabolik bozulmanin meydana gelmesi (metabolik)

2) Sinir liflerinin vaskiiler yetmezligi veya sinir kan akisinin azalmasi (vaskiiler)

3) Birincil duysal ndron perikaryonunun hedef organ olusu ve buraya norotropik
maddelerle olan retrograd destegin bozulmasi (ndrotropizm)

4) Genetik

5) Immiin mekanizma

[k ii¢ patogenez ozellikle simetrik duysal PNP icin gegerlidir. Buna karsilik
proksimal asimetrik PNP ile akut pandisotonomik PNP’ nin immiin aracili mekanizma
ile olustugu 6ne siiriilmektedir.

Diabetes mellitusta kalict hiperglisemi sonucu olusan ileri glikozilasyon son
triinleri (AGE) bir yandan periferik sinirde 6dem, miyelin sismesi ve sinir
dejenarasyonuna yol agarken diger taraftan kollajenin AGE’lerle etkilesiminin artmasi
sonucu sinir lifleri esnekligini kaybeder ve mekanik harabiyete daha duyarli hale gelir
(27-29).

Diyabetik noropati siniflamasinda ekstremite noropatilerinde “fokal ve
multifokal néropati” bagligr altinda ele alinan fokal ekstremite ndropatilerinin siklikla
tuzaklanmaya bagli oldugu belirtilmektedir (22,23).

Kronik kompresyon, periferik sinirin biitiin yapisal komponentlerinin degisikligi
ile sonuglanan karmasik etkiler olusturur (30).

Tuzak noropatilerden olan tarsal tiinel sendromu etyolojisinde diyabet
suclanmistir. Japonya’da yapilan bir arastirmada tuzak noropati ile (tarsal tiinel
sendromlu ratlar olusturularak yapilmis c¢alismalarda) diyabet iliskilendirilmeye
calisilmis; mast hiicrelerinin ve tenascin-c¢’ nin rolii arastirilmustir. Streptozotosin ile
diyabetik ratlar olusturulmus, mast hiicrelerinin ve tenascin-c’ nin tarsal tiinel sendromu
olusmasindaki rolii elektrofizyolojik ve histolojik olarak degerlendirilmistir. Tenascin-C
akut yaralanma sonrasi iiretimi artan bir protein olup hem inflamatuar hem de tamir

asamalarinda gorevlidir. Degisik hiicresel fonksiyonlar1 mevcuttur. Hiicre biiylimesini



indiikler, hemaglutinasyonda ve T hiicre immiinsupresyonunda, anjiogenez ve
akondrogeneneziste gorevlidir. Kan glikoz seviyelerindeki yiikselmeyle diyabetik
siganlarda distal latanslarda uzama saptanmistir. Bu durum mast hiicreleri ile
iligkilendirilmemekle birlikte diyabetik ratlarin tarsal tiinelindeki endondriumunda
tenascin-c seviyelerinin arttig1 saptanmis ve bu da distal latanslardaki uzama ile korele
bulunmustur. Bu da su sekilde agiklanmistir; sinir fasikiillerine yayilan anti alfa diiz kas
aktin (alfa-SMA) pozitif myofibroblastlar tenascin-c’yi salgilamakta ve bu da
endonoériumdaki kollajeni kisaltarak aksonlari konstrikte etmektedir. Arastirmacilar bu
veriler ile endondrium ve perindriumdaki metabolik ve fenotipik anormalliklerin
diyabetik hastalarda tuzak noropatilere yatkinlik olusturmakta oldugunu ifade
etmislerdir (31).

2.4. Ogrenme ve Bellek

Ogrenme; deneyim, egitim ve 6gretim sonucu davranista meydana gelen uzun
stireli kalic1 degisikliklerdir. Beynin en 6nemli islevlerinden birisi, insanin ¢evresinde
olanlar 6grenmesi ve edindigi bilgileri, daha sonra kullanmak iizere depolamasidir.

Bellek; yasananlari, Ogrenilen konulari, bunlarin gegmisle iliskisini bilingli
olarak zihinde saklama giiciidiir. Cevreden gelen uyarilarin degerlendirilmesi ve uygun
davranislarin gelistirilmesi 6grenme ile saglanirken kulanilan bu bilginin saklanmasini
ise bellek saglar (32).

Ogrenme; gorme, isitme, tat, koku ve dokunma duyular1 ile algilanan uyarilarin
beyinde iliskilendirme, tekrarlama gibi birden ¢ok beyin islevi sonucu gerceklesir.
Ogrenmenin dogrudan bir o6l¢iimii yapilamaz, ancak ortaya c¢ikan davranis
degisiklikleriyle degerlendirilebilmektedir. Ogrenme ile ilgili ortaya atilan davranissal,
duyussal, biligsel, norofizyolojik temelli 6grenme kurallar1 mevcuttur. Norofizyolojik
temelli 6gretim ilkeleri beynin bir paralel islemci oldugunu, 6grenmenin fizyolojik bir
olay olarak degerlendirilmesi gerektigini vurgular (33).

Bellegin olusumundaki temel birimler, noronlar ve bunlarin diger noronlar ile
olusturdugu sinapslardir. Noron ve sinaps sayisi ne kadar fazla ise bellek o kadar
giicliidiir (34). Ogrenmenin dogasini ve dogurdugu sonuglar1 agiklamaya ydnelik ortaya
atilan kuramlardan biri de norofizyolojik ya da beyine dayali 6grenme kuramlaridir.
Beyine dayali 6grenme kuramina gore; O0grenme ile ndronlarda yapisal, kimyasal

degisiklikler meydana gelmekte ve noronlarda yeni akson iplikgikleri olusarak, sinaptik



baglantilarin sayisinda artma olmaktadir (35,36). Bellek tiirlerini siniflandiracak olursak
A- Edinilen Bilginin Saklanmasi ve Geri Cagrilmasina Gore:

1- Tanmimlanabilir (deklaratif) Bellek; cevremizde olanlar, insanlar ve yerler ile ilgili
olan bilgileri, sozciiklerle ifade edilen bu bellek bi¢iminde saklariz. Bu bellegin
olugmast, bilingli bir diisiinme siirecini gerektirir. Bu siire¢ i¢inde degerlendirme,
karsilastirma ve bir araya getirme gibi biligsel islemleri kullanir. Deklaratif bellekten
bilgilerin ¢agrilma iglemi, yaratici bir siire¢ olup, yeniden siralama yeniden
yapilandirma ve orjinal olan1 yogunlastirma islemlerini igerir (33).

2- Refleksif Bellek; algi ve motor yetenegi gerektiren bazi isleri, nasil yapilacagi
konusunda sozciiklerle ifade edemedigimiz, tanimlama bi¢imine getirilmemis olan bu
refleks bicimini kullaniriz.

Bu bellek bir islemin farkedilmeden ¢ok sayida tekrari sonucu, zaman iginde
birikerek olusur. Bilingli diisinme ya da karsilastirma, degerlendirme gibi kognitif
islemler gerektirmeden refleksif bellek olusur ve genelde kelimelerle ifade edilmez.
Bazi algi ve motor yeteneklerin kazanilmasi, gramer gibi baz1 kurallarin 6grenilmesi
refleksif bellek ile olmaktadir.

Ornegin: Araba kullanmak baslangigta tanimlanabilir (deklaratif) bellek ile
gergeklesirken, bir zaman sonra refleksif bellege gecer ve artik araba kullanma kurallart
her kullanista, sozciiklerle ifade edilmez, kisaca otomatiklesir.

B-Siireye Gore Bellek:

1- Kisa Siireli Bellek; duyusal hafiza ile elde edilen bilginin bir kismi kisa siireli
hafizaya iletilir. Kisa stireli hafiza hatirlama denemesi veya prova yapmadan birkag
saniye igerisinde bazen bir dakikaya kadar geri cagrilabilmeyi miimkiin kilar. Fakat
bunun da kapasitesi ¢ok smirlidir. George A. Miller Bell laboratuvarlarinda yaptigi
deneylerde kisa siireli hafizanin depolama kapasitesinin 7+2 rakam oldugunu
gostermislerdir (37). Ornegin ilk kez kullandiginiz bir telefon numarasini ikinci kez
tekrar aramak i¢in hatirlayabilmemizi saglayan bellektir.

2- Orta Uzun Siireli Bellek; bu bellek dakikalarca hatta haftalarca sirebilir. Bu
bellekte saklanan anilar, bellekteki izleri daha siirekli hale getirilmezse zamanla
kaybolurlar, stirekli hale getirilirlerse uzun siireli bellege aktarilir.

3- Uzun Siireli Bellek; kisa siireli hafiza ve duyusal hafizaya zit olarak, uzun siireli
hafizada daha cok bilgi uzun siireler boyunca (bazen &miir boyu) saklanabilir. Ornegin,

yedi haneli bir sayiy1 okuduktan birkag saniye igerisinde hemen unutabiliriz ve kisa
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stireli hafizada ancak bu kadar tutulmus olur. Ancak telefon numaralarini tekrar yoluyla
ezberleyip yillar boyunca ezberde tutabiliriz ki bu da wuzun siireli hafizada
depolanmasindan kaynaklanir. Kisa siireli hafiza sifrelemeyi akustik olarak yaparken,
uzun siireli hafiza semantik olarak (anlamsal) sifreleme yapar. Baddeley yaptigi
testlerde deneklerin 20 dakika sonrasinda hatirlamakta zorluk c¢ektigi sozciik
gruplarinin, benzer manaya gelen “biiylik, kocaman, devasa, iri” gibi sozciikler
oldugunu gostermistir. Kisa silireli hafiza “Noronal haberlesmeyi saglayan tasiyici
yapilarla” desteklenir ve beynin 6n lobu (6zellikle dorsolateral prefrontal kortex) ile
paryetal lobuyla baglantilidir. Uzun siireli hafiza ise beyne yayilmis daha sabit ve uzun
sireli noral baglantilarla iligkilidir. Bilginin kisa siireliden uzun siireli hafizaya
doniistiiriilmesinde, hipokampiis bolgesi rol oynar.

Uykunun baslica fonksiyonlarindan biri de bilginin pekistirilmesini saglamaktir.
Bu yiizden hafiza egitim ve test arasinda uyku ihtiyacinin yeterli olarak karsilanmasi ile
gelisim gosterir. Bu bellek sinyal iletiminde artma veya baskilanmaya yol agan
sinapslardaki kimyasal degisiklikler yerine, yapisal degisikliklerin sonucudur (38).

Bagka bir siniflandirmaya gore bellek; implisit bellek ve eksplisit bellek olmak
izere ikiye ayrilir.
1-implisit Bellek; bir kez kazanildiktan sonra bilingsiz ve kendiliginden gergeklesir.
Uyaniklig1 igermez, refleksif bellek olarak da adlandirilir. Beynin farkli bolgelerinde
(neokorteks, striatum, serebellum, amigdala ve refkleks yollar1) islenir. Habitliasyonda,
canliya uyarinin stirekli verilmesi sonucunda, canli giderek daha az yanit olusturmaya
baglar yani canli uyarana alisir ve artik uyarana aldiris etmez. Sensitizasyonda ise
yenilenen uyari, hosa giden ve gitmeyen tiirden bir uyaranla beraber uygulanirsa daha
biiyiik bir yanit meydana gelir (39). Klasik sartlanmada canliya, zayif, zararsiz ve
kosullu bir uyaranla iliskili gliglii ve agrili kosulsuz bir uyaran verilir. Denemelerden
sonra bu iki uyaranin tekrar eden sekilde verilmesiyle canli bu iki uyarani birlestirmeyi
ogrenir ve siddeti artmus bir cevapla kosullu uyarana tepkide bulunur. Ornegin, sicanlara
sesli bir uyaranla elektriksel sok verilirse, bir siire sonra sadece ses duyuldugunda
sicanlarda korku davranisi olacaktir (40).

Operan sartlanmada bir 6diil elde etmek veya cezadan sakinmak i¢in gereken
davranis 6grenilmektedir. Daha 6nce deneyimlenen olayla ilgili ses ya da koku olayin

olumlu veya olumsuz yanlarini hatirlatabilir (41).
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2-Eksplisit Bellek; bilingli olarak 6grenilen ve hatirlama gerektiren bellektir. Eksplisit
bellek bilingli olarak ulasabilecegimiz bilgileri icermektedir. Anlama, muhakeme etme
ve Ogrenme gibi karmasik gorevler icin gerekli bilgiler aktif olarak akilda tutulur.
Dikkat ve miidahale gerektiren siiregler karsisindaki hedefe yonelik aktif izleme
gerektiren davraniglar1 gerektirir. Kisi, yer, nesne ve olgular hatirlanir. Epizodik (anisal)
ve semantik olarak siniflandirilir (40). Epizodik bellek duygu, duyu, kisisel ve gorsel
bilgi iceren olaylarin kodlandig1 bellektir. Kisinin yasamiyla ilgili olaylar bu tiirdendir.
Semantik bellek ise daha ¢ok soyut bilgi veren bilginin kodlanmasini saglar. Ogrenme
ve bellek bir biitiin olarak isler. Bellegin olusumu sirasinda bir¢ok beyin bolgesi (frontal
lob, pariyetal lob, oksipital lob, temporal lob, hipokampusun da iginde bulundugu

limbik sistem) aktive olur (33).

2.4.1. implisit ve Eksplisit Bellegin Molekiiler Temelleri

Implisit bellekle ilgili omurgasizlar ve laboratuvar kemirgenleri iizerinde yapilan
aragtirmalarda, uzun siireli bellek olusumunda ¢ok sayida aktif sinaptik baglanti ve
morfolojik degisimin olduguna dair deliller elde edilmistir (42). Memelilerde sinir
devreleri oldukca karisik oldugu i¢in daha basit olan omurgasiz deniz salyongozu,
Aplysia’de hiicresel diizeyde sinir devreleri incelenmistir. Aplysia, uzun siireli bellek ile
iligkilendirilebilecek, pratikle kazanilan ¢ok 6zel davranislart 6grenebilmektedir. Bu
canli habitilasyon olayindaki gibi, siirekli olarak yapilan zararsiz uyarilara gittige
zayiflayan cevaplar vermeyi 6grenmistir. Tam tersine Aplysia’ye, tekrarlayan zararli bir
uyarana karsi, siddeti gittice artan cevap vermeyi 6grenmis ve buna da sensitizasyon
denmistir. Hem sensitizasyonda hem de habitiiasyonda duyusal motor refleks deneyimle
degismektedir. Sensitizasyon ve habitiiasyon, aksiyon potansiyeline cevap olarak
kalsiyum akisindaki degisimlerle sekillenen presinaptik diizeyde bir araya getirilir.
Habitiiasyonda Ca*? akisi, duyusal néron ucuna dogru azalir ve sonug olarak glutamatin
salinimi1 azalir. Bu olaya sinaptik baskilama denir. Buna karsin sensitizasyonda,
kolaylagtiric1 bir serotonerjik ara ndronun aktivitesi, duyusal néron sonlanmasinda
cAMP konsantrasyonunu artirir, aksiyon potansiyeli ile uyarilan depolarizasyonun
uzamasi potasyum kanallarinin fosforilasyonuna ve protein kinaz A (PKA)’nin
aktivasyonuna yol agar.

Ca'? artmasi glutamat salmmni daha da artir. Buna ise, sinaptik

potansiyalizasyon (kuvvetlendirme) denir (39,43). Klasik kosullanmada hayvana, zayif,
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zararsiz ve kosullu bir uyaranla iliskili giiglii ve acili kosulsuz bir uyaran verilir.
Denemelerden sonra bu iki uyaranin tekrarli eslesirmesini takiben hayvan bu iki uyarani
birlestirmeyi 6grenir ve siddeti artmis bir cevapla izole olmus kosullu uyarana tepkide
bulunur. Klasik kosullanmada, néronal devrede duyu néronu ve motor néron arasindaki
girdi baglantilarinin sinaptik giici olduk¢a artmistir. Kosullanma ger¢eklesmeksizin
olusan 6grenmedeki degiskenlige bakildiginda bu potansiyasyon hem presinaptik hem
de postsinaptik mekanizmalari igermektedir. Bu iki uyaran arasindaki ¢akigsma, Sinapsin
her iki tarafinda yerlesik olan 6zel ¢akigsma belirleyiciler tarafindan ortaya c¢ikarilir.
Presinaptik diizeyde ¢akisma belirleyici, adenil siklazdir. Adenil siklazin G proteini
tarafindan saglanan aktivasyona verdigi cevap, kosullu yolun aktivasyonu tarafindan
hizlandirilan Ca*? akigindaki artisi takiben Ca-kalmodulin baglanmasi aracilifiyla
aktive edilir. Post sinaptik kisimda ise ¢akisma belirleyici, ligand ve voltaj bagimh
glutamat NMDA reseptoriidiir. Ca*? kanali yalniz glutamat tarafindan agilamaz. Ciinkii
post sinaptik néron dinlenme durumunda iken Mg+2 iyonlan tarafindan bloke edilir.
Bununla beraber glutamat salinimi, kosulsuz ve kosullu uyaranlarin eslestirildigi
zamanda oldugu gibi, post sinaptik depolarizasyonla baglantili oldugu zaman, MgJ'2
blogu kaldirilir ve kanal agilabilir. Bu sartlar altinda Ca*? akist protein kinazlarin
aktivasyonuna, reseptorlerin fosforilasyonuna ve g¢oklu enzim kaskadlarinin
aktivasyonuna neden olan sinyal artirim serilerini baslatir (41). Eksplisit bellek tizerinde
yapilan ¢alismalar daha komplekstir. Ciinkii eksplisit bellek ¢oklu duyusal giriglerin
entegrasyonu ve bilingli bir hatirlama siirecini icermektedir. Bu yiizden, bu ¢alismalar
omurgasizlar ve daha diisiik omurgalilarda anlamli degildir ve memeli sinir sisteminin
kompleksligini  gerektirmektedir. Memelilerde  eksplisit  bellegin ~ molekiiler
mekanizmasini agiklayan ¢aligmalar, hipokampal pargalardaki aglar tizerindeki, sinaptik
plastisite ¢alismalarindan yararlanilmistir. Uzamsal bellek ve cismin farkina varabilme
testleriyle eksplisit bellek degerlendirilmistir. Kemirgenlerde ve insanda bu tip bilingli
ogrenmede merkezi bir rol oynayan beyin alani hipokampiistiir. Dogrudan deneysel
kanitlar hipokampiisiin tiim eksplisit bellek tiirlerinde, 6zelliklede uzamsal bellekte yer
aldigin1 géstermektedir (39).

Deneklerin bir harita veya bir yol iizerinde zihinsel olarak c¢alismalarini igeren
tim gorevlerde orta temporal lobun aktivasyonunu gosteren fMRI (fonsiyonel manyetik
rezonans goriintiileme) c¢alismalari, bilingli bellegin ¢esitli formlarinda hipokampiisiin
Oonemini gostermektedir. Hipokampiis, sinaptik plastisitenin en ¢ok ¢alisilan ve en ¢ok

bilinen beyin bolgesidir. Canlinin deneyimi ile hipokampal LTP (Long Term
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Potentiation: uzun siireli potansiyel artsi) tesvik edilir ve tersine LTP’nin bozuldugu
veya kayboldugu durumunda ise 6grenme bozulur (41).

LTP, eksplisit bellegin hiicresel mekanizmalarina iliskin tiim 6zelliklere sahiptir
ve omurgasizlarda tanimlanan 6grenme mekanizmalariyla benzerlik gostermektedir
(44). Hem presinaptik hemde postsinaptik mekanizmalar, LTP olusumunun erken
fazlarma katilmaktadir. NMDA glutamat reseptorlerinin iglevi retrograt habercilerin
olusumu ve Ca *¥kalmodulin bagimli protein kinaz II (CaMKII)’yi igeren ¢oklu kinaz
yollarinin aktivasyonunu baslatmaktir (42). LTP’nin gec¢ safthalari ise CREB
aktivasyonunu ve CREB hedef genlerinin transkripsiyonunun diizenlenmesini
icermektedir. Bu olay protein ya da mRNA sentezini Onleyen ilaclarla bloke

edilmektedir (39).

2.4.2. Bellegin Pekistirilmesi

Kisa siireli bellegin haftalar veya yillar sonra hatirlanabilecek uzun siireli bellege
doniistiiriilmesi igin pekistirilmesi gerekir. Yani bellek sinapslarda uzun siireli tipte bir
bellek i¢in gerekli kimyasal, fiziksel ve anatomik degisikliklerin ger¢eklesmesini bir
sekilde baslatmalidir. Bu siire¢ minimum bir pekistirme icin 5-10 dakika, giiclii bir
pekistirme i¢in ise 1 saat veya daha uzun bir siireyi gerektirir. Uzamsal bellek 6l¢timleri
i¢in insanlar, maymunlar ve kemirgenler i¢in gesitli testler gelistirilmistir (38).

1- Pasif Sakinma Testi :

Onde aydmlik kismi, arkada 1zgara tabanl karanlik kisim vardir. Iki kisim bir
kapt ile ayrilmistir. Her hayvana 6grenme denemesinden 1 saat once, tek bir 6n deneme
uygulanir. Hayvan 6n kisma konur, arka kisma gegtigi an kap1 kapanir, bu kisimda 10
saniye kalmasina miisaade edilir.

2-Aktif Sakinma Testi: Bu cihaz temelde birbirinin ayn1 2 kompartmandan
olusmaktadir. Herbir kompartman birbirinden metal bir bolme ile ayrilmistir. Bolmenin
zemine yakin bdliimiinde, 2 kompartman arasinda gegisi saglayan, yuvarlak bir delik
yer almaktadir.

3-Ug Panelli Pist Testi: Cihaz bir baslangic kutusu, bir hedef kutusu ve 4
birbirini takip eden se¢im noktasindan olusur. Her bir se¢cim noktasinda 3 panelli kap1
mevcuttur. Sicanlar 3 panelli kapinin sadece 1 tanesinden gecebilirler, digerlerinden
gecmemeleri ve gecenlerin tekrar geri donmemeleri i¢in 6n ve arka durdurucular vardir.

Hayvanlar hedef kutuya ulastiklarinda yiyecek pargalariyla beslenirler.
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4-Morris Su Labirenti (MWM): Dairesel bir havuzdur ve dipten 25 cm
yiikseklige kadar su ile doldurulur. Suyun sicakligi 22-26 C° arasidir. Su, zehirli
olmayan toz bir boya eklenerek opak hale getirilerek siganlarin platformu gérmemeleri
saglanir. Sicanlar goriinmeyen platformu havuzun disindaki isaretleri Ogrenerek

bulmaya calisir.

2.4.3. DM ve Bilissel Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

DM seyrinde biligsel fonksiyonlarda bozulma izlenmektedir. DM hastalar
diyabeti olmayanlarla karsilastirildiklarinda, 6zellikle hafiza ve yonetsel fonksiyonlari
icerecek sekilde biligsel fonksiyon kaybina ugrarlar. Bozulma paterni Tip I ve Tip II
DM'de genellikle farklidir. Tip | DM'de psikomotor yavaslama ve mental yetkinlikte
azalma izlenirken, Tip Il DM'de psikomotor yeterlilik, dikkat, 6grenme ve hafizada
azalma goriilmektedir. Bu durumdan; diyabetin baslangi¢ yasi, kotii glisemik kontrol ve
ilerleyen yas, eslik eden insiilin direnci ve metabolik sendrom varligi gibi faktorler
sorumlu tutulmaktadir (35,40). Diyabetten etkilenen olgularda vaskiiler demans riski 2-
4 kat, Alzheimer hastah@ (AH) riski 1,5-2 kat artmustir. Ozellikle Tip I DM'de beyin;
vaskiiler  bozukluklardan, glikoz toksisitesinden, hipoglisemik toksisiteden,
hipoglisemik epitozlardan ve serebral insiilin sinyalizasyon bozukluklarindan
etkilenmektedir. Tip II DM ile AH gelisimi arasinda baglanti oldugu ileri
stiriilmektedir. Bu hipotezi destekler sekilde, diyabeti olan olgularda AH gelistirme
riskinin %65 oraninda artmis oldugu izlenmistir. Ek olarak, eslik eden Tip Il DM, AH
stirecini de hizlandirabilmektedir (44-47).

Postmortem incelemelerde, serebral korteks, hipokampiis ve diger temporal lob
yapilarinda g6zlenen norotik plak ve ndrofibriler diigiim varligi ve sinaptik yapilarin
kaybolmus olmasi gibi mikroskobik benzerliklere dayanarak, Tip Il DM-AH iliskisinin
insiilin direnci iizerinden olabilecegi ileri stiriilmektedir. Bir diyabet hastasinda bilissel
fonksiyon degerlendirmesinin ilk hedefi; tedavisini siirdiirebilmek i¢in yardima ihtiyaci
olup olmadigini anlamaktir. Insiilin sinyalizasyon yolagindaki bozukluklarimn

diizeltilmesi ile sorunlar geriletilebilecek gibi gorinmektedir (45).

2.5. DM Tedavisinde Kullanilan ilaglar
2.5.1. insiilin

Tedavide kullanilan insiilinin 6nemli bir kismi, mezbahanelerde yan iiriin
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olarak elde edilen domuz veya sigir pankreaslarindan elde edilmekteydi. Domuz
insiilini, s1gir instline goére insanlarda daha az allerji yaptigi icin tercih edilmistir,
ancak son yillarda insan insiilini yapmak igin iki farkli yontem kullaniimaktadir:

1- Domuz insiilinindeki bazi amino asitleri degistirmek suretiyle insan instilini
yapilmaktadir. Bu yontemle elde edilen insiiline yar1 sentetik insan insiilini veya enzim
modifiye insan instilini ad1 verilmektedir.

2- Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak insan insiilini elde edilmektedir.
Biyoteknolojik olarak tiretildiginde, E. coli, A ve B zincirlerinin sentezini yapar.
Sonra bu iki zincir, kimyasal yolla birbirine baglanarak rekombinant insan insiilini
elde edilir (12).

Insiilinin, merkezi sinir sisteminde enerji homeostazisi, iireme, noronal canlilik
ile 6grenme ve bellek gibi anahtar siiregler lizerine etki ettifine dair g¢alismalar
bulunmaktadir (44-46). Beynin 6zel boélgelerinde, insiilin reseptorlerinin bulunmasi,
insiilinin merkezi sinir sisteminde de rol oynadigm diisiindiirmiistiir (47). Insiilin
reseptorleri ilk kez 1978’de ligand otoradyografi yontemiyle merkezi sinir sisteminde
belirlenmistir. Beyinde ¢ok genis bir alana yayilan insiilin reseptorleri, olfaktor siskinlik,
hipotalamus, serebral korteks, serebellum ve hipokampiisde yogunlasmistir (48).

Merkezi sinir sisteminde, insiilin reseptoriiniin alfa ve beta alt tnitelerinin
molekiil agirliklari, periferdekinden farkli olarak daha diisiik bulunmustur (49).

Merkezi sinir sisteminde sinyal iletiminin baslamasi i¢in, kan beyin bariyerindeki
kan akimindan ayrilan insiilinin, reseptoriine ulagmasi gerekmektedir. 1960’larda
Margolis ve arkadaglari, periferal insiilinin uygulanmasi sonucunda, serebrospinal
stvida, insiilin diizeylerinin arttigini1 gostermislerdir. Bunun sonucunda da insiilinin kan-
beyin bariyerini gecebildigini iddaa etmiglerdir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar,
periferal olarak uygulanan insiilinin %]1’inden daha azinin kemirgenlerin merkezi sinir
sistemine ulagabildigini gostermektedir. Kan beyin bariyerini gegen insiilin miktart tiirler
arasinda ¢ok biiyliik farkliliklar ve degiskenlikler gostermektedir. Diyabet durumunda,
disardan insiilin alinmasi sonucu, merkezi sinir sistemine ulasan insiilin miktar
artmaktadir.

Sonug olarak; insiilin, reseptor aracili tasima mekanizmasi yardimiyla, kan beyin
bariyerini asarak merkezi sinir sistemine ulagmaktadir. Merkezi sinir sisteminde de,
ogrenme ve bellegin olustugu beyin bolgelerinden biri olan hipokampiisde, néronlarin
glikoz ihtiyacini saglamaktadir (50).

Yetiskin memeli beyninde iki gesit insiilin reseptorii bulunmustur. Bu reseptorler
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sinyal iletimi bakimindan benzer olmakla birlikte molekiiler agirliklar1 bakimindan
farklidirlar. Glial hiicrelerde periferal tipteki insulin reseptorii (IR) bulunurken,
noronlardaise daha diisiik agirlikli IR bulunmaktadir (45). Bu beyine 6zgii IR, farkl
glikolizasyonun sonucu olusan diigiik molekiil agirlikli IR-A izoformudur. Beyindeki
insiilin reseptdrlerinin biligsel fonksiyonlar1 diizenledigi ve insiilinin eksikligi ya da

insiilin direncinin olustugu durumlarda, zihinsel performansta azalmaya sebep oldugu

belirtilmektedir (51).

2.5.1.1. Insiilin Analoglan

Rekombinant DNA teknolojisi insan insiilininin anahtar pozisyonundaki bazi
amino asitlerin yer degistirilmesi veya eklenip ¢ikartilmasi ile insiilin analoglar: elde
edilirler. Insiilinin kimyasal ve fiziksel ozellikleri amino asit sekansindaki yapilan
diizenlemeler ile degigsede biyolojik etkileri degistirilmez.

Insiilin analoglar1 kisa ve uzun etkili analoglar olarak ikiye ayrilir.

2.5.1.1.1. Kisa Etkili Insiilin Analoglar:
Insiilin aspart, insiilin lispro ve insiilin glulisin kristalize insiiline gére daha
cabuk etkili, daha yiiksek kan glikoz konsantrasyonu diizenleyen ve etkisi daha kisa

stiren (2-3 saat) instilinlerdir.

2.5.1.1.2. Uzun Etkili Insiilin Analoglan

Insiilin glargine, rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen bir insan insiilini
analogudur. Notral pH’de diisiik ¢oziiniirliik gostermekte ve etki siiresi 24 saate kadar
uzamaktadir. NPH (Neutral Protamine Hagedorn) insiiline gore daha disiik kan
seviyesi olusturmaktadir ve bazal insiilin salgisimi taklit etmektedir. Bu analoglarin
dezavataji ise bazi yeni arastirmalara gore kanserojenik etkisinin olabilecegi
(6zellikle insiilin glargine) yoniindedir, ancak giiniimiizde boyle bir etki kesin olarak

kanitlanamamustir (52).

2.5.2. Oral Antidiyabetikler
Insiilinin diyabet tedavisindeki giicli etkinligine ragmen, oral olarak
alindiginda proteolitik enzimlerle parcalanmasi sonucunda etkisiz kalmaktadir.
Yasamboyu insiilinin subkutan kullanimi bazi komplikasyonlara neden oldugu ve
dezavantajlarindan dolay1 ilk asamada tercih edilmez. Bu nedenle oral antidiyabetik
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ilaglar gelistirilmistir. Glinimiizde kullanilan oral antidiyabetik ilaglardan bazilari;
stlfoniliireler, alfa-glikozidaz inhibitorleri, tiazolidinler (glitazonler), miglitinidler,
biguanidlerdir.

2.5.2.1. Metformin

Biguanid grubu bir oral antihiperglisemik ajandir ve Tip II diabet tedavisinde
kullanilir. Metformin, molekiiler seviyede adenozin monofosfatla aktif protein kinaz
aktivitesini artirir. Hepatik glikoz ¢ikisini baskilar, glikozun intestinal emilimini azaltir,
periferal dokularda insiilin aracili glikoz kullanimmni artirir, yag asitlerinin
konsantrasyonlarin1 diigiirerek ve glikoneogenezi azaltarak antilipolitik etki gosterir
(53-58).

NH NH

NN -
|

Sekil 2.1: Metforminin Kimyasal Yapisi

Metformin, oral olarak alindiktan sonra ince barsaklardan hizla emilir ve iki saat
sonra plazma pik konsantrasyonuna ulasir. Yemek, metforminin emilimini ve pik
konsantrasyonunu azaltir. Metformin metabolize edilmez ve biiyilk oranda
bobreklerden atilir. Metforminin renal klirensi, kreatin klirensinin yaklasik {i¢ buguk
katidir. Bu da metforminin asil atilim yolunun tiibiiler sekresyon oldugunu gosterir.
Plazma eliminasyon yar1 omrii 6 saattir. Hedef dozu 1500 mg’dan 2550 mg’a kadar
degisebilir (36,53). Giinliik 1000 mg’1n altinda diizenli bir klinik cevap gézlenmez. En
sik yan etkileri; diyare, bulanti, kusma, siskinlik, hazimsizlik ve karinda rahatsizlik
hissidir. Gastrointestinal sistem (GIS) yan etkilerinin, barsaklarda metformin
konsantrasyonunun artmasinin barsak duvarinda laktik asit yapimini artirmasiyla ortaya
ciktigr diisiiniilmektedir (58). Metformin, GIS yan etkilerini azaltmak icin, yemeklerle
birlikte verilir. Bircok hekim metforminin GIS yan etkilerini azaltmak icin tedaviye
yemeklerle birlikte ve 500 mg/gilin dozunda baglar, tedavi tolere edilebilirse dozu 6gle
ve aksam yemeklerinde de 500’er mg alinacak sekilde arttirir. Maksimum doz giinde ii¢

kere 850 mg’dir (2550 mg). Metformin kullananlarda nadir goriilen bir yan etki de
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laktik asidozdur. Ortaya g¢ikmasi halinde %30-50 mortaldir. Metformin bdbreklerden
atilir ve metformine bagli laktik asidoz genellikle bobrek yetmezligi olan ve plazma
kreatinini > 1.4 mg/dl olan hastalarda goriiliir. Ayrica konjestif kalp yetmezligi ve
sepsis gibi durumlarda laktik asidoz gelisme ihtimali artar. Aktif karaciger hastaligi
olanlarda ve daha once laktik asidoz gegirenlerde metformin kontrendikedir. Metformin
tedavisi, sivi alimimin kisitlanmasi gereken biitlin major cerrahi girisimlerde
durdurulmalidir ve normal sivi alimi saglanincaya kadar ya da bobrek fonksiyonlari
normale donilinceye kadar tekrar baslanmamalidir. Metformin kullanan hastalar
simetidin almamalidir. Ciinkii simetidin renal klirens i¢in metforminle yarisir ve kan
metformin diizeyleri yiikselebilir. Metforminle renal klirens igin yarisan diger katyonik
ilaglar: Digoksin, amilorid, kinidin, ranitidin, triamteran, trimetoprim ve vankomisindir.
Metformine bagli laktik asidoz vakalarinin yaklasik % 10°u hastalara intravenoz iyotlu
kontrast madde uygulamasini takiben gelismistir (54).

Metforminle yapilan kontrollii klinik ¢caligmalarda %10-30 hastada B12 vitamini
malabsorbsiyonu gelistigi gozlenmistir. Metformin muhtemelen intestinal intraselliiler
kalsiyum metabolizmasini etkileyerek ve ileumda kalsiyum bagimli B12 Vitamininin
absorbsiyonunu Onleyerek B12 Vitamin emilimini azaltir. Ancak anemi gelisimi
nadirdir (54,58).

Metformin FDA’ye gore B kategorisi bir ilagtir. Baz1 hekimler gebelerdeki
diabetin tedavisinde rutin olarak metformin kullanmaktadir. Ancak bircok klinik
deneyim gebelikte kan sekeri regulasyonu icin en uygun ajanin insiilin oldugu
yoniindedir. Hiperinsiilinemi endometrial fonksiyonlar1 ve endometrial c¢evreyi
etkileyerek erken gebelik kayiplarina yol acabilir. Serum glikodelin diizeyi,
endometrium fonksiyonunu gdsteren bir biyobelirtectir ve erken gebelik kayiplar1 olan
kadinlarda serum glikodelin diizeyi disiiktiir. IGFBP-1 ise feto-maternal adezyon

olusumunu kolaylastirarak implantasyonda ve gebeligin devaminda énemli rol oynar.

2.6. Deneysel Diyabet Modelleri
Diyabet ¢esitli hayvan tiirlerinde farmakolojik, cerrahi veya genetik
manipiilasyon yollar1 ile indiiklenebilir. Diyabet konusunda deneylerin ¢ogu
kemirgenler tizerinde yapilir, buna ragmen bazi deneyler biiyilk hayvanlar da
yapilmaktadir. 1920 yilinda Best ve Banting de kopeklerde pankreatektomi yontemi
ile diyabet olusturmuslardir (59). Ayrica bazi arastirmalarda diyabete duyarl: olan
farkl deney hayvanlar: kullanilmistir (60-62).
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2.6.1. Diyabetin Farmakolojik Indiiksiyonu

Etnofarmakolji alaninda 1996-2006 yillar1 arasinda yayinlanan arastirmalarin
cogunda farmakolojik indiiksiyon modeli kullanilmistir (63). STZ (%69) ve alloksan
(%31) en sik kullanilan kimyasallardir ve bu model diyabetin farkli yonlerinin
aragtirtlmasinda olduk¢a faydali olmustur. Bu maddelerin her ikisi de diyabetojenik
etkisini enjekte edildikleri zaman (intraven6z, intraperitoneal veya subkutan)
gosterirler. Diyabetin indiiklenmesinde kullanilan bu ajanlarin dozu, hayvan tiirlerine,
maddeleri hayvanlara verme yoluna ve hayvanlarin beslenmesine baglidir. Verilen
doza gore Tip I, Tip Il diyabet veya glikoz intoleransa benzer bir sendrom
indiiklenebilir (64).

Vakor (rodentisit), dithizone (diphenylthiocarbazone) ve 8-Hydroxyquinolone
gibi maddelerle deneysel diyabet olusturabilir, ancak toksik etki diizeyleri yiiksek
oldugu icin arastirmalarda kullanilmalar: sinirlidir (65).

2.6.1.1. Streptozotosin

Acik ismi 2-Deoksi-2 - ({[metil (nitrozo) amino] karbonil} amino) -B- D —
glucopyranose olan streptozotosin  1950°li yillarda toprakta kesfedilmis bir
antibiyotiktir (Sekil 2.2). STZ antimikrobiyal, ayn1 zamanda kemoterapétik alkilleyici
ajan olarak da kullamlmaktadir (66, 67). ilk defa Rakieten ve arkadaslan tarafindan
yapilan calismalar ile 1963 yilinda STZ'nin diyabetojenik oldugunu bildirmistir.
Diyabet arastirmalarinda STZ en uygun diyabetojenik ajandir. STZ’nin neden oldugu
instilinopenya (hipoinsiilinizim) sendromuna STZ diyabeti adi verilmektedir (67).
STZ pankreas B -hiicrelerinde spesifik olarak nekroz olusturur ve hayvanlarda diyabet
indiiklemesinde tercih edilmektedir (68,64).

OH
HO ©
HO OH
NH
o
N—CH;
O=N

Sekil 2.2: Streptozotosin’in Kimyasal Yapisi
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2.6.1.2 Streptozotosinle Diyabet Olusturma Fazlar

STZ ile indiiklenen trifazik kan glikozunun vyanitlart sekil 2.3’te
gosterilmektedir (69). STZ’ye yanitlar STZ’ye tepki olarak organizmada plazma
instilini seviyesinde ve pankreasin ince yapisinda degisiklerin meydana geldigi ve
sonugta nekrotik B hiicre 6limiiniin gergeklestigi bildirilmistir (64).

Birinci faz, kan glikoz konsantrasyonunun artisi (1 saat STZ verildikten
sonra) ve plazma insiilinin azalmas: ile baslar. Bu faz genellikle 2-4 saat siiren
hiperglisemi ile karakteristiktir ve bunun nedeni insiilin salgisinin inhibisyonu
(hipoinsiilinemi) dur. Bu fazda beta hiicrelerinde intraseliiler vakuolizasyon, GER
dilatasyonu, golgi alaninin azalmasi, salgi graniillerinin ve igerdigi insiilinin azalmasi
ve mitokondri sigsmesi gibi baz1 morfolojik 6zellikler ortaya ¢ikar (60).

Ikinci faz, (hipoglisemik faz) genellikle STZ enjeksiyonundan 4-8 saat sonra
gorilir ve birkag saat siirer. STZ’nin hiicre membran: ve salgt graniillerinin zarlarini
par¢alanmasini indiiklemesi sonucunda  dolasim sistemine yiiksek miktarda insiilin
girer, boylece siddetli gecici hipoglisemi ortaya ¢ikar. Bu faz sonunda B-hiicrelerinde
birtakim ciddi morfolojik degisikler goriiliir (60-62).

Ucgiincii faz, kalici diyabetik hiperglisemi fazidir. Morfolojik olarak, B-

hiicrelerinin graniilerini tamamen bosaltmalari ve 6lmeleri 12-48 saat i¢inde gergeklesir.
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Sekil 2.3: STZ enjeksiyonundan sonraki kan glikoz degisimi (64)
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2.6.1.3. STZ’nin Etki Mekanizmasi

STZ insiilin salgilanmasini inhibe eder ve insiiline bagimli diyabete neden
olur.Bu etkiler kimyasal o6zelliklerine (alkilleyici potansiyeline) bagli olabilir.
Alloksanda oldugu gibi, STZ de B-hiicresi tarafinda spesifik olarak hiicre igine alinir
ve biriktirilir. STZ pankreatik B-hiicrelerinin plazma membranlarinda bulunan GLUT?2
(Glukoz Transporter-insiiline duyarl) ile segici olarak hiicreye taginir (70, 71).

GLUT2 sentezlemeyen hiicrelerin STZ'ye dayanikli oldugu rapor edilmistir
(72,73). STZ’nin metilnitroziire kisminin (Sekil 2.2) toksisitesi DNA alkilleme
aktivitesine baglidir (metil grubunu niikleik asit niikleobazlarina transfer etmekle
toksisitesini gosterir) (74). STZ’den DNA’ya metil grubunun transferi hasara neden
olur ve DNA fragmentasyonu ile sonuglanir (75). DNA’nin tamiri i¢in poli ADP-riboz
polimeraz (PARP) yiiksek derecede stimiile edilir. Bu olay hiicredeki NAD" ve daha
sonra ATP depolarin1 azaltir. Hiicresel enerji depolarinin tiikenmesi sonucunda beta
hiicresi nekroza ugrar (76). STZ aym1 zamanda proteinleri de metiller (77). Sonugta
DNA metilasyonu beta hiicresinin olimiinden  sorumludur, STZ'den kaynaklanan
protein metilasyonu da muhtemelen beta hiicresinde fonksiyonel bozukluklara neden
olur. Alternatif hipoteze gore STZ’nin diyabetojenik etkisinin  bir  kismi
intraseliiler  nitrik oksit (NO) dondr potansiyeline baghdir (78). STZ ve
metilnitroziire nitrozo grubu igerirler ve hiicrede NO artisina sebep olurlar. STZ’nin
guanilil siklaz aktivitesini ve cGMP formasyonunu artirdigi ve bu artislarin NO'dan
kaynaklandigi 6ne siriilmistiir (79). Son olarak, az miktarda reaktif oksijen tiirleri
(ROS) (Oz— ve HOe) jenerasyonu (80), STZ etkisyile birlikte pB-hticrelerinin
yikimin1 hizlandirabilir fakat burada ROS'un 6nemli bir rolii yoktur (Sekil 2.4) (69).
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Sekil 2.4: Sican pankreasinin f hiicrelerinde STZ ile indiiklenen toksisitenin mekanizmasi (69)

2.6.2. Deneysel Diyabette Cerrahi Modeller

Diyabetin indiiklenmesi i¢in baska bir teknik ise, pankreasin tamamen
kaldirilmasidir. Son willarda bazi arastirmacilar dogal iriinlerin etkilerini arastirmak
icin  sigcan, domuz, kopek ve primatlar gibi hayvan tirlerini model olarak
kullanmaktadir (59,60,81,82).

Bu teknigin c¢esitli sakincalari mevcutur:

1- Yiiksek seviyede teknik uzmanlik ve yeterli ameliyat donanimi gereklidir.

2- Biiyiik bir ameliyat gerektirdigi i¢in hayvanda enfeksiyon riski yiiksektir.

3- Yeterli postoperatif analjezi ve antibiyotik kullanim1 gerekmektedir.

4- Malabsorbsiyonu dnlemek ic¢in pankreas enzim takviyesi gereklidir.

5- Hipoglisemiye kars1 pankreasin antagonistik regulasyonu kaybolmaktadir.
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Son zamanlarda, kismi pankreatektomi kullanilmaktadir fakat orta seviyedeki
hiperglisemiyi elde etmek icin pankreasin biyiik bir kisminin alinmasi (%80 den
fazla sicanlarda) gereklidir. Bu yontemde hedeflenenin disinda pankreasin rezeksiyonu

onemli hipoinsiilinemiye neden olabilir (60).

2.6.3. Deneysel Diyabetin Genetik Modelleri

2.6.3.1. Spontan Diyabet Gelistiren Hayvan Modelleri

Bu modellerde kimyasal maddelerden (alloksan ve STZ gibi) kaynaklanan
yan etkiler yoktur. Insanda goriilen diyabette oldugu gibi, deney hayvanlar: heterojen
ve karmasik ozellikler gosterir. Bu modellerde insiilin direnci obezite, dislipidemi ve
hipertansiyon goriiliir (60,61). Bu tip deney hayvanlarinin kullaniimas: insan Tip Il
diyabetinde gozlemlenen bazi olaylar: arastirmak igin oldukga 6nemlidir. Ob/Ob faresi
gibi bazi modeller pankreatik B-hiicre yamtinda saglam ve devaml: telafi nedeniyle
oglisemiyi koruyabilirler. Bu nedenle insiilin direnci ile hiperinsiilinemi durumu ortaya
cikmaktadir. Diger taraftan, db/db faresinde hiperglisemi hizla gelisir ¢iinki,
pankreatik pB-hiicreleri hayat boyunca gerekli olan yiiksek seviyede insiilin
salgilanmasin1  saglayamaz. Boéylece yem alimi diyabetik fenotip siddetinin
belirlenmesinde &nemlidir ve enerji aliminda kisitlama bu tiir farelerde goriilen
obezite ve hiperglisemiyi azaltir. Bagka bir o6rnek ise, kendiliginden diyabetik olan
Goto-Kakizaki (GK) sicani, glikoz intolerant nondiyabetik Wistar albino siganlarinin
nesiller boyunca secici ¢cogalmadan kaynaklanan Tip Il diyabetin genetik egilimli bir
modelidir (58). Tip | diyabet modelleri ile ilgili non-obeze diyabetik (NOD) fareler
tipik olarak 12. ve 30. haftalar arasinda hiperglisemi gozlenirken BB sicanlarda 12.
hafta civarinda hiperglisemi gerceklesir. Ayni zamanda bu modellerin biiyiik bir
avantaji, ateroskleroz modeli olarak kullanilmasidir ve bir¢ok dogal iiriin karsisinda
test edilmesidir (61). Dogal iiriinler ile yapilan arastirmalarda en fazla kullanilan
modellerden birisi NOD fareleridir, digeri ise GK siganlaridir. Diger Tip | diyabete
yatkin deney hayvanlar: suslar ise, Yeni Zellanda beyaz tavsani, Kreesbond kopegi,

Cin hamsteri ve Celebes siyah maymunudur. (59).

2.6.3.2. Genetik Miihendisligi ile Uretilen Diyabetik Fareler
Bu model i¢in, glikoz metabolizmasinda 6nemli rolu olan proteinleri asirt
(transjenik) ya da az (knockout) sentezleyen deney hayvanlari (kemirgenler) tretilir
(60). Son yillarda bu alanda 6nemli gelismelerin (6zellikle transjenik fareler) ortaya
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¢ikmasina ragmen, bu modellerde dogal iriinlerle ilgili herhangi bir ¢alisma
yapilmamistir.  Clinkii bu modeller yiiksek maliyetlidir ve potansiyel terapotik
ajanlarin etki mekanizmalarinin (ya pankreatik p-hiicrelerinin biiyiimesini stimiile
eder ya da B- hiicrelerinin 6limiinii inhibe eder) sofistike protokollerle arastirilmasi
kisitlidir (62).

2.7. Serbest Radikaller

Dogada bulunan molekiillerin ¢ogu son yoriingelerinde cift elektron tagimasina
ragmen bazi molekiiller bir ya da birkag eksik elektron tasir. Boyle molekiillere serbest
radikal ~denilmektedir. Serbest radikaller son yoriingelerindeki eslesmemis
elektronlardan dolay1 kararsiz yapidadir. Dolayisiyla elektron aligverisine ve baska bir
molekiil ile reaksiyona girme egilimindedirler. Girdikleri bu reaksiyonlar sonucunda ise
karsisindaki molekiillerin yapisint bozarlar. Baslica serbest radikaller; serbest oksijen
radikalleri (reaktif oksijen partikiilleri ), siiper oksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil
radikali ve singlet oksijendir. Bunlar disinda karboksi, peroksil, alkoksil ve siilflir
radikalleri de vardir (63,64).

Organizmada fagositer sistemin elemanlar1 olan nétrofil, monosit, makrofaj ve
eozinofillerin yaptiklar1 fagositoz sonucunda, bir takim kemoterapdtiklerin  ve
antibiyotiklerin kullanimi, iyonize ve non-iyonize radyasyona maruz kalma, sicak ve
soguga maruziyet, travma, sigara kullanimi, fizyolojik yaslanma, hava kirliligi,
solventler, anestezi uygulamalari ve aromatik hidrokarbon iceren yiyeceklerin
tilkketilmesi sonucu serbest radikaller olusur. Ayrica hiicre i¢inde gerceklesen kiigiik
molekiillerin (katekolamin, flavinler) oksidasyonunda ksantin oksidaz gibi ¢6ziinebilir
enzim ve proteinlerle, peroksizomlarla, mitokondrial elektron transpor sistemi,
endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemi ile de serbest
radikaller olusur (65).

Serbest radikaller 3 yolla ortaya ¢ikabilir (83-84).

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikim1 sonucu olusurlar.

X:Y-X.+Y.

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak bdliinmesi ile olusurlar. Heterolitik bolinmede kovalent bagi
olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalir.

X:Y->X-+Y+

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.
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Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. Biyolojik
sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (84,85).

Serbest radikaller; hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat gibi tiim 6nemli
bilesiklerine etki ederler ve yapilarnin bozulmasina neden olurlar. Biyolojik
sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri, siiperoksit anyonu (20;7), hidroksil radikali (HO),
nitrik oksit (NO), peroksil radikali (ROO) ve radikal olmayan hidrojen peroksit
(H202) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en &nemli nedenlerini olustururlar
(84,86).

2.7.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Poliansatiire
yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
oldukga zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L) ve lipid peroksit
radikallerinin (LOO-) olusmasi, ROS’un neden oldugu hiicre hasarinin 6énemli bir
ozelligi olarak kabul edilir (83).

Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid
peroksidasyonu” denir. Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica
yag asitleri poliansatiire yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag
asitlerindeki konjuge cift baglardan bir elektron i¢eren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi
ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar.

Lipid radikali (Le) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin (L+) molekiiler oksijenle (O2) etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri
(LOOe) olusur. Lipid peroksit radikalleri (LOOe+), membran yapisindaki diger
poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken
kendileri de agiga c¢ikan hidrojen atomlarint alarak lipidperoksitlerine (LOOH)
dontistirler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilimi gegis metalleri
iyon katalizini gerektirir. Plazma membrani ve subselliiler organel lipid peroksidasyonu

serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve gegis metallerinin varliginda artar.
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Lokal olarak hidrojen peroksitten (H,O,) Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikali

(OHe) olusmasi zincir reaksiyonunu baslatabilir. Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda
cogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde
metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger
boliimlerine hasar1 yayarlar. U¢ veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) meydana gelir. Malondialdehit kanda ve
idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii
olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu
nedenle biyolojik materyalde malondialdehit Olgiilmesi lipid peroksit seviyelerinin
indikatorii olarak kullanilir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve irettigi reaktif aldehitlerle indirekt
olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve bir¢ok hastaliga
neden olur (84,85).

2.7.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur (83).

Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfit bag
bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilari bozulur,
normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin ve lizin ROS iireten reaksiyonlara
maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem
proteinleri de serbest radikallerden o©nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle

oksihemoglobinin siiperoksit radikali (O, ) veya hidrojen peroksitle (H,0,) reaksiyonu

methemoglobin olusumuna neden olur (86).

2.7.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA'ya Etkileri
Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Olime yol acarlar. Hidroksil radikali (OHe) deoksiriboz ve bazlarla

kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus nétrofillerden
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kaynaklanan hidrojen peroksit (H2O2) membranlardan kolayca gecerek ve hiicre

cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol

acabilir. Stiperokside (O2 ) maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte

edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler ki bu olduk¢a 6nemli bir etkidir,
¢linkii otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus eritematozusta ve romatoit artritte
(RA) dolasimda anti-DNA antikorlar bulunur.

2.7.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle g¢esitli iiriinler meydana gelir ve
bunlar, c¢esitli patolojik siireglerde O6nemli rol oynarlar. Diyabet ve diyabet
komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, psoriyazis, romatoit
artrit, Behget hastaligi, cesitli deri ve goz hastaliklari, kanser gibi birgok hastalikta ve
yasllikta serbest radikal iiretiminin arttigi, antioksidan savunma mekanizmalarinin
yetersiz oldugu gosterilmistir. Ancak bu hallerde serbest radikal artisinin sebep mi

yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak bilinmemektedir.

2.8. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararl etkilerine karsin viicutta pek ¢ok savunma sistemi
gelistirilmigtir. Gelistirilen bu sistemlere antioksidan savunma sistemleri, bu sistemde
kullanilan molekiillere ise antioksidanlar denilmektedir.

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢evirme toplayici etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve
kiiciik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastirict etkidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kirici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir
kiric etki gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmas: onarici etkidir.

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler. Endojen

antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak {izere iki sinifa ayrilirlar.
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Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Siiperoksit dismutaz (SOD) 2)
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) 3) Glutatyon S-Transferazlar (GST) 4) Katalaz (CAT)
5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi 6) Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Melatonin. 2)
Seruloplazmin. 3) Transferrin. 4) Miyoglobin. 5) Hemoglobin. 6) Ferritin. 7) Bilirubin.
8) Glutatyon. 9) Sistein. 10) Metiyonin. 11) Urat. 12) Laktoferrin. 13) Albiimin.

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ila¢lar ve gida antioksidanlari olmak tizere
stniflandirilabilirler.

Vitamin eksojen antioksidanlar : 1) a-tokoferol (vitamin E). 2) B-karoten. 3)
Askorbik asit (vitamin C). 4)Folik asit (folat).

Ila¢ olarak kullamilan eksojen antioksidanlar: 1) Ksantin oksidaz inhibitérleri
(allopiirinol, oksiptirinol, pterin aldehit, tungsten). 2) NADPH oksidaz inhibitorleri
(adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar
ilaclar, diphenyline iodonium). 3) Rekombinant siiperoksit dismutaz. 4) Trolox-C
(vitamin E analogu). 5) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini
artiran ebselen ve asetilsistein). 6) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol,
alblimin). 7) Demir redoks dongiisii inhibitdrleri (desferroksamin). 8) Notrofil adezyon
inhibitorleri. 9) Sitokinler (TNF ve IL-1). 10) Barbitiiratlar. 11) Demir selatorleri.

Gidalardaki eksojen antioksidanlar: 1) Butillendirilmis hidroksitoluen (BHT)
2) Butillendirilmis hidroksianisol (BHA) 3) Sodyum benzoat. 4) Ethoksiquin. 5)
Propilglat. 6) Fe-siiperoksit dismutaz.

2.9. Oksidatif Stres

Fizyolojik kosullarda serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma sistemi
bir denge halindedir. Bu dengenin serbest radikal tarafina kaymasiyla hiicre organelleri
ve membrandaki lipid ve protein yapist bozulur, hiicre i¢i enzimler inaktiflesir, DNA
hasar1 olusur, mitokondrilerdeki aerobik solunum bozulur, litik enzimler aktive olur,
hiicreden K kaybi artar, damar gecirgenligi bozulur, ekstraseliiler kollajen doku
komponentleri yikilir, trombosit agregasyonu ve dokulara fagositlerin gogii artar.
Organizmadaki tim bu fonksiyonel ve yapisal degisikliklere oksidatif stres denilir.
Oksidatif stresin kanser ve ateroskleroz basta olmak iizere pek g¢ok hastaliga yol
acmasinin yaninda pek ¢ok hastalik ve fizyolojik durum da oksidatif strese yol acabilir.
Hipertansiyon, diabetes mellitus ve osteoporoz gibi patolojilerde oksidatif stresin arttigi

rapor edilmistir. Ayrica son zamanlarda hamilelik gibi fizyolojik durumlarda da
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oksidatif stresin arttig1 bildirilmistir. Hamileligin 6zellikle meme, uterus ve over
kanserlerine karsi koruyucu o0zelliginin bilinmesinin yaninda bir takim hormonal

degisiklikler ile oksidatif strese yol agabilecegi de diistiniilmektedir (84,87,88).

2.10. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres diyabet, kalp hastaliklari, yaslanma gibi pek ¢ok olayin
patogenezinde onemli bir role sahiptir. DM’da serbest radikallerin; non-enzimatik
glikasyon, enerji metabolizmas1 degisikliklerinden kaynaklanan metabolik stres,
sorbitol yolaginin aktivitesinin, hipoksi ve iskemi-reperfiizyona bagli doku hasar
sonucu arttigi ve antioksidan savunma duvarinin asildigi diyabette bu tablonun
diyabetik komplikasyonlara yol agtigi vurgulanmaktadir (84).

Lipid peroksidasyonu, hem vyaygin 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
rtinlerin, karsilikl olarak birbirlerini aktive ederek, lipid peroksidasyonunu artirdiklar
bildirilmistir. Yapilan epidemiyolojik calismalar, plazma lipid peroksidlerindeki
artigin, diyabetten ¢ok, vaskiiler hastaligin kendisi ve hipertrigliseridemi ile iligkili
oldugunu gostermektedir. Arastirmacilarin - bulgulari, vaskiiler komplikasyonlari
olan  diyabetli hastalarda, hem LDL oksidasyonunda hem de nonenzimatik
glikasyonunda, hiperglisemiye bagl artislar oldugunu gostermektedir (84).

Diyabet olgularinda, lipid peroksidasyonunun yani sira ilave olarak protein
oksidasyonu da artmaktadir ve sistemik oksidatif stres, proteinlerin karbonil
gruplarinin artistna  neden olmaktadir. Stres olarak tanimlanan protein karbonil
gruplarindaki bu artisin; hiperglisemi, hiperlipidemi, oksidatif stres veya reaktif
karbonil tirevlerinin detoksifikasyonundaki azalmadan kaynaklanabilecegi litaratiirde
bildirilmektedir (88).

Oksidatif stresin viicutta diger bir hedefi ise insiilin sentezi ve salinimindan
sorumlu olan pankreas B hiicreleridir. Yiiksek kan glikoz diizeyi veya serbest yag
asitlerinin artmas1 ya da ikisinin ayn1 zamanda gorillmesi pankreas B hiicrelerinde
fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir (89). Pankreas [ hiicrelerinin serbest
radikallere karsi duyarli olmalarinin nedeni SOD, GSH-Px, CAT gibi 6nemli
antioksidan enzimler bakimindan yetersiz olmalaridir. Serbest radikallerin artmas: ve

artan lipit peroksidasyonu sonucu Langerhans adacik hiicrelerindeki glikozun
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oksidasyonu artar ve insiilin salgilanmasi inhibe edilir (89). Hiperglisemi aracili serbest

radikal olusumu baslica ii¢ temel mekanizma ile agiklanmaktadir (84).

2.10.1. Glikozun Otooksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Bir gecis elementinin varliginda glikoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit
anyonuna cevrilir. Reaksiyonlar zinciri, siiperoksit radikalinin H,O, tizerinden HO’
olusturmas:i ile sonuglanir. Hiicre i¢i glikoz oksidasyonu solunum  zincirinde
oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP iretimi igin gerekli enerjiyi saglamak iizere
kullanilan NADH’in acgiga ¢ikmasina neden olur. Solunum zincirindeki bu
reaksiyon sirasinda ara metabolit olarak O, agiga ¢ikar. Bu nedenle mitokondri
solunum zinciri baslica hiicre i¢i radikal tiirlerin tretim kaynagidir. Normal solunum

zinciri olaylar: sirasinda siirekli olarak O,e— olustugu diistiniilmektedir. Hiperglisemi bu

yolla O, tretimini arttirir (84, 90).

2.10.2.2. Proteinlerin Glikasyonu

Hiperglisemide, glikoz non-enzimatik olarak ortamdaki proteinlere baglanir
ve istenmeyen glikasyon reaksiyonlarina neden olur. Glikasyona ugramis protein,
molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest radikal olusum reaksiyonlarini artirir
(91).

Saatler igerisinde Giinler icerisinde Haftalar, aylar igerisinde
HC=0 HC=N-CP) HC-NH- (P ) HC=0
H(‘:UH HI‘ZOH c‘:o cio
H(‘ZOH + HN- (P - HI‘ZOH - HCOH > CI“IQ > AGE-CP)
H(‘JOH H(‘IOH H(‘:OH H(‘:DH

C‘HZOH C‘HZOH C‘HQOH (‘:HQOH

Glukoz Schiff baz Amadori Uriinleri 3- Deoksiglukazon

Sekil 2.5: Proteinlerin glikasyonu ve AGE olusumu

AGE’ler, endotelin araciligiyla vazokonstriksiyonu arttirarak endotel hasarina ve
kompleks biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal artisina yol agar. AGE’ler
proteinlerin yapilarin1 ve fonksiyonlarini degistirerek oksidatif stres olusturabilirler

(92). Yapilan ¢alismalarda AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz C (PKC)’yi
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aktive ettigi ve dolayisiyla asirt ve siirekli aktive olmus PKC’nin, vaskiiler kan
akimini, damar permeabilitesini, hiicre dis1 matriks bilesenlerini ve hiicre biiyiimesini
etkileyerek vaskiiler komplikasyonlar da rol aldigi diisiiniilmektedir (93). insanda
non-enzimatik  protein gilikozillenmesinin en &nemli  6rnegi  hemoglobinin
gikozillenmesidir (HbA1c). Hemoglobin glikozillenme derecesi, hipergliseminin siiresi
ve diizeyine baglidir. Hiperglisemide, glikozun lens proteinlerine capraz baglarla
baglanma 6zelligi, lizin amino grubunun non-enzimatik glikozillenmesi ile olmaktadir.
Burada, gilikozillenmenin son friinleri, lensin kristallin proteinine baglanir.
Boylece lensin spektroskopik ozellikleri bozulur ve senil katarakt gelisir (91). Bag
doku komponentlerinin glikozillenmesindeki artisin bir diger 6nemi, lipoproteinlerin
arter duvarinda tutulmasi ile gelisebilen aterogenezisdir. Glikozillenmis damar duvari
proteinleri LDL kolesterolii, normal kolestrole gore 3 kat daha fazla baglayarak, lipit
birikmesi ve lipit plaklarin olusmasi, makrofajlarin devreye girmesi, foam
(kopiik) hiicre formasyonuna bagli makrofaj orijinli biiyiime faktori sekresyonunun
stimilasyonu, diiz kas hiicresi mitogenezi veya diger makrofaj friinlerinin
retinada, glomeriiller, koroner arter, beyin arteriolleri ve periferik damarlarin
daralmasina yol acar. AGE’lerin DNA proteininin, 6zellikle lizin varliginda, glikoz ile
reaksiyona girmesi ile olusan reaksiyonlari kromozomal degisiklikler, DNA
zincirinde kirilmalar, DNA’nin tamiri, replikasyon ve transkripsiyonda bozukluklara
neden olabilir. Diyabetik hiperglisemilerde bu olaylarin artmasi erken hiicre
yaslanmasina sebep olmaktadir (85,98).

2.10.2.3. Poliol (Sorbitol) Yolagmin Aktivitesinin Artmasi

Hiperglisemi, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden olur (Sekil 2.6). Sorbitol,
glikozdan fruktoz olusumu sirasinda meydana gelen, glikozun bir alkoliidiir. Hiicre igi
sorbitol metabolik yolu aktif olunca, sorbitol hiicre iginde birikmeye baslar.
Hiperglisemi ile birlikte lens, sinir, retina, bobrek, kan damarlari, iskelet hiicreleri
gibi diyabetik komplikasyonlar icin onciil risk alanlarinda glikozun hiicre igine
girmesi i¢in instline ihtiyag olmadigindan hiicre i¢i glikoz kandaki seviyeye ulasir.
Hiicre i¢i glikoz miktar1 fizyolojik diizeyleri asinca glikoz igin yiiksek Km degerine

sahip olan aldoz rediiktaz enzimi aktiflesir ve poliol (sorbitol) yolu agilir (17,91).
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Hiperglisemi Poliol Yolu Aktivasyonu

1

Aldoz Rediiktaz Sorbitol Dehidrogenaz

Glukoz m » Sorbitol A » Fruktoz

NADPH +H" NADP" NADP" NADH-+H'

NO azalmasi l l

Oksidatif Stres Aktivasyonu Glikasyonu Artmasi

l

AGEs

Sekil 2.6: Poliol yolunun DM ile aktivasyonu

Glikozun metabolizmasina ait ii¢ metabolik yoldan biri olan poliol (sorbitol)
yolag: calismaya basladiginda, artan fruktozla ortamdaki hekzokinaz yetersiz olmaya
baglar. Fruktozdan meydana gelen gliseraldehitin gliserole dontismesi ve gliseroliin
de lipid sentezinde Kkullanilmas: diyabetiklerdeki hiperlipidemiyi meydana
getirmektedir (17,91). Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi icin NADPH
kullanilarak tiiketilir. Okside glutatyonun rediikte forma ¢evrilebilmesi ve NO sentezi
icin de NADPH gerekli oldugundan, sorbitol yolunun aktif olmasi NADPH
yetmezligine ve boylece glutatyon {izerinden antioksidan etkinligin azalmasina yol
acar. Rediikte glutatyonun ve vazodilatator olan NO sentezinin azalmas: diyabetin
vaskiiler komplikasyonlarin1 ortaya ¢ikartir (84). Vazodilatér mediatorlerin kayba,
endonoronal kan akimi ve endondronal hipoksi veya iskemi sonucu néronlarin
hasarinda etkilidir. Glikozun sorbitol yolu ile fruktoz ve sorbitola ¢evrilmesinin bir
sonucu olarak, hiicre miyoinozitol dizeyleri azalir ve sinir iletim hizi igin 6nem
tasiyan Na,K-ATPaz enzim aktivitesi azalir (84). Agir diyabette goz merceginde
sorbitol gibi seker alkollerinin birikmesi, suyun tutulmasina neden olur. Boylece
g6z mercegi osmotik basingtan dolayr sismeye baslar dolayisiyla lentikiiler
opasiteler ve katarakt meydana gelir (91). Miyoinozitol, insan ve hayvan
organizmasinda bobrek disi dokuda, reversibl olarak membran fosfolipidlerinin ve
fosfoinozitidlerinin yapisina girer. Hiicre disi olaylarin hiicre i¢i mesajlar olarak

iletiminde etkin olan fosfoinozitid metabolitlerinin azalis1 Na,K-ATPaz
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aktivitesindeki azalis ile paralel olarak sinir iletim hizinda bir azalmaya sebep
olmaktadir. Hiperglisemide miyoinozitol miktar: ya sorbitol metabolik yolu aktivitesi
artisgina baglh olarak ya da glikozun hiicrelere miyoinozitol girisi hiperglisemi
nedeniyle inhibe edilmektedir (91). DM’daki uzun siireli hiperglisemi, aciklanan
mekanizmalar ile siirekli ve siddetli olarak oksidatif stresi tetiklemektedir.

Ozetle DM diinya ¢apinda prevelans: her gegen giin artan, yasam boyu devam
eden kronik bir hastaliktir. Noropatik komplikasyonlar ve sonucu olarak gelisen biligsel
fonksiyon kayiplari yasam kalitesini diisiirmektedir. STZ si¢anlarda olusturulan diyabet
modelinde komplikasyonlarin incelenmesi yoniinde iyi bir ajandir. Metformin
halihazirda diyabet tedavisinde kan glikozunu kontrol altinda tutmak ve olusan
metabolik komplikasyonlar1 minimize etmek ic¢in kullanilan bir ilagtir. Yapilan
caligmalar 1s181inda biz de bu ¢alismada, STZ ile diyabetin indiiklendigi si¢anlarda, Tip
Il diyabet tedavisinde kullanilan metforminin diyabetik noropati ve biligsel

fonksiyonlar {izerine etkisini arastirmay1 amacladik.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlarinin Temini

Calismamizda kullanilan Wistar albino tiirii erkek sicanlar, Indnii Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Calismanim tiim
asamalarinda Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu esaslarina uygun
calisildi. Calismada kullanilan 15 haftalik 200 - 250 g agirligindaki erkek siganlar deney
giiniine kadar standart barinma kafeslerinde tutuldu. Igme sular giinliik degistirildi ve
giin agir1 kafes temizligi yapildi. sicanlar oda sicakligi 22-24 C° arasinda, havalandirma
sartlart saglanmig, aydinlatilmasi 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde
ayarlanan odalarda barindirildilar. Sicanlar ¢alisma boyunca ad libitum standart pellet
yemle beslendi. Bir kafeste en ¢cok 4 sican olacak sekilde rastgele gruplara boliindii.
Sicanlar 3 gruba ayrildi. Istatistiki agidan anlamli sonuglarin elde edilebilecek en az
sayida sican kullanilarak her gruba 10 sican alindi; STZ uygulanan gruplarda kayip
olabilecegi olasiligr diistiniildiigiinden 1-2 adet fazla sigan ayrildi.1. grup kontrol
grubu;10 adet sigan, 2.grup STZ grubu;10 adet sigan, 3.grup STZ+MET 10 adet olacak
sekilde toplam 30 adet sigan gruplandirildi. Kontrol grubundaki siganlara higbir
miidahale yapilmadan diger gruplarla esit kosullarda tutuldu.

3.2. Deney Hayvanlarinda Diyabet Olusturulmasi

Deneylerde diyabet olusturmak i¢in 12 saat a¢ birakilmis si¢anlara viicut
agirliklar1 dikkate alinarak 0.1 M sodyum sitrat tamponu (pH 4.5) ile taze hazirlanmis
55 mg/kg STZ intraperitonal olarak enjekte edildi. Ani ve siddetli hipoglisemiyi
onlemek i¢in, STZ enjeksiyonundan sonraki 24 saat boyunca %5' lik glikoz soliisyonu
igme suyu olarak si¢anlara verildi. STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra kan glikoz

seviyeleri 200 mg/dl ve {izerinde olan siganlar deneylere alindi (94-95).
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3.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
1. Kontrol Grubu (n=10):

Bu gruptaki siganlara hi¢bir miidahale ve tedavi yapilmadi diger siganlarla ayni
slire, ayni laboratuar kosullarina tabii tutularak agirlik ve kuyruk kanlarindan kan glikoz
takibi yapildu.

2.STZ Grubu (n=10):

STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra kan glikoz seviyeleri 200 mg/dl ve tizerinde
olan siganlardan olusturulan bu grupta calisma boyunca hi¢bir tedavi uygulanmadi.

3. STZ+MET Grubu (n=10):

STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra kan glikoz seviyeleri 200 mg/dl ve {izerinde
olan sicanlardan olusturulan bu grupta ¢alisma boyunca hergiin ayni saatlerde (10:00-
11:00) distile suda ¢oziilerek (1ml/kg) giinlik taze hazirlanmig metformin 500
mg/kg/giin gavajla verildi.

Tiim gruptaki si¢anlara deney protokoliinde belirtilen giinlerde agr1 ve 6grenme
testleri yapildi. 6.haftanin sonunda kalpten kan alinarak sakrifiye edildi.Siyatik sinir ve

beyin dokular1 ¢ikarildi.

3.4. STZ ve Metformin Uygulamasi

STZ uygulamasi 100 tnitelik (1 mililitrelik) insiilin enjektori ile intra peritonal
yapildi. Enfeksiyona kars1 korumak amaciyla her enjeksiyon islemi 6ncesi siganlarin
karmn alt1 kisimlar1 antiseptik betadin soliisyonu ile silindi.

Metformin uygulamasinda siganlar bas ve boyunlarindan tutularak gavajla oral

olarak yapildu.

3.5. Hot Plate Analjezimetre

[lk olarak 1953 yilinda Eddy ve Leimback tarafindan tanimlanmis ve kullanima
girmistir (96). Hot plate testi rodentlerin agr1 esiginin degerlendirilmesinde halen en
cok kullanilan yontemlerdendir. Temel olarak 50-56 °C’ye kadar 1sitilmis bir ylizeyden
(bakir veya aliiminyum) olusur. Hayvanin 1sitilan yiizey iizerinde belli bir bolge
sinirlarinda kalmasi i¢in hareket kabiliyetini sinirlamayacak biiyiiklilkte cam veya
pleksiglas silindirler kullanilir. Yiizeye birakilmasindan hayvanin arka ayagini
cekmesine kadar olan siire hesap edilir. Literatiirde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri
olmasina ragmen hayvanin agriy1 algiladig1 gézlemleme kriteri ¢esitlilik gdsterir, hangi

davranigin agr1 belirtisi olarak kabul edilecegi konusunda sorunlar vardir ve zor bir
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deney metodudur. Davranis sadece arka ayagin ¢ekilmesi olabilecegi gibi ayak ¢ekme
ve yalama, sallama veya sigrama seklinde olabilir. Nadiren hayvan sadece 6n ayaklarini
yalayabilir veya 0n ayaklarla baslayan reaksiyon arka ayagin yalanmasiyla sonlanabilir.
Bir sicanin normal reaksiyon siiresi ortalama 10 ile 40 saniye arasinda degisir. Doku

hasarina neden olacagi i¢in test 60 sn’den fazla uygulanmamalidir.

Sekil 3.1: Calismamizda kullanilan hot plate analjezimetre

Bu metotta, denekler sicakligi 50+0.5 °C ayarlanmis ve yanlar1 hayvanlarin disari
cikmalarini engelleyecek plastik saydam silindir seklinde bir bariyerle kapatilmis tabla
boliimiine siganlar birakilarak deneyler yapildi. Sicanlarin tablaya birakildiklari andan
itibaren, ekstremitelerini hizla ¢ekmeleri veya yalamalarina kadar gecen siire saniye
cinsinden kronometre kullanilarak kaydedildi. Bu testin uygulanmasi esnasinda ortamin
sessizligine biiyiik 6nem verildi ve hayvan 60 sn igerisinde cevap vermedigi takdirde
doku hasarimi1 6nlemek amaciyla bu sicak tabla {izerinden alind1 ve ¢alismaya dahil
edilmedi. Deneylerden 6nce hem normal hem de diyabetik sicanlara 5 giin boyunca
giinde 1 kez ve aynm saatlerde olmasina dikkat edilerek hot plate testi uygulanarak,
biitiin hayvanlarin deney ortamina alismalar1 saglandi. Alistirma siirecinden sonra biitiin

hayvanlar bir giin dinlendirildi ve sonrasinda hot plate testi uygulandi.

3.6. Morris Su Labirenti Testi
Morris su labirenti testi kemirgenlerde gorsel mekansal 6grenme ve hafiza

gelisimini anlayabilmek amaciyla gelistirilmistir. Bu calismada deneysel diyabet
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olusturulan siganlarda metforminin uzun siireli hafiza iizerindeki etkisini incelemek

amaciyla kullanildi.

Sekil 3.2: Calismamizda kullanilan Morris Water Maze Testi

Calismamizda odanin paravanlarla ¢evrili kismina yerlestirilen 120 cm
genisliginde ve 60 cm boyunda i¢i yarisina kadar su dolu siyaha boyanmis polikarbon
bir tank kullanildi. Tanktaki suyun sicakligi 22 °C’de sabit tutuldu. Dogu, bat1 ve giiney
yonlerinin lokalize edilebilmesi amaciyla duvarlara hayvanlarin dikkatini ¢ekebilecek
renk ve sekilde ipuglar yerlestirildi ve deney sonuna kadar yerleri degistirilmedi. Kuzey
duvari bog birakildi. Odanin tavanina havuzu ortaliyacak sekilde kamera yerlestirildi ve
bu kamera goriintiilerin kaydedilip verilerin islenecegi bir izleme programi yiikli
bilgisayara baglandi. Havuza su yiizeyinin 2 cm altinda kalacak sekilde platform
yerlestirildi ve sican platforma c¢iktiginda kendini gilivende hissetmesi amaciyla
platformun yiizeyi pengeleriyle tutunabilecegi bir kumasla kaplandi.

Deneye baslamadan oOnce hayvanlar havuza birakilarak 120 sn siireyle
yizmelerine izin verildi. Bu alistirma yiizlisii sonrasinda testin gorsel mekansal
O0grenme boliimiine baglandi. Ratlar hergiin aymi siralamayla yiizleri duvara doniik
sekilde dogu, bati, kuzey ve giiney yonlerinden havuza birakilarak goriintiileri
kaydedildi. 120 sn i¢inde platformu bulamayan hayvanlar platforma yerlestirilerek 60 sn
dinlendirildi ve latanslart 120 sn olarak kabul edildi. Ardisik 4 giin boyunca deney
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tekrarland1 ve veriler kaydedildi. Her giin hayvanlarin havuza birakilma siralari ve
birakildiklar1 kadran diizenli bir sira igerisinde yapildi. Mekansal 6grenmeden 5 giin
sonra yani deneyin 42. giniinde (retansiyon giinii) uzun siireli hafizanin
degerledirilmesi amaciyla yine havuza birakilarak ytlizdiiriildii ve goriintiileri kaydedildi.
120 sn i¢inde platformun bulundugu kadranda hayvanlarin gegirdikleri siire
hesaplanarak gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi. Veriler otomatik takip
sistemi tarafindan kaydedildi ( Ethovision, Nodulus , Leesburg , VA).

3.7. Beyin Dokularimin ve Siyatik Sinir Dokularinin Cikarilmasi

Calismamizda hot plate ve yiizdiirme testleri bittikten sonra 5 mg/kg xylazine
ile 50 mg/kg ketamin kokteyli ip uygulanarak genel anestezi altinda si¢anlarin karin
derisi bistiiri yardimiyla agildi. Kalpten alinan kan 6rnekleri 3000xg’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra elde edilen plazma tiiplere aktarildi. Sonrasinda siganlarin
kafa taslar1 agilarak beyin dokulari ¢ikarildi ve kortex, hipokampiis, hipotalamus ve
stratium bolgelerine ayrildi . Beynin hipokampiis bolgesi ve siyatik sinir dokusunun bir
parcast histopatolojik incelemeler igin %10 formaldehid igerisinde fikse edilerek
saklandi. Diger parcalar iSe hemen aliminyum folyoya sarilip grup numaralari
belirtilerek plastik kaplara konuldu. Sonra tim numuneler -80 °C ayarli derin

dondurucuda biyokimyasal testlerin yapilacagi giine kadar saklandi.

3.8. Beyin Dokularimin ve Siyatik Sinirin Analizlere Hazirlanmasi

Deneylerin yapilacagi giin derin dondurucudan c¢ikarilan beyin dokulart +4°C
bekletilerek buzlarmin ¢oziilmesi saglandi ve sonrasinda tartilarak her bir 6rnegin yas
doku agirhigr kayit edildi. Homojenizasyon 6ncesi doku 6rnekleri, i¢i buz dolu tasima
kaplarina yerlestirilmis cam tiiplere aktarilarak soguklugu muhafaza edildi. Daha 6nce
ikiye ayrilmis olan dokularin bir boliimiiniin tizerine soguk 2 mL Tris-HCI tamponu (pH
7,4 - 0,2 mM) eklenerek homojenizatorde 16000 devir/dakika hizda 2 dakika siireyle
homojenize edildi. Homojenat lizerine 1 mL daha tampon ilave edildi ve 1 dakika
stireyle tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi. Homojenat
vortekslendikten sonra eppendorf tiiplere aktarildi ve bu homojenatlarda MDA ve
protein tayinleri yapildi. Homojenatlarin bir boliimi, 1 saat stireyle 2200xg’de +4 °C
sogutmal1 santrifiijde santriflij edilerek siipernatant elde edildi. Ayrilan siipernatantlar

TAS, TOS, SOD, GSH ve protein tayinlerinde kullanildi.
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Deney sonunda alinan siyatik sinir dokular1 ve hipokampiis dokulart %10’luk
formaldehit igerisinde tespit edildi. Tespit sonunda ¢esme suyunda yikanan dokular,
dehidrasyon ve parlatma islemlerinden gecirilerek parafine gdmiildii. Parafin bloklardan
4-5 pm kalinhiginda kesitler alindi. Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden
gecirilen sinir doku Kkesitlerine hematoksilen-eozin (H-E) ve toluidin mavisi (TM)
boyama, hipokampiis kesitlerine krezil viyolet (KV) boyama metodlar1 uygulandi.
Boyanan preparatlar Leica DFC-280 arastirma mikroskopu ile Leica Q Win Image
Analiz Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd. Cambridge, UK) kullanilarak
incelendi.

H-E boyama metodu uygulanan siyatik sinir kesitleri, 100’liik biiyiitmede, akson
ve miyelin kilifta dejenerasyon ve endondryumda 6dem varligina gore degerlendirildi.
Siyatik sinirdeki histolojik degisiklikler; yok (0), hafif (1), orta (2), siddetli (3) olarak
skorlandi. TB boyama metodu uygulanan kesitlerde mast hiicresi sayimi yapildi.
Sayimlar X40’lik biiyiitmede, tiim alan incelenerek gerceklestirildi.

Hipokampiis dokusunun CA1 bdlgesinde, rastgele secilen 5 alandaki noronlar,
normal ve dejenere olarak degerlendirildi ve sayildi. Buna gore; yuvarlak ve agik renkli
niikleuslara sahip ndronlar normal olarak degerledirilirken, piknotik niikleuslara sahip,

biizlismiis noronlar ise dejenere olarak kabul edildi.

3.9. Beyin Dokusunda Yapilan Analizler

3.9.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini

Kullanilan Reaktifler: Substrat soliisyonu [0,3 mmol/L ksantin, 0,6 mmol/L.
Na2EDTA, 150 pmol/L NBT, 400 mmol/L Na2CO3, 1 g/L sigir serum alblimini
(BSA)], ksantin oksidaz (X0:167 U/L), 2M (NH4)2S04, 0,8 mmol/L CuClI2.

Deneyin prensibi: Siiperoksit dismutaz aktivitesi Sun ve arkadaslari tarafindan
tanimlanan, Durak ve arkadaslari tarafindan modifiye edilen 115 NBT indirgeme
yontemiyle calisildi (97). Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iretilen
stiperoksit radikalleri NBT yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 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 bagli olarak acik renk
olusmakta, buradan aktivite hesab1 yapilabilmektedir.

Bir SOD (initesi; NBT rediiksiyonunu %350 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesidir.
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SOD aktivitesinin hesaplanmasi:
% Inhibisyon= (AK-AN)/AKx100
AK: 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.
Deneyin yapilisi: Daha 6nce elde edilen homojenat siipernatantinin bir kismi 1/1
(v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) karisimi i¢inde vortekslenip 1 saat siireyle
2200xg’de 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 Extrakti | - 0.100 mL
Bidistile su 0.100 mL -
X0 (167 U/ 0.050 mL 0.050 mL
25 C°’de 20 dakika inkiibasyon siiresi baslatildu.
CuClI2 1mL 1mL

Distile suya kars1 kdrden baglanarak numuneler 560 nm’de okundu

3.9.2. GSH Analizi

Kullanilan reaktifler: 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (Ellmann's soliisyonu)

Prensibi: GSH konsantrasyonu Beutler ve ark. metoduna gore olgiildii (98).
GSH seviyesi, 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (Ellmann's soliisyonu) ile siilthidril
gruplarinin sar1 renk olusturmasi ve bu rengin 412 nm'de dl¢iilmesi esasina dayanir.

GSH seviyesi umol/ g protein olarak verildi.

3.9.3. MDA miktarinmin tayini

Kullanilan reaktifler: % 0,675 tiobarbitiirik asit (TBA) ¢o6zeltisi, %10
triklorasetikasit (TCA) ¢6zeltisi ve 20 mM/L 1,1,3,3- tetrametoksipropan (standart).

Prensibi: Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu ile calisildi (99). En ¢ok

kullanilan lipit peroksidasyon tayin yontemidir. Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit ile
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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 mi -
TCA %10 2.5 ml 2.5 ml
Deiyonize su - 0.5 ml

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

Siipernatant 2ml 2ml

TBA %675 1ml 1ml

90 C° 15 dakika bekletilir, sogutulur ve kore kars1 532 nm ‘de okunur.

Hesaplama: 20 mM/L stok standat ¢ozeltisinden degisik konsantrasyonlarda
hazirlanan standartlar, numunelerle ayni sartlarda g¢alisils1 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.

3.9.4. Doku Homojenat ve Siipernatant Ekstraktlarinda Protein Tayini

Kullamlan reaktifler: A reaktifi; 20 mmol CuSO4, 34 mmol Na3Sitrat, B
reaktifi: 0.19 mmol Na2CO3, 0,1 mol NaOH ve Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF) reaktifleri
kullanildi.

Deneyin prensibi: Protein miktar1 Lowry metoduna gore tayin edildi (100). 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 cozeltisine ilave edilmeli ve
vortekslenmelidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin) reaktifi
parcalanmadan Once rediiklenme olay1 gergeklesir.

Deneyin yapilisi: Standart grafigi cizmek icin konsantrasyonu bilinen sigir

serum albiimininden hazirlanmig ¢ozeltiler kullamldi. “OD — mg/mL protein
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konsantrasyonu” grafigi ¢izilerek protein degerleri bu grafikten okundu. Standart ve

numuneler kore karst 700 nm’de okundu.

Numune Kor
Numune 10 uL -
Deiyonize su 490 uL 500 uL
C Reaktifi (5/1:B/A) 2.5 mL 2.5mL
Karistirilir, 5-10 dakika beklenir.
D Reaktifi (1/1:FCF/d.s.) 0.25 mL 0.25 mL

30 dakika oda 1s1sinda bekletilir ve 700 nm’de koére kars1 OD okunur.
Hesabi: Protein (mg/mL) = (Kst/Ast) x AN

Kst: Standardin konsantrasyonu

Ast: Standardin absorpsiyonu

AN: Numunenin absorpsiyonu

3.9.5. Beyin Doku Siipernetantindan TAS —TOS ve OSI Analizi

Toplam Antioksidan Durumélgiimii (TAS) Biotek HT Snynergy Gen 5 yazilimli
immino plate reader ve TAS kit seti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak
yapildi. Bu kit ile asidik bir ortamda (asetat buffer 30 mmol/L; pH 3.6) sadece hidrojen
peroksidi kullanarak rediikte ABTS (2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate))
molekiilii, ABTS™ okside forma déniisiir. Asetat buffer soliisyonundaki konsantre
(koyu yesil) ABTS™ molekiilleri uzun bir siire daha kararli 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 ac¢ik hale doniisiir. Analiz yapilan 6rnekteki mevcut
antioksidanlar konsantrasyonlariyla orantili olarak bu renkteki azalmay1 bir dereceye
kadar arttirir. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak izlenebilir ve renkteki agilma orani
ornekteki toplam antioksidan kapasitesi ile (TAC) orantilidir. Mikroplate reader da 660
nm’de okunan absorbans degisimindeki deney sonuglart TAC o6lgiim testleri i¢in
kullanilan standart antioksidan ve bir vitamin E anologu olan trolox soliisyonunuyla
kalibre edilir. Sonuglar mmol Trolox Equivalent /M biriminde ifade edilir (101,102).

Toplam Oksidan Durum (TOS) o6l¢iimii Biotek HT Snynergy Gen 5 yazilimli
immino plate reader ve TOS kit seti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak

gerceklestirildi. Bu Kit ile 6rnek mevcut oksidanlar ferr6z iyon-o-dianisidine kompleksi
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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 6lgiilebilen, renk yogunlugu
ornekteki toplam oksidan molekiil miktari ile orantilidir. Deney, hidrojen peroksit ile
kalibre edilir ve sonuglar, litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden
(umol H202 equivalent/L) ifade edilir (102).

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

0OS|= TOS ,umol H202 equivalent/L
T TAS ,umolTrolox Equivalent/L

3.10 Istatistik Analizler

Gruplar arasi en biyiik farklihik 2.7, standart sapma 1.8, grup sayisi 3,
a=0.05,=0.20 oldugunda her bir grupta en az 10 denegin alinmasi gii¢ analiziyle
belirlendi (103). Istatistiksel degerlendirmelerde degiskenlerin gruplar arasi farkliliginin
incelenmesinde tek yonlii varyans analizi, ¢oklu karsilastirmalarda tukey testi kullanildi.
Ogrenme fazi icin her bir giindeki dgrenme performanslarmin grup ici farkliligm
belirlenmesinde tekrarli 6lgiimlerde varyans analizi kullanildi. Test fazinda gruplar arasi
coklu karsilastirmalar Born Ferroni testi ile degerlendirildi. p<0.05 degerleri anlamli
olarak kabul edildi.

Histolojik incelemelerin istatistiksel analizleri, SPSS istatistiksel yazilim
programi (SPSS for Windows version 17) ile yapildi. Biitiin veriler med (min — max)
olarak ifade edildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in Mann-Whitney U testi kullanildi.

Hesaplamalar p<0.05 degeri igin anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlarin Deney Siiresince Viicut Agirhklari

Deneyde kullanilan tiim siganlarin haftalik viicut agirliklar 6lgiilerek gruplardaki
siganlarin ortalama agirliklar1 arasindaki degisim sekil 4.1 ve tablo 4.1°de verildi.
Calismamizin ilk haftasinda STZ ve STZ+MET gruplarinda kontrol grubuna gore ciddi
kilo kaybi oldugu tespit edildi (p<0.05). Gruplar arasindaki farklilik g¢alismanin
ilerleyen haftalarinda da devam etti. Calismamizda gruplarin ortalama canli
agirliklarinin bes haftalik takibi sonucunda STZ ve STZ+MET gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugunu ve STZ+MET
grubunun viicut agirligindaki degisimin STZ grubuna gore daha yavas oldugunu

gbzlemledik .

Tablo 4.1: Haftalara gére deney gruplarindaki siganlarin ortalama canli agirliklari (g)

1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta 5.Hafta
KONTROL 300041665 302841850 309942080  310,8£22,0  318,9+21.6
STZ 3225551006 2964416,67 2743341522 2686144 242702112
STZHMET 5791201070  25344%04789  243,6°°10.0  229,8°+850  236,8°498
P degeri 0,043 0,012 0,008 0,002 0,003

Veriler ortalama + SD olarak verilmis ve gruplar arasi karsilastirma Kruskal Wallis testi ile
yapilmis a; kontrol, b; STZ grubundan istatistiksel olarak farkli p<0.05 STZ i¢in n=9 diger
gruplarda n=10
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Sekil 4.1: Deney gruplarindaki siganlarin deney siiresince haftalara gére viicut agirliklar

(o/hafta) a; kontrol, b; STZ grubundan istatistiksel olarak farkli p<0.05

4.2. Siganlarin Deney Siiresince Kan Glikoz Diizeyleri

Calisma gruplarimizdaki tiim sicanlarin haftalik kan glikoz diizeyleri 6l¢iilerek
gruplar arasindaki degisim tablo 4.2 ve sekil 4.2°de gosterildi. Gruplara gore ilk ve
calismanin ilerleyen haftalarinda ortalama kan glikoz diizeyleri kiyaslandiginda kontrol
grubu ile STZ ve STZ+MET gruplar: arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli iken
STZ ve STZ+MET grubu arasindaki fark anlamli bulunmadi (p<0.05).

Tablo 4.2: Gruplara gore siganlarin haftalik ortalama kan glikoz diizeyleri (mg/dl)

1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta 5.Hafta
KONTROL 1397460 1475467 1404650 1373720 1364550
S1Z 357.11%17.22  388.8%L16.44 50132033  457°£19.06  534.5°420.3
STZHMET 791240150 253442122  2436%19.15  229.8%:1865  236.8°+18.6
P degeri 0.0002 0.0004 0.0002 0.003 0.00005

Veriler ortalama + SD olarak verilmis ve gruplar aras1 karsilagtirma Kruskal Wallis testi ile
yapilmis a kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli p<0.05 STZ i¢in n=9 diger gruplarda
n=10
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Sekil 4.2: Deney gruplarindaki siganlarin deney siiresince haftalara gore kan glikoz

diizeyleri(mg/dl) *; kontrol grubuna goére farkli p<0.05

4.3. Hot Plate Analjezimetre Bulgular:

Caligmamizda STZ ile olusturulan diyabet modelinde periferik sinirlerde olusan
hasarin Ol¢imii igin hot plate analjezimetri ile agr1 esiginin Olglimi yapildi.
Calismamizda si¢anlarin ilk bes giinliik alisma siiresindeki ortalama, altinci giindeki ve
son olarak sakrifiye edilecekleri 42. giin 1siya karsi verdikleri tepki siireleri sn olarak
oOlgiilerek grup ortalama stireleri tablo 4.3 ve sekil 4.3°de verildi.

Alisma siiresinde siganlarin giinliik ortalama hot plate bulgular1 STZ grubu ile
kontrol grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. STZ+MET
grubu STZ grubu ile kiyaslandiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. Ancak STZ+MET grubunun verileri kontrol grubuna yakindi ve kontrol grubu
ile aralarindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi .

Test gilinii olarak degerlendirilen altinc1 giin gruplara gore ortalama hot plate
verilerine gore STZ grubunun agriya cevap verme siiresi kontrol grubuna gére uzamisti
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. STZ+MET grubunun ise agriya cevap verme
stiresi azald1. Kontrol grubuna gore daha kisa olmasina ragmen kontrol ve STZ grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
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Calismamizin son giinii (42. Giin) hot plate test sonuglarimizda STZ grubunda
1s1 hissetme siiresi kontrol grubuna goére uzamasmma ragmen gruplar arasinda fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. STZ+MET grubunun agri esigi siiresi STZ grubuna
gore azaldi, kontrol grubu verilerine yakin degerlerde Ol¢iilmiis ise de tiim gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.

Tablo 4.3: Deney gruplarindaki siganlarin 5 giinliik ortalama, 6. Giin ve 42. Giin 6lgiilen hot

plate bulgulari (sn)

5 giinliik ortalama 6.giin ortalama 42.giin ortalama

KONTROL

19,82 +6,33 17,61 £3,83 19,21 +4,13
STZ

22,21+ 5,75 20,44 2,63 26,84+ 6,34
STZ+MET

19,4 £7,00 16,38+ 9,9 21,41 £5,14
P degeri

0,174 0,210 0,465

Veriler ortalama + standart sapma ile verildi. Verilerin gruplar arasi karsilastirilmasinda
Kruskal-Wallis testi kullanild1. ikili karsilastiriimalarda Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney
U testi yapildi. p<0.05 ve degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Gruplar arasi farklilik
istatistiksel olarak anlamli degildir. STZ i¢in n=9 diger gruplarda n=10
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Sekil 4.3:Hot Plate analjezimetre sonuglar1 (sn) veriler ortalama + SD. Gruplar arasi farklilik

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p<0.05). STZ i¢in n=9 diger gruplarda n=10

49



4.4. Morris Water Maze Sonuclari

Morris Water Maze testi ile siganlarda bilissel fonksiyon degerlendirilmesi
yapildi. Siganlar dort farkli kadrandan havuza birakilarak 4 giinliik 6grenme denemeleri
yapildi ve sonuglar Tablo 4.4 gosterildi. Platformu bulmak ig¢in gruplar arasinda kat
edilen yollar cm, zaman sn olarak o&lgiildii.

MWM sonuglarinda STZ grubundaki siganlarin dort giinliik platformu bulma
stiresi kontrol grubuna goére uzadi ve istatistiksel olarak olarak anlamlidir (p<0.05).
STZ+MET grubunun platformu bulma siiresi STZ grubuna goére azaldi ve kontrol grubu
verilerine yakin degerlerde bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi (p<0.05) (Sekil 4.4).

MWM sonuglarinda sicanlarin 4 giinliik ortalama platformu bulmak icin
katettikleri mesafe kiyaslandiginda STZ grubundaki siganlarin platformu bulmak i¢in
izledikleri yol kontrol grubuna goére uzamisti ve istatistiksel olarak anlamliydi.
Metformin uygulanan grupta katedilen mesafe kontrol grubuna yakin olacak sekilde
kisaldi ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi
(p<0.05) (sekil 4.5).

Calismamizda 4 giinliik aligma siirecinde sicanlarin platformun bulundugu
kadranda aldiklar1 yol dl¢iildii. STZ grubunun platformun bulundugu kadranda katettigi
mesafe kontrol grubuna gore kisa ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
STZ+MET grubunun platformun bulundugu kadranda aldigi yol STZ grubundan uzun
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p<0.05). Gruplarin platformun bulundugu
kadranda aldiklar1 taplam mesafenin, platformu bulmak icin katedilen mesafeye yiizde
orant hesaplandiginda kontrol grubu % 1.476, STZ grubu % 0.934 ve STZ+MET grubu
% 1.271 seklinde hesaplanda.

Sekil 4.9 viicut 1s1 haritas1 incelendiginde kontrol grubunun en kisa yolla
platformun bulundugu kadrana yoneldigi goriilmektedir. STZ grubunun izlemis oldugu
yol karigtk ve yogunlagsmalar platformun bulunmadigi kadranlarda yaygindir.
STZ+MET grubunu goriintiilerinde ise yogunlagsmanin platformun bulundugu kadranda
oldugu ve izlenen yolun daha kisa oldugu goriilmektedir.

MWM testinin uygulandigi besinci giinde platform ¢ikartilarak siganlar
yiizdiiriildii ve besinci giin sigcanlarin platformun bulundugu kuzey bati kadraninda
aldiklar1 toplam yol ve geg¢irilen toplam siireler Tablo 4.5 gosterildi. STZ grubu kontrol
grubuyla kiyaslandiginda siiredeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

STZ+MET grubunun verileri kontrol grubu verilerine yakin degerdeydi ve aralarindaki
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fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Ancak STZ+MET grubu STZ grubu ile
kiyaslandiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Kadransiz
platformda katedilen mesafe oOlgiildiigiinde tim gruplar arasindaki farklilik anlamli
degildi (p<0.05).

Sekil 4.10 viicut 1s1 haritas1 incelendiginde kontrol grubunda yogunlagmanin
platformun bulundugu kadranda oldugu goriilmektedir. STZ grubunun izlemis oldugu
yol karisitk ve yogunlagmalar platformun bulunmadigi kadranlarda yaygindir.
STZ+MET grubunu goriintiilerinde ise yogunlagmanin platformun bulundugu kadranda
oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.4: Platformun kuzey bati kadraninda bulundugu 4 giinliik alisma siirecinde gruplara
gore MWM bulgular

Patformu bulmak Patformu bulmak Platformun Platformun

icin gegen siirenin  i¢in toplam yol 4 bulundugu bulundugu kadranda
4 ginliik giinlik ortalamas1  kadranda alinan alian yolun
ortalamasi (sn) (cm) toplam yolun 4 platformu bulmak

glinliik ortalamasi i¢in toplam katedilen

(cm) yola orani (%)
KONTROL
33,71+3,93 3698,2+380,114 54,5898+15,1453 1.476
STZ
41,74+4,42° 4552,1+424,545° 42,5247+6,43951% 0.934
STZ+MET
37,61£5,53 3949,04+330,693 50,2162+15,0854 1.271

Veriler ortalama + standart hata ile verildi. Verilerin gruplar arasi karsilastirilmasinda Kruskal-
Wallis testi kullanildi. Ikili karsilastiriimalarda Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi
yapildi. yapilmis a kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli p<0.05
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Tablo 4.5: MWM platformsuz 5. giin kuzey bati kadraninda gegirilen siire (sn) ve katedilen

mesafe(m)

S5.giin  platformsuz ~ denemede 5.giin platformsuz denemede
platformun  bulundugu alanda platformun bulundugu alanda
gegirilen siire (sn) gegirilen toplam yol (cm)

ORI 53,4+6,6 60430,8+2894,0

STZ
41,4+5,8° 60789,7+£2917,0

STZ+MET
55,9+8,0" 59609,9+£2353,9

Veriler ortalama + standart hata ile verildi. Verilerin gruplar arasi karsilastirilmasinda Kruskal-

Wallis testi kullanildi. Ikili karsilastiriimalarda Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

yapildi.a kontrol, b STZ grubundan istatistiksel olarak farkli p<0.05

Platformu bulma siiresi (sn)
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Sekil 4.4: MWM gruplarin 4 giinliik ortalama platformu bulma siire sonuglar1 (sn).Veriler

ortalama + SD * kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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+ SD.* kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel

mesafe (cm) bulgulart veriler ortalama

olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 4.8: MWM gruplarin 5.giin platformun bulundu,

ortalama * SD. Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p<0.05).
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Sekil 4.9: 4. Giin kuzey dogu yoniinde ylizmek i¢in birakilan siganlarin platformu bulmak igin

izledikleri yolun heat map goriintiisii

KONTROL STZ STZ +MET

Sekil 4.10: 5. Giin kuzey dogu yoniinde yiizmek i¢in birakilan sicanlarin platformsuz havuzda
izledikleri yolun 1s1 haritas1 (heat map) gortintiisii
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4.5. Sicanlarin Beyin Dokularinda Oksidadif Stres Paremetre Bulgular:

Tablo 4.6: Siganlarin beyin dokularinda oksidadif stres paremetre bulgulart

SOD (U/mg protein) GSH(umol/g doku) MDA (nmol/g
protein)

Hipotalamus KONTROL 0.49 (0.00-0.94) 0.6 (0.47-6.65) 59 (2.9-12.2)
STZ 0.37% (0.09-0.46) 0.62 (0.51-0.75) 10.5% (9.1-21.2)

STZ+MET 0.31% (0.21-0.67) 0.52 (0.4-0.88) 9.35(5.7-11.4)

Hipokampiis KONTROL 0.05 (0.02-0.08) 0.52 (0.45-0.56) 6.15 (3.34-16.26)
STZ 0.17% (0.00-0.35) 0.54 (0.49-0.72) 7.1 (4.98-9.74)

STZ+MET 0.17% (0.01-0.29) 0.43 (0.34-0.66) 6.67 (4.49-9.17)

Striatum KONTROL 0.04 (0.00-0.05) 0.46 (0.05-0.72) 5.4 (2,56-9,16)
STZ 0.21% (0.07-0.37) 0.43 (0.38-0.56) 7.26%(5.5-10.5)

STZ+MET 0.15 (0.00-0.40) 0.48 (0.42-1.61) 6.76 (4.5-11.85)

Kortex KONTROL 0.01 (0.00-0.05) 0.35 (0.28-0.49) 3.17 (2.52- 4.9)
STZ 0.05% (0.00-0.09) 0.35 (0.22-0.37) 3.75 (3.09-4.31)

STZ+MET 0.07% (0.06-0.09) 0.3 (0.2-0.56) 3.84 (3.42-5.1)

TAS(mmol Trolox TOS OSI (arbitrary

Eg/mg prot) (umolH,0, Eg/ mg  units)
prot)

Hipotalamus KONTROL 1.27(0.64-1.85) 24 (14.9-33.6) 25.4(11.7-31.5)
STZ 2.10%(1.10-2.9) 22.2 (18.3-28.5) 11.99(7.7-21.5)

STZ+MET 2.52% (1.23-2.76) 27.4 (9.1-47.1) 11.26%(7.3-18.6)

Hipokampiis KONTROL 1.5 (0.98-1.95) 22.82 (13.7-33.8) 15.2 (13.5-21.7)
STZ 1.32% (0.83-1.56) 26.4 (19.16-38) 23.2% (12.5-28.7)

STZ+MET 0.99¢ (0.72-1.21) 22.92 (19.8-28.9) 28.4%(17.1-32.6)

Striatum KONTROL 1.13 (0.6-1.67) 21.33 (1.9-44.53) 23.1 (15.2-26.5)
STZ 0.93 (0.6-1.39) 22.63 (13.42-35.79) 24.5 (16.8-33.4)

STZ+MET 12 (0.18-2.5) 23.99 (12.56-33.74) 20.5 (10.5-34.5)
Kortex KONTROL 0.05 (0.01-0.12) 7.38 (3.09-11.3) 123.0 (66.3-560.7)
STZ 0.05 (0.001-0.12) 7.32 (5.74-11.8) 127.6 (56.5-608.5)
STZ+MET 0.07 (0.007-0.9) 9.14 (6.77-22.98)  320.0 (48.6-1001)

a: Kontrol e gore farklidir; b: STZ e gore farklidir. Veriler medyan (min-maks) veya ortalama

(standart sapma) ile verildi. Verilerin gruplar arasi karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi

kullanildi. Ikili karsilastirilmalarda Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi yapildi.

p<0,05 ve p<0,017 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4.5.1. Sicanlari Beyin Dokularinda TAS —TOS- OSI Seviyesi

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde degerlendirilen TAS degerleri sekil 4.11°de
verildi. Hipotalamus hipokampiis ve striatum bdlgelerinde STZ grubundaki azalis
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmaz iken STZ+MET grubundaki

artig istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.11:Beyin dokusunun TAS analiz sonuglar1. *: Kontrol e gore farklidir (p<0.05)

Beyin dokusunun farkli boélgelerinde yapilan TOS degerleri Sekil 4.12°de
verildi. Hipotalamus, hipokampiis, striatum ve korteks bolgelerinde STZ grubundaki
artis kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli bulunmaz iken STZ+MET
grubundaki veriler kontrol grubu verilerine yakin degerlerde bulundu ve istatistisel

olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.12:Beyin dokusunun TOS analiz sonuglar1
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Sekil 4.13: Beyin dokusunun OSI analiz sonuglari*: Kontrol e gore farklidir (p<0.05)
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4.5.2. Sicanlarin Beyin Dokularinda GSH Seyiyesi

Beyin dokusunun farkli bélgelerinde yapilan GSH degerleri Sekil 4.14°de verildi.

Hipotalamus, hipokampiis, striatum ve korteks bolgelerinde STZ grubundaki azalig

kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli bulunmaz iken STZ+MET grubundaki

veriler kontrol grubu verilerine yakin degerlerde bulundu ancak farklilik istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (p<0.05).
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Sekil 4.14:Beyin dokusunun GSH analiz sonuglari

4.5.3. Sicanlarin Beyin Dokularinda SOD Aktivitesi

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde yapilan SOD degerleri Sekil 4.15°de

verildi. STZ ve STZ+MET gruplarinda ki siganlarin hipotalamus, hipokampiis, striatum

ve korteks bolgelerinde SOD enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli bir artis gozlendi (p<0.05).
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Sekil 4.15:Beyin dokusunun SOD analiz sonuglar1.*: Kontrol ¢ gore farklidir (p<0.05)

4.5.4. Sicanlarin Beyin Dokularinda MDA Seviyesi

Beyin dokusunun farkli bolgelerinde yapilan MDA degerleri Sekil 4.16°de
verildi. MDA degerindeki artis STZ grubundaki hipotalamus dokular1 harig
hipokampiis, striatum ve korteks bolgelerinde kontrol grubuna gore istatistik olarak
anlaml degildi. STZ+MET grubundaki veriler kontrol grubu verilerine yakin degerlerde

bulundu ve istatistik olarak anlamli bulunmadi (p<0.05).

18 ~

=
N
1

2 KONTROL

[uny
[}
1

B STZ

(o]
1

%2 STZ+ MET

MDA (nmol/g protein)
(@)

o
1

\S}
1

HIPOTALAMUS HIPOKAMPUS STRIATUM KORTEX

Sekil 4.16: Beyin dokusunun MDA analiz sonuglari. a: Kontrol ; b: STZ’den farklidir. (p<0.05)
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4.6. Histolojik Bulgular
4.6.1. Siyatik Sinir

Kontrol grubuna ait kesitlerde sinir tellerinin ¢ogunun normal histolojik
goriiniimde oldugu (Sekil 4.17. A), her bir miyelinli sinir telinin, eozinofilik boyanan

akson ve aksonu ¢evreleyen diizenli bir miyelin kiliftan olustugu gozlendi (Sekil 4.17. B

ve C). Ayrica, en yiiksek mast hiicre sayisi, bu grupta saptandi (Sekil 4.17. D).

Sekil 4.17: (Kontrol Grubu) A. Siyatik sinirinin normal histolojik goriiniimii; H-E X20, B.
Transvers kesit diizleminde, miyelinli bir sinir telinde akson (ince oklar) ve aksonu kusatan
diizenli myelin kilif (kalin oklar); H-EX100, C. Longitiidinal kesit diizleminde, miyelinli sinir
telleri; H-EX100, D. Endonériyumda izlenen mast hiicreleri (oklar), TM X40.

STZ grubunda incelenen Kesitlerde, dejeneratif degisiklikler tespit edildi. Bu
grupta, endondriyumda izlenen 6dem nedeniyle sinir tellerinin birbirinden uzaklastig
gozlendi (Sekil 4.18. A). Cok sayida miyelinli sinir telinin normal histolojik

goriinimiiniin bozuldugu, aksonlarin dejenerasyona ugrayarak soluklastigi ve miyelin
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kilif yapisinin bozuldugu izlendi (Sekil 4.18. B ve C). Diger yandan bu grupta, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda mast hiicre sayisinin (Sekil 4.18. D) istatistiksel olarak

anlamli derecede azaldigi saptandi (p=0.004).

Sekil 4.18: STZ Grubu A. Endonoriyumda 6dem izlenmekte (oklar); H-E X20, B. Transvers
kesit diizleminde, akson (ince oklar) ve miyelin kilif (kalin oklar) dejenerasyonu izlenmekte; H-
EX100, C. Longitiidinal kesit diizleminde, endondriyumda 6dem (yildizlar) ve makrofajlar
dikkati cekmekte; H-EX100, D. Endonériyumda izlenen mast hiicreleri (oklar), TM X40.

STZ+MET grubu, STZ grubu ile karsilastirildiginda histolojik hasar skoru,

istatistiksel olarak anlamli derecede azalmasina ragmen (p=0.001), miyelin kilif hasar1

ve 0dem gibi degisiklikler devam etmekteydi.
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Sekil 4.19: STZ + MET grubu A. Siyatik sinirin genel goriiniimii (oklar); H-E X20,

B. Transvers kesit diizleminde, normal goriiniimdeki sinir telleri (kalm oklar) arasinda izlenen

dejenere sinir telleri (ince oklar); H-EX100. C. Longitiidinal kesit diizleminde, endondéral
O0demde azalma (yildizlar) H-EX100, D. Endondriyumda izlenen mast hiicreleri (oklar), TM
X40.

Gruplarin siyatik sinir histolojik skorlar1 Tablo 4.7°de, mast hiicre sayilar1 Tablo 4.8”de

verildi.

Tablo 4.7: Gruplarin histolojik skorlart.

Gruplar Kontrol STZ STZ + MET

a; Kontrol grubuna gore anlamli artig (p=0.001), b; STZ grubuna gore anlamli azalma (p=0.001)
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Tablo 4.8: Gruplarin mast hiicre sayisi

Gruplar Kontrol STZ STZ + MET
Mast Hiicre Sayis1 2.0 (0.0 - 7.0) 1.0 (0.0-5.0)a 1.0 (0.0-6.0)b

a, Kontrol grubuna gore anlamli azalma (p=0.004).b; STZ grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel fark yok (p=0.132)

4.6.2. Hipokampiis Dokusu
Kontrol grubuna ait kesitlerde, incelenen noéronlarin %80.4’liniin normal

histolojik 6zelliklere sahip oldugu izlendi. Yuvarlak, biiyiilk ve okromatik niikleuslu

olan bu ndronlarin sitoplazmalarinda periniikleer yerlesimli belirgin Nissl graniilleri

gozlendi (Sekil 4.20; A ve B).

Sekil 4.20: Kontrol Grubu histolojik gériintimleri normal olarak izlenen piramidal néronlar

(oklar). A; KV X40, B; KV X100.

STZ grubuna ait kesitlerde noéron kaybi ve noéronal degisiklikler izlendi.
Incelenen kesitlerde, néronlarin % 45.6’sinin dejeneratif degisikliklere sahip oldugu
tespit edildi. Dejenere ndronlar, piknotik niikleuslar1 ve biizlilmiis sitoplazmalar ile
ayirt edildi (Sekil 4.21; A ve B). Bu gruptaki dejenere néron sayisinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 saptandi (P=0.000).
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Sekil 4.21: Biiziilmiis sitoplazmasi ve piknotik niikleuslar ile ayirt edilen dejenere ndronlar
(oklar). A; KV X40, B; KV X100.

STZ + MET grubuna ait kesitlerde, néronlarin %36.5’inin dejenere oldugu tespit
edildi (Sekil 4.22; A ve B). Diger yandan bu grupta normal histolojik 6zelliklere sahip

ndron sayisinin, STZ grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli derecede

arttig1 saptandi (P=0.000).

Sekil 4.22: Dejenere noron yogunlugunun STZ grubuna gore azaldig: dikkati cekmekte (oklar).
A; KV X40, B; KV X100.

Gruplardaki normal ve dejenere néronlarin sayilari Tablo 4.9°da, yiizdeleri
Tablo 4.10’da verilmistir.
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Tablo 4.9: Hipokampiis bolgesinde gruplardaki normal ve dejenere ndronlarin sayisi.

Gruplar Kontrol STZ STZ + MET
Normal Noron 61.0(25.0- 105.0) 32.0 (9.0-57.0)a 53.0(34.0-80.0)b
Dejenere Noron 4.0 (0.0 —30.0) 25.0 (4.0-42.0)c 31.0(7.0-56.0)

a; Kontrol grubuna gore anlamli azalma (p=0.001).b; STZ grubuna gore anlamli artis

(p=0.001). ¢ Kontrol grubuna gore anlaml artig (p=0.001).

Tablo 4.10: Gruplardaki normal ve dejenere néronlarin yiizdeleri (%).

Gruplar Kontrol (%) STZ (%) STZ + MET (%)
Normal Noéron 84,4 54,4 63,5
Dejenere Noron 15,6 45,6 36,5

a; Kontrol grubuna gére anlamli azalma (p=0.001).b; STZ grubuna goére anlaml artis (p=0.001).
¢; Kontrol grubuna gore anlamli artig (p=0.001).
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda; diyabetle gelisen ndropati ve bilissel fonksiyonlardaki
bozulmalar1 ve metforminin etkisini arastirmayi amacladik. STZ ile olusturulan diyabet
modeli ile merkezi ve periferik sinirlerde olusan yapisal ve fonksiyonel bozulmalar
altinda yatan mekanizmalar fizyolojik, biyokimyasal ve histolojik olarak inceledik.

Calismamizda kontrol grubu ile kiyaslandiginda diyabetik si¢anlarin viicut
agirliklarindaki anlamli azalma ilk haftadan itibaren ¢alismamiz boyunca devam etti.
Diyabette kilo kaybinin viicut hiicrelerinin enerji i¢in glikozu kullanamamasina bagli
oldugu disiiniilmektedir. Alt1 hafta boyunca kilo takibinde STZ+MET grubunda
haftalik kilo degisimi STZ grubuna gore daha ilimli ve kontrolliidiir. Calismamizdaki
bulgular litaratiirdeki ¢alisma sonuglarini destekler yondedir.

Caligmamizda tiim siganlarin haftalik kan glikoz diizeyleri Ol¢iildi. STZ ile
diyabet olusturulan sicanlarda c¢aligma boyunca kan glikoz diizeyi 200 mg/dl
tizerindeydi. STZ+MET grubunda ortalama glikoz diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek,
STZ grubuna gore daha diisiik diizeylerde 6l¢iildii. Boylece STZ+MET grubunda devam
eden diyabetle beraber gelisen komplikasyonlara karsi metforminin koruyuculugunu
arastirmak icin ¢aligmamizin modelinin olusumunu sagland.

Diyabetli hastalarda glikoz kullanimi bozulmaktadir. Bu durum, basta kan
damarlar1 ve sinirler olmak tizere ¢ogu viicut sistemlerini ciddi bi¢imde hasara ugratan
kan glikoz diizeyinin artmasina neden olur (104-106). Diyabet tedavisinde asil amag
kan glikoz diizeyini normal araliklarda tutarak hastanin yasam siiresini arttirmak ve
gelisen komplikasyonlar1 azaltmaktir. Klasik tedaviye ve mikro-makrovaskiiler
hastaliklar1 Onlemeye yonelik yaklasimlar iyilestikge bu hastalikla yasam siiresi
uzamaktadir. Bu egilim Tip II DM'in mevcut tedavi stratejileri ile hedef alinamayan
yeni komplikasyonlarinin ortaya ¢ikabilecegi anlamina gelmektedir. Bilissel bozulma ve
demans bu yeni komplikasyonlara drnektir. Son yillarda diyabet ile biligsel bozukluklar
arasindaki iligki ¢ok daha fazla ilgi cekmeye baslamistir.

Bizimde ¢alismamizin Morris Water Maze bulgularina gére diyabet grubundaki
hayvanlarin platformu bulma siireleri uzarken platformun bulundugu kadranda gegirilen
stire azalmistir. Ayrica yol haritalart incelendiginde yine diyabetli gruptaki hayvanlarin
platformu bulmak i¢in katettigi yollar karisik ve daha uzun bulunmustur.Bu bulgular

litaratiirdeki biligsel fonksiyonlarala ilgi elde edilen verilerle uyumlu bulunmustur.
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Diyabetin hipokampiisdeki ndronal yapilarda norotransmitter salgilanmast ve
norotransmitterilerin reseptdrlerle kombinasyonu diizeyinde kimyasal, yapisal ve
fonksiyonel ¢esitli bozulmalara ve noronal apopitozise neden olarak biligsel
fonksiyonlari bozdugu bildirilmistir (106-109).

Literatlirde diyabetik sicanlarda serebral kan akiminin azaldigi ve serebral
disfonksiyon gelismesinde vaskiilopatinin etkili oldugu bildirilmis ve siganlarda MWM
ogrenme performansinda goriilen bozulma bu durum ile iliskilendirilmistir (110). Ancak
Tip I ve Tip II diyabetin 6grenme ve hafiza islevleri iizerine olan etkileri konusunda
ilimli bazi geliskiler de rapor edilmistir. Ozellikle dikkat ve kisa siireli hafizanin
diyabetten etkilenmedigi bildirilmektedir. Siganlarda diyabetin biligsel fonksiyonlara
etkisini arastiran Papovic ve ark. (111) STZ enjeksiyonunu takiben 1., 8. ve 14.
giinlerde gelisen diyabetin 6grenme performansini azalttigi yoniinde sonuglar elde
etmisler ve 6grenme performansindaki azalmanin zamana bagli olarak hipokampusdaki
ndronal ve sinaptik bozulmaya paralel gelistigini, insiilin tedavisi ile iligkili olarak geri
dondiigiini bildirmislerdir.

Calismamizda beynin hipokampiis bolgesinde yapilan histolojik incelemelerde
dejenere noronlar sayildi ve bunlarin dejenere olmayan noronlara ylizdeleri
hesaplanarak degerlendirildi. Kontrol grubundaki dejenere noron oran1 % 15,6  iken,
STZ grubundaki oran % 45,6°dir. Bu histolojik bulgular diyabetle gelisen yapisal
bozuklugu destekler niteliktedir. STZ+MET grubundaki %36,5 dejenere néron orani
STZ grubuyla kiyaslandiginda yapisal hasar devam etmekle beraber, anlamli derecede
iyilesme gozlemlenmistir. Bu bulgular metforminin beyin dokusunda ndroprotektif
etkisinin oldugunu ve diyabetle beraber gelisen ndron hasarini azaltmaya yardimeci
oldugunu gdstermektedir. Literatiirdeki diger bircok aragtirma da diyabete bagli olarak
ogrenme ve bellegin komponentleri {izerinde ortaya ¢ikan zayiflamanin, beynin
o0grenmede rol alan hipokampus vb. bdlgelerinde zamana bagli olarak olusan
norokimyasal degisikliklerle iliskili oldugunu ortaya koymaktadir (112,113). Ayrica,
arastirmalar periferal glikoz diizeylerinin bilgi depolanmasi islemleri lizerinde 6nemli
bir rolii oldugunu, beyin hiicrelerinin insiiliinden bagimsiz olarak glikoz alim1 yapmalari
nedeni ile kan glikoz diizeyindeki artisin 6grenme performansinda da artisa neden
oldugunu bildirmislerdir. Glikozun hayvanlarda ve insanlarda hafizayr gelistirdigi,
hafizay1 gelistirici etkisinin santral kolinerjik sistem tizerinde gerceklestigi kabul géren
bir diistincedir. Ciinkii santral etkili kolinerjik antagonistler uygulandiginda glikozun bu

etkisi olusmamustir (114,115)
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Diyabetik noropati sinir ileti hizinin, agr1 esiginin ve kan akiminin azalmasiyla
karakterizedir. Bu nedenle bu ¢alismada STZ ile olusturulan diyabetin periferik sinire
etkilerinin yapisal degisiklikleri de incelenmistir. STZ ile olusturulmus deneysel
diyabette termal analjezi gelismesi konusunda farkli goriisler mevcuttur. Bazi
arastirmacilar gelistigini savunurken bazi arastirmacilar gelismedigi seklinde goriis
bildirmislerdir (116-119). Calismamizda da diyabetik siganlarda termal hipoaljezinin
gelistigi hot-plate cihazi kullanilarak belirlendi. Diyabet gelisimini takiben yedi giin
sonra Ol¢iilen hayvanlarin hot plate testine bes giin 6grenmeleri saglanan ve altinct giin
yapilan hot plate test degerlerine gore; diyabetli si¢anlarin hot plate bulgular1 kontrol
grubundaki hayvanlarin degerleri ile kiyaslandiginda 1siy1 hissetme zamanlar1 anlamlh
olarak uzamis bulundu. Metformin tedavisinin diyabetli sigcanlarda bu siireyi kontrol
grubuna yakinlastirdigini gézlemlendi. Deneyin son giinii siganlar sakrifiye edilmeden
once son kez hot plate testi yapildi ve bulgular altinci giindeki bulgularala parelellik
gostermekle beraber STZ grubundaki agri hissetme siiresi daha geg olurken, metformin
uygulanan tedavi grubu arasindaki farkin daha fazla oldugu izlendi.

Calismamizda yapilan histolojik incelemeler de STZ ile diyabet olusturulan
sicanlarda diyabetin kronik etkisi sonucu siyatik sinirde birtakim yapisal degisiklikler
saptanmistir. Bu degisikliklerin belirlenmesinde akson ve miyelin kilifta dejenerasyon
ve endondriyumda Odem varligi degerlendirilmistir. Diyabetli gruplarda miyelin
kilifdaki dejenerasyon artarken mast hiicre sayisinda istatistiksel azalmalar
bulunmustur. STZ+MET grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda siyatik sinirdeki
diyabetik hasar devam etmekle birlikte iyilesme oldugu gozlemlenmistir. STZ+MET
grubu STZ grubu ile kiyaslandiginda ise anlamli bir sekilde iyilesme oldugu
belirlenmistir. Bu bulgulara gore diyabetin erken donemlerinde goriilen sinir islev
bozukluklarinin, intrinsik ve akson zarindaki fizyolojik anormalliklerden kaynaklandigi
diistintilebilir. Calisma bulgularimiz 1518inda  metforminin diyabetik ndropatinin
gelisimini engellemede yararli olabilecegini ve bdylece hastalarin yasam kalitesini
arttirabilecegini dnerebiliriz.

Diyabetin tedavisine yonelik yapilan arastirmalarin diger bir kismi da hastalikta
bozulan oksidan/antioksidan dengenin diizeltilmesine yonelik c¢alismalardir. Bu
calismalar ya antioksidan savunma sistemini giiglendirmeye ya da oksidatif strese bagl
hasar1 azaltmaya yoneliktir (107). Diyabette, serbest radikallerin fazlaca yiikselisi ve

buna bagli olarak antioksidan savunma sisteminin zayiflamasi, yalnizca hiicresel
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organellerin ve enzimlerin hasarina degil, lipit peroksidasyonunun artmasina ve insilin
reseptorlerinin insiiline kars1 duyarliliklarinin azalmasina neden olmaktadir (108).

Serbest radikallerin lipitler tizerine yaptigi etki lipid peroksidasyonu (LP) olarak
adlandirtlir. Diyabetteki hiperglisemi, serbest radikal olusumuna ve antioksidan
sistemin yetersiz kalmasina yol agarak oksidatif stresi artirmaktadir (114). Bizim
calisma bulgularimizda da benzer etki gosterdi. Calisma sonuglarnza gore STZ ile
diyabet olusturulan siganlarin beyin dokularinda lipit peroksidasyonu artti ve bu artis
kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu. Yine STZ+MET
tedavi grubundaki MDA diizeyi diyabet grubuyla kiyaslandiginda azalma oldugu ve
kontrol grubuyla kiyaslandiginda gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel olarak
anlamli olmadig bulundu. Bu da metforminin beyin dokusunda lipit peroksidasyonunu
engelleyerek koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.

DM’tan dolay1 poliol (sorbitol) yolu aktivitesindeki aris NADPH ve NAD*
azalmasi ve hiicresel redoks potansiyelinde degisiklikler ile sonuglanir. Bu durum hiicre
ici GSH eksikligine yol agar ve antioksidatif etkinin engellenmesi ile hiicrelerin artmis
oksidatif stres ile miicadelesini azaltir (120). Calismamizda metformin uygulanan
gruplarin GSH diizeylerinin artmasi, metforminin giiclii antioksidan aktivitesinden
kaynaklandigini diistindirmektedir (121-123).

Hiicreyi serbest radikallerin toksik etkilerine karsi koruyan SOD enzim
aktivitesinin diyabette degismedigi, azaldig1 ya da arttig1 konusunda ¢alismalarda farkli
sonuglar saptanmistir (124-126). Bizim calisma bulgularimiza gére de STZ uygulanan
diyabetik gruplarda normal kontrol gruplarina gore beyin dokusunda SOD aktivitesi
yiksek bulunmustur. Calismamizda SOD enzim aktivitelerinde saptanan artisin,
diyabette artmis lipit peroksidasyonuna kars1 gelismis bir cevap olarak diisiiniilebilir.

Calisma bulgularimizda diyabet grubunda TOS sonuglar1 kontrol grubuna gore
asirt artis gosterirken metformin grubunda sonuglar kontrol grubuna yakindir. TOS
diizeyindeki artisa karsin diyabetli siganlarda TAS diizeyindeki azalma, tiim deney
gruplarina gore ¢ok daha fazladir. Calismamizin bu bulgularina gore; metforminin
diyabet kaynakli olusabilecek oksidatif strese bagli olarak gelisen [ hiicre
disfonksiyonunu azaltarak diyabetik tedavi agisindan yararli oldugu diisiiniilmektedir.
Oksidatif stres hipotezinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve serbest radikallerin olusum
hiz1 ile antioksidan savunma kapasitesi arasindaki dengesizlik diyabetin kronik
komplikasyonlarina neden olmaktadir. Bir bagka deyisle hiperglisemi oksidatif strese

yol agmaktadir.
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Caligmamizdaki bulgulara gore; anti diyabetik olarak kullanilan ve aym
zamanda antioksidan 6zelligi olan metforminin, diyabet tedavisinin yani sira sekonder
gelisen bilissel fonksiyonlar ve ndropati tizerinde de etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Sonu¢ olarak; metformin antidiyabetik ve antioksidan etkisiyle, STZ ile
indiiklenen diyabetik sican modelinde periferik néropati ilizerine etkisini siyatik sinir
tizerinde koruyuculugu ile merkezi sinir sistemi iizerindeki etkisini de biligsel

fonksiyonlar1 diizenleyerek gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

» Calisma sonug¢larimiza gére STZ uygulamasi siganlarda ortalama glikoz diizeyinin
200mg/dl tizerine ¢ikmasina neden oldu.

» STZ ile diyabet gelisen sicanlarda haftalik ortalama canli agirliklarinda kontrol
grubundaki siganlara gore diisiis gozlendi.

»  Metformin tedavisi uygulanan siganlarda ise kilo kaybi tedavi gérmeyen gruba
gore daha yavag goriildii.

» Periferik noropatinin degerlendirildigi 1s1 duyarlilik testinde diyabetli sicanlarda
kontrol grubuna gore 1s1 hissetme siiresi uzarken metformin tedavisinin bu siireyi
kisalttigini gozlemledik.

» Histolojik incelemeler ile metforminin STZ uygulanarak diyabet gelisen
sicanlardaki siyatik sinir hasarin1 onarmada faydali olabildigini gézlemledik.

» Mevcut litaratlir kapsaminda diyabetik siganlardaki bozulan biligsel fonksiyonlar
tizerine metforminin koruyuculugu ilk kez bu ¢alisma ile gosterildi.

» MWM ile degerlendirmis oldugumuz biligssel fonksiyon test sonuglarina goére
diyabetli siganlarda platformu bulma siireleri ve kat edilen mesafe uzarken metformin
tedavisi uygulanan grupta platformu bulma siiresi ve katedilen mesafe azald.

» Beynin 6grenme ve hafizayla daha yogun olarak ilgili oldugu bilinen hipotalamus,
hipokampiis, sitriatum ve Kkorteks bolgelerinde yapmis oldugumuz biyokimyasal
incelemer ile diyabetle birlikte gelisen oksidadif stresin etkilerini azaltmada
metforminin anti oksidan etkisi ile faydali olmus olabilecegi kanaatindeyiz.

» Hipokampiis bolgesinde yapilan histolojik incelemeler ile metforminin dejenere
ndron sayisini azaltarak noroprotektif etki gosterdigini gozlemledik.

» STZ ile indiiklenen diyabetik sican modelinde periferik ve merkezi sinir sistemi
yapisal ve fonksiyonel olarak bozulmaktadir. Giliniimiizde diyabet tedavisinde
kullanilmakta olan metformin ¢alisma bulgularimiza gore antioksidan ve noéroprotektif
etkisi ile noropatinin ve bilissel fonksiyon bozukluklarinin gelisimini engellemeye

yardimei olabilir.
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