T.C. PAMUKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ANATOMI ANABILIM DALI

SICANLARDA STREPTOZOTOSIN ILE
OLUSTURULAN DENEYSEL DiYABETIN
UZAYSAL OGRENME VE HIPPOCAMPUS NORON
SAYISINA ETKIiSI

UZMANLIK TEZI

DR. GOKSIN NiLUFER YONGUC

TEZ DANISMANI
DOC.DR. MEHMET BULENT OZDEMIR

DENIZLi-2009



T.C. PAMUKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ANATOMI ANABILIM DALI

SICANLARDA STREPTOZOTOSIN ILE
OLUSTURULAN DENEYSEL DiYABETIN
UZAYSAL OGRENME VE HIPPOCAMPUS NORON
SAYISINA ETKIiSI

UZMANLIK TEZI

DR. GOKSIN NiLUFER YONGUC

TEZ DANISMANI
DOC.DR. MEHMET BULENT OZDEMIR

DENIZLi-2009



JURI UYELERININ iMZA VE ONAY SAYFASI

Dog. Dr. Mehmet Biilent OZDEMIR danismanliginda Dr. Goksin Niliifer
Yongug tarafindan yapilan ‘Siganlarda Streptozotosin Ile Olusturulan Deneysel
Diyabetin Uzaysal Ogrenme Ve Hippocampus Noron Sayisina Etkisi® baglikli
caligma jiirimiz tarafindan Anatomi Anabilim Dali’'nda TIPTA UZMANLIK TEZI
olarak kabul edilmistir.

Baskan : Do¢.Dr. Esat ADIGUZEL
Uye : Dog.Dr. Ilgaz AKDOGAN
Uye : Do¢.Dr. Mehmet Biilent OZDEMIR ( |

Yukaridaki imzalarin ad1 gegen &gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

17/02/2009\})//_ ;

s
PAMUIQb_E UNIVERSITESI

TIP FAKULTESI DEKANI
Prof. Dr. Zafer AYBEK




TESEKKUR

Basta tez danismanim Sayin Dog¢.Dr. Mehmet Biilent Ozdemir olmak iizere
egitimime sonsuz katkilar1 bulunan Anatomi Anabilim Dali Bagkan1 Saym Dog.Dr.
Esat Adigiizel’e ve Anatomi Anabilim Dali 6gretim iiyesi Sayin Dog¢.Dr. Ilgaz
Akdogan’a; tez calismam boyunca yardimlarini esirgemeyen Yrd.Dog¢.Dr. Melike
Sahiner’e; Fizyoloji Anabilimdali doktora &grencisi Raziye Kursunluoglu’'na;
Noroloji Uzmani Dr. Cagdas Erdogan’a, Deneysel Arastirma Biriminde gorevli

eteriner Hekimi Barbaros Sahin’e tesekkiirlerimi sunarim.
Vet Hekimi Barb hin’e tesekkiirl



ICINDEKILER

Sayfa no
GIRIS VE AMAC 1
GENEL BILGILER 3
OGRENME VE BELLEK TANIMI, SINIFLANDIRILMASI 3
Eksplisit bellek 4
Eksplisit bellegin depolanmasi 6
Eksplisit bellegin siirecleri 6
Eksplisit bellegin zamansal parametrelere gore siniflandirilmasi 7
Limbik sistem 8
FORMATIO HIPPOCAMPALIS 9
Gyrus dentatus 10
Subikuler kompleks 10
Entorhinal korteks 10
Hippocampus 11
Hippocampus’un histolojisi 12
Hippocampus’un embriyolojik gelisimi 13
HIPPOCAMPUS VE EKSPLISIT BELLEK 13
HIPPOCAMPUS’UN UZAYSAL OGRENMEDEKI ROLU 18
DIABETES MELLITUS 19
YUKSEK GLUKOZUN INDUKLEDIGI OKSIDATIF VE
NITROSATIF STRES >
APOPITOZIS VE YUKSEK GLUKOZUN YOL ACTIGI HUCRE
HASARI ILE ILISKIiSi 24
DIYABET OLUSTURULMASINDA KULLANILAN HAYVAN
MODELLERI 27
STREPTOZOTOSIN ILE OLUSTURULAN DIiYABET 28

SU TANKI TESTI 31

II



STEREOLOIJI 32

OPTIK PARCALAMA YONTEMININ PRENSIPLER] 33
GEREC VE YONTEM 38
DENEY HAYVANLARI 38
SICANLARDA STREPTOZOTOSIN ILE DENEYSEL DiYABET
OLUSTURULMASI 38
SU TANKI TESTI PROTOKOLU 39
BEYIN KESITLERININ ALINMASI VE HAZIRLANMASI 42
OPTIK PARCALAMA YONTEMINE GORE HUCRE SAYIMI 44
ISTATISTIKSEL YONTEMLER 50
BULGULAR 51
SICANLARDA DIYABET BULGULARI 51
SU TANKI TESTI BULGULARI 55
SAG HIPPOCAMPUS CAl VE CA2-CA3 ALANLARI STRATUM
PYRAMIDALE TABAKASINDA NORON SAYIM BULGULARI o4
TARTISMA 81
SONUCLAR 94
OZET 95
YABANCI DIL OZETi 97

KAYNAKLAR 98

III



Tablo 1

Tablo 2
Tablo 3
Tablo 4

Tablo 5

Tablo 6

Tablo 7

Tablo 8

Tablo 9

Tablo 10

Tablo 11
Tablo 12

Tablo 13

Tablo 14

TABLOLAR CIZELGESI

Deneysel diyabet olusturulmasinda kullanilan hayvan
modelleri

Deney gruplari
Su tanki testi protokoliiniin tablosu

D grubu-1 numarali siganin sag hippocampus CA2-CA3
stratum pyramidale alanindaki toplam néron sayisinin
bulunmasi sirasinda gézlenen Hata Katsayis1 hesaplanmasi
Sicanlarin agirliklar, kan glukoz diizeyleri ve diyabet
semptomlari

K, S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. giinlerindeki EL
degerleri

K, S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. giinlerindeki PL
degerleri

K, S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. gilinlerdeki V
degerleri

K, S ve D gruplarinin EL, PL ve V verilerinin gruplar
arasindaki farkliliginin degerlendirilmesindeki p degerleri

K, S ve D gruplarmm EL ve PL wverilerinin ikili
karsilagtirmalardaki p degerleri

Su tanki testinin PT uygulamasinin verileri

PT uygulamasinda GDEL, GDPL, GD frekans ve PLT
frekans verilerinin K, S ve D gruplar1 arasindaki farkliliginin
degerlendirilmesindeki p degerleri.

K grubu si¢canlarin sag hippocampus CA1 alanlarinin stratum
pyramidale tabakalarindaki toplam ndron sayilar1 ve toplam
ndron sayist hesaplanmasinda kullanilan parametreler

S grubu siganlarin sag hippocampus CA1 alanlarinin stratum
pyramidale tabakalarindaki toplam ndron sayilar1 ve toplam

noron sayist hesaplanmasinda kullanilan parametreler

Sayfa no
30

39
41
49

53

58

60

61

61

62
64

65

66

IV



Tablo 15

Tablo 16

Tablo 17

Tablo 18

Tablo 19:

Tablo 20

Tablo 21

Tablo 22

Tablo 23

D grubu si¢canlarin sag hippocampus CA1 alanlarinin stratum
pyramidale tabakalarindaki toplam ndron sayilar1 ve toplam
noron sayist hesaplanmasinda kullanilan parametreler

K grubu siganlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarinin
stratum pyramidale tabakalarindaki toplam ndron sayilari ve
toplam noron sayis1 hesaplanmasinda kullanilan parametreler
S grubu siganlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarinin
stratum pyramidale tabakalarindaki toplam ndron sayilar1 ve
toplam noron sayist hesaplanmasinda kullanilan parametreler
D grubu siganlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarmin
stratum pyramidale tabakalarindaki toplam ndron sayilar1 ve
toplam ndron sayis1 hesaplanmasinda kullanilan parametreler
K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA1 alanlar1 stratum
pyramidale  tabakalarindaki  toplam  ndron  sayilar
ortalamalari

K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA2-CA3 alani
stratum pyramidale tabakalarindaki toplam noron sayilari
ortalamalari

K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA1-CA2-CA3
alanlar1 stratum pyramidale tabakalarindaki toplam ndron
sayilar1 ortalamalari

K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA1, CA2-CA3 ve
CA1-CA2-CA3 alanlarinin stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam néron sayilarinin, gruplar arasindaki
farkliliginin degerlendirmesindeki p degerleri

K, S ve D gruplarinin, sag hippocampus CA1l, CA2-CA3 ve
CA1-CA2-CA3 alanlarinin stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam noron sayilarinin ikili

karsilagtirmalardaki p degerleri

67

69

70

71

73

74

75

75



Sekil 1
Sekil 2

Sekil 3
Sekil 4
Sekil 5
Sekil 6

Sekil 7

Sekil 8

Sekil 9
Sekil 10
Sekil 11
Sekil 12
Sekil 13
Sekil 14

Sekil 15

Sekil 16

Sekil 17

Sekil 18

SEKILLER CiZELGESI

Uzun siireli bellegin siniflandirilmasi ve ilgili beyin bdltimleri

Bellegin depolanmasinda gorevli olan medial temporal lob
yapilari

Formatio Hippocampalis’in organizasyonu
Limbik sistem
Iki sinir hiicresi arasindaki normal sinaptik gecis

Sinaptik plastisitenin bir formu olan hipokampal Long Term
Potentiation olusumu

Sinaptik plastisitenin bir formu olan hipokampal Long Term
Potentiation’un erken ve ge¢ fazlarinin sinaptik modeli

Yiiksek glukozun indiikledigi oksidatif ve nitrosatif stresin
olas1 yolaklarin1 gosteren sematik diyagram

Yiiksek glukozun indiikledigi apopitozis mekanizmasi
Tarafsiz sayim g¢ercevesinin sematize edilmis gériiniimii
Ogrenme testinde kullanilan su tankinin dzellikleri
Deney plant

Calismada kullanilan tarafsiz sayim ¢ergevesi ve Olciileri

K, S ve D gruplariin baslangi¢ agirliklarinin (0.glin) ve 7.
hafta sonundaki agirliklarinin ortalamalarinin grafigi

K, S ve D gruplarinin 0. giin, diyabet olusturulmasindan
sonraki 3. giin ve 10. giin dl¢iilen kan glukoz diizeylerinin
ortalamalarinin grafigi

K, S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. giinlerindeki EL
degerlerinin grafigi

K, S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. giinlerindeki PL
degerlerinin grafigi

K, S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. giinlerindeki V

degerlerinin grafigi

Sayfa no
4

5

15
16

17

23

27
36
40
42
50
54

54

56

58

60

VI



Sekil 19
Sekil 20
Sekil 21
Sekil 22
Sekil 23

Sekil 24

Sekil 25

Sekil 26

Sekil 27
Sekil 28
Sekil 29

Sekil 30
Sekil 31

K, S ve D gruplarinin PT uygulamasinin GDEL verileri

K, S ve D gruplarinin PT uygulamasinin GDPL verileri

K, S ve D gruplarinin PT uygulamasinin GD frekans verileri
K, S ve D gruplarinin PT uygulamasinin PLT frekans verileri

K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA1 alanlar1 stratum
pyramidale tabakalarinin ortalama néron sayilari

K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA2-CA3 alanlari
stratum pyramidale tabakalarinin ortalama ndron sayilar

K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA1-CA2-CA3
alanlarinin ortalama ndron sayilari

K, S ve D gruplarindan rasgele secilen birer siganin su tanki
testinde 1-5. giinlerindeki deneme bloklarinda ve 6. giindeki
PT uygulamasindaki sematik goriintimleri

6. giin yapilan bir PT uygulamasinin goriintiileri

Uzaysal 6grenmenin goriildiigii bir denemenin goriintiileri
Hippocampus kesitinde CAl, CA2 ve CA3 alanlarinin
gorunumu

Hippocampus kesitinde CA1, CA2-CA3 geg¢isinin goriiniimii
K, S ve D grubundaki siganlarin sag hippocampus kesitlerinin

CAl ve CA2-CA3 alanlarin x4, x10, x40, x100 objektif

biiylitmelerindeki goriintiileri

63
63
63
64
72

73

74

76

77
78
79

79
80

VI



AGEs
Akt
AMP
AMPA
AOO
ASC
ASK1
ATP

BDNF
BH

CA
Camp
Camp kinaz
CO;
COs~

D grubu
D

DM
DNA
EL
ERK
IAPs
IDDM
G

GB
GAPDH
GD
GDEL
GD frekans

KISALTMALAR CIZELGESI

Advanced glycation end products
proteine-serine/threonine kinase
Adenozin 5’-monofosfat
a-amino-3-hidroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid
Alan 6rnekleme orant

Associated speck-like protein

Apopitosis signal regulating kinase-1
Adenozin trifosfat

Bat1

Beyin kaynakli nérotrofik faktor

Bcl-2 homolog

Cornu ammonis

Siklik adenozin 5’-monofosfat

Camp bagimli protein kinaz

Karbon dioksid

Karbonat

Diyabet grubu

Dogu

Diabetes Mellitus

Deoksiriboniikleik asid

Escape latency; denegin platforma ulagmasi i¢in gecen zaman
Extracellular signal-regulated kinase
Apoptozis proteinlerinin inhibitorleri
Insulin Dependent Diabetes Mellitus
Giiney

Giiney bati

Glyceraldehyde phosphate dehidrogenase
Giliney dogu

Giiney dogu escape latency

Giiney dogu frekans

VIII



GDPL
GK sicanlar
gr

GTP

h

H&E
HK
H,0;
IGF-I

ip

iv

JNK

K grubu

KaOO
KeOO
KGD
LTD

LTP

m

pm

MDA
MAPK
N(toplam)
NADH
NADPH
NIDDM
NMDA
NO

NOS
NO;
NOD fare

Giiney dogu path length

Goto Kakizaki siganlar

Gram

Guanozin trifosfat

Disektor ytiksekligi
Hematoxylin-Eosin

Hata katsayisi

Hidrojen peroksid

Insulin-like growth factor-I
Intraperitoneal

Intravenoz

c-Jun-NH,—terminal kinaz
Kontrol grubu

Kuzey bat1

Kuzey dogu

Kalinlik 6rnekleme orani

Kesit 6rnekleme orani

Kan glukoz diizeyleri

Long Term Depression

Long Term Potentiation

Metre

Mikrometre

Malondialdehid

Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinazlar
Toplam noron sayisi
Nikotinamid adenin dintikleotid
Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
Non Insulin Dependent Diabetes Mellitus
N-methyl-D-aspartate

Nitrik oksit

Nitrik oksit sentaz

Nitrojen dioksit

Non obese diyabetik fare

IX



OGTT Oral glukoz tolerans testi

OLETF Otsuka Long-Evans Tolushima Fatty

ONOO™ Peroksinitrit

ONOCOO~ Nitroperoksikarbonat

ORT Ortalama

PKC Protein kinaz C

PL Path length; denegin platforma ulasmak i¢in kullandigi yol
uzunlugu

PARP Poly(ADP)-ribose polymerase

PI-3-kinase Phosphatidylinositide 3-kinase

PKC Protein kinaz C

PLT Platform frekans

PT Probe trial

Q Disektor partikiil sayisi

>Q” Toplam disektor partikiil sayisi

RNA Riboniikleik asid

S grubu Sham grubu

SD Standart sapma

SH Standart hata

sn Saniye

SOR Serbest oksijen radikalleri

tort Ortalama kesit kalinligi

tPA Doku plazminojen aktivatorii

\% Velocity; denegin hizi

X0 Ksantin oksidaz



GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM) yiiksek kan sekeri veya hiperglisemi ile karakterize
bir grup metabolik bozukluklar1 kapsayan sistemik bir hastaliktir. Genel olarak
giiniimiizde tip 1 DM ve tip 2 DM olarak iki alt sinifa ayrilmistir. Bundan baska
diger spesifik DM tipleri bu siniflamaya eklenebilir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2000 y1l1 verilerine gére, diinya genelinde en az
yiiz yetmis bir milyon DM hastas1 bulunmaktadir. DM insidansi hizla artmakta ve bu
rakamin 2030 yilinda iki katina ulagsacagi tahmin edilmektedir (1). 1997 yilinda
yapilan arastirma sonuglaria gore Tiirkiye’de yaklasik {ic milyon alt1 yiiz bin DM
hastas1 bulundugu, fakat bunlarin 1 milyon 200 bininin teshisinin heniiz yapilmadigi

bildirilmektedir (2).

Diinya niiflisunun 6nemli bir boliimiinii etkileyen bu sistemik hastalik,
Ozellikle meydana getirdigi yaygin komplikasyonlar nedeni ile hastalarin yasamini
olumsuz etkilemektedir. Noropati, nefropati, retinopati diyabetin iyi bilinen
komplikasyonlaridir. Son yillarda diyabetin santral sinir sisteminde yol agtig1
norolojik komplikasyonlar {izerine ¢aligmalar artmistir. DM’ un, demans igin bir risk
faktorii olusturdugu, hippocampal sinaptik plastisiteyi etkiledigi, 6grenme ve

hafizada yetersizliklere yol actig1 bilimsel ¢calismalarla gosterilmistir (3-8).

Hippocampus’un 6grenme ve bellek olusumunda rol aldigi bilinmektedir.
Insanlarda ve hayvanlarda hippocampus lezyonlari, bilgilerin kisa siireli bellekten
uzun siireli bellege aktarilmasinda ¢esitli sorunlara yol acar ve bdylece yeni bilgilerin

depolanmas1 engellenmis olur (9).

DM’un hippocampus, Ogrenme ve bellege etkileri ile ilgili deneysel
caligmalar yaymlamis olmasina ragmen hippocampus pyramidal néron sayis1 iizerine
etkisi ve noron sayisinin 6Zrenme ile olan iliskisine dair heniiz bir c¢alisma

yaymlanmamuigtir.



Bu ¢alisma, deneysel olarak diyabet olusturulmus siganlarda su tanki testi ile
uzaysal Ogrenme-bellegi degerlendirmek ve hippocampus pyramidal ndron
sayisindaki degisiklikleri stereolojik yontemlerden Optik Parcalama Yontemi ile

ortaya koymak tizere planlanmigtir.



GENEL BIiLGILER

OGRENME VE BELLEK TANIMI, SINIFLANDIRILMASI

Canli davranisi genler ve ¢evre arasindaki etkilesimin bir sonucudur. Canlilarda
cevre, 0grenme ve bellek mekanizmalarint etkileyerek davranisi degistirebilir.
Ogrenme, ¢evre hakkinda bilgi edinmeye verilen isim iken; bellek bu bilginin kayit
edildigi, saklandig1 ve geri cagrildigi bir mekanizmadir. Canlilarda yasamsal olan

pek ¢ok davranig 6grenilmis davranislardir.

Epileptik nobetlerin tedavisi i¢in yapilan cerrahi operasyonlarda, formatio
hippocampalis, amygdala ve temporal korteksin multimodal asosiasyon alanlari
bilateral olarak cikartildiktan sonra hastalarin ndbetlerinin sikliginin azaldigi ve
ilagla kontrolii saglandigi, fakat hastalarin yeni kalict bellek parcalari olusturma
yetenegini kaybettigi saptanmistir. Bu tiir hastalarin sartlanma, aliskanlik ya da
sensitizasyon gibi 0grenmenin refleksif olarak gergeklestirildigi durumlarda bilgiyi
edinebildikleri ve saklayabildikleri gosterilmistir (10,11). Yine cerrahi veya hastalik
nedeniyle limbik assosiasyon alanlarinda siddetli hasarlar1 olan hastalar da benzer

bellek defektlerini gdstermektedirler.

Bu verilere dayanarak iki tip bellegin oldugu ileri siirtilmiistiir (Sekil 1).
Bunlardan birisi implisit (nondekleratif, ortiik, ifade edilemeyen) bellektir. Refleksif
motor ve algisal becerileri igerir. Bilingsiz olarak geri cagirilabilir. Diger bellek tipi
ise eksplisit (dekleratif, acik, ifade edilebilir) bellektir. Implisit bellek rijittir ve
bilginin kazanildig1 orjinal uyarimin varligr geri ¢agirma icin gereklidir. Eksplisit

bellek oldukga esnektir ve pek ¢ok parcanin assosiyasyonunu gerektirir (10,11).



Eksplisit bellek

Eksplisit bellek episodik (olaylar ve kisisel tecriibelerle ilgili bellek) ve
semantik (gergekler ile ilgili bellek) bellek olarak siniflandirilabilir. Bununla birlikte
iki tip eksplisit bellek te bilingli olarak ve agik bir sekilde ifade edilebilir.Ornegin;
‘gecen yaz anneannemi yazlik evinde ziyaret ettim’ (episodik bellek) veya ‘metal

sudan daha agirdir’ (semantik bellek).

Uzun Siireli Bellek
Eksplisit bellek Implisit bellek
(declarative, agik bellek) (nondeclarative, ortiik bellek)
Hazirlama  Prosediirel Assosiyatif 6grenme Nonassosiyatif
Semantik Episodik (priming)  (yetenekler,  basit ve klasik ogrenme,
bellek bellek huy ve kosullanma aliskanlk ve

(gergekler) ______ (olaylar) gelenekler) /\ sensitizasyon

Emosyonel  Iskeletsel,

cevaplar kassal
cevaplar
Me dilslp fecrils(iﬁ lob Neokorteks Striatum Amigdala  Cerebellum  Refleks yollar

Sekil 1: Uzun siireli bellegin siniflandirilmasi ve ilgili beyin boltimleri (11)

Eksplisit bellek gorsel, isitsel ve somatik bilgilerin sentez edildigi pek ¢ok
assosiasyon korteksinin (prefrontal, limbik ve parieto-occipital-temporal korteksler)
bir veya daha fazlasinda isleyen siirecler ile kazanilir. Bilgi buralardan
parahipokampal ve perirhinal kortekslere ve sonra entorhinal kortekse, gyrus

dentatus’a, hippocampus’a, subiculum’a ve tekrar entorhinal kortekse aktarilir. Bilgi



entorhinal korteksten tekrar parahipokampal ve perirhinal kortekslere ve son olarak

neokorteksin assosiasyon alanlarina doner (Sekil 2 ve Sekil 3) (11).

Dentate
gyrus \T P

Parahippocampal
cortex

cAZ | b |
o | ippocampus

Subiculum

Entorhinal
cortex

Sekil 2: Bellegin depolanmasinda gorevli olan medial temporal lob

kaynaktan degistirilmeden alinmaistir)

yapilar1 (11.

Gyrus dentatus

Perforant
yolak Yosunsu lifler
yolag1
Hippocampus-
j Parahipokampal / CA3
Assosiasyon | » korteks > .
alanlar1 Entorhinal l Schaffer kollateral
(frontal, korteks yolagt
temporal ve \
parietal > Perirhinal > Hippocampus-
korteks) korteks CAl
A
Subiculum

Sekil 3: Formatio Hippocampalis’in organizasyonu (11)



Eksplisit bellegin depolanmasi

Episodik ve semantik bellegin uzun siireli depolanmasi, baglangigta duyusal
bilginin isleme tutuldugu korteksin bir veya daha fazla assosiasyon alanlarinda
meydana gelir. Hippocampus uzun siireli bellek icin gecici bir istasyondur. Yiizii
goriilen bir insanla ilgili bilgilerin depolanmasini saglayan gorsel assosiasyon
alanindaki yiizler ile ilgili olan hiicreler diger alanlarla baglantilar yaparlar. Bdylece
hippocampus ayn1 zamanda bir kisi hakkinda genis olarak islenmis bellegin cesitli

komponentlerini de bir arada tutmaya yarar.

Hippocampus uzun siireli bellegin ilk basamagidir da denilebilir. Daha sonra
bilgiyi neokorteks’in depolama sistemlerine transfer eder. Assosiasyon alanlarinda
lezyonu olan hastalar yiizleri, yerleri, nesneleri tanimada gii¢liik c¢ekerler. Farkli
assosiasyon alanlarinda lezyonlari olan hastalar hem semantic hem de episodic

bellekte spesifik bozulmalar gosterirler (11).

Eksplisit bellegin siirecleri

Eksplisit bellek birbiriyle iligkili fakat birbirinden ayri dort siirecin sonucu

meydana gelir; kodlama, pekistirme, depolama, geri ¢agirma.

1) Kodlama; Yeni edinilen bilginin farkina varildigi (duyu organlar1 araciligi ile
algilanmasi) ve islendigi bir siiregtir. Kodlamanin siiresi ve dogasi yeni
Ogrenilen bilginin daha sonra ne kadar iyi hatirlanabilecegini belirler.
Bellegin kalici olmast ve iyi hatirlanilabilmesi i¢in bilgi diizgiin olarak
kodlanmalidir. Bunu gergeklestirebilmek i¢in  bilgiye dikkatin verilmesi,
daha Onceden edinilmis bellek ile sistematik ve anlamli olarak
iligkilendirilmesi gerekir.

2) Pekistirme; Yeni edinilmis ve hala labil olan bilginin uzun siireli saklanmasi
icin daha stabil hale gelmesine neden olan bir siiregtir. Bellegi uzun siire
saklamak icin gen ekspresyonunu, yeni proteinlerin sentezini i¢eren yapisal

degisikliklerin meydana geldigi bir siirectir (11).



Kisa siire 6nce edinilmis bilgi, assosiasyon korteksi’nde kodlanir ve anlamlilik

acisindan degerlendirildigi daha ileri assosiasyonlara maruz birakildigi, daha

once olugmus bilgi ile entegre edildigi ve pekistirilmesine yol agacak uyarilarla

islendigi limbik sisteme aktarilir (10).

3) Depolama; Bellegin uzun siire bekletildigi mekanizmalari ve yerleri igeren bir
stirectir. Uzun siireli bellegin 6nemli bir 6zelligi sinirsiz bir kapasiteye sahip
olmasidir. Buna karsin kisa siireli bellegin kapasitesi ¢ok sinirhidir (11).

Bilgi assosiasyon korteksi boyunca depolanir. Limbik sistemin bilesenleri

(hippocampus ve entorhinal korteks gibi ) depolama ve belki de geri ¢agirma

sirasinda bu bilgiyi birlestirme (baglama) i¢in gereklidir. Sol hemisferin temel

olarak sozel ve genel bilgiyi (semantik bellek), sag hemisferin ise temel olarak
sozel olmayan veya otobiyografik bilgiyi (episodik bellek) depolamasi seklinde

bir hemisferik asimetrinin bulundugundan s6z edilmektedir (10).

4) Geri c¢agirma; Depolanmis bilginin geri ¢agirilmasina ve kullanilmasini
saglayan bir siirectir. Geri ¢agirma farkli yerlerde depolanmis birbirinden
farkl tiir bilgileri bir araya getirebilmeyi igerir.

Bilgi en etkin olarak edinildigi ortam ile ayn1 ortamda ve ayni isaretlerin

varhiginda geri ¢agirilabilir. Bilgi depolandiktan sonra geri ¢agirilan bilgi orijinal

olarak saklanmis bilginin tam bir kopyasi degildir. Ge¢mis tecriibeler beyinin

gecmisteki durumu tekrar olusturabilmesi i¢in kullanilir (11).

Bilginin geri ¢agirilmasinin prefrontal ve temporal korteksin anterior

boliimlerinden kaynaklanan bazi tetikleyici mekanizmalara bagli oldugu

distiniilmektedir (10).

Eksplisit bellegin zamansal parametrelere gore siniflandirilmasi

Hering ve Ebbighaus kisa siireli bellek ve uzun siireli bellegi birbirinden
ayirmistir. Atkinson ve Shiffrin’in daha ileri boliimlemesi ise sOyledir:
1. Cok kisa siireli bellek (ikonik bellek)
2. Kisa siireli bellek (¢aligma bellegi)
3. Uzun siireli bellek



Cok kisa siireli bellek, milisaniyeleri kapsayan bir siirectir (6rn; retinanin koni

ve ¢ubuklarinda bir fotopigmentin kaybolmast).

Kisa siireli bellek (¢alisma bellegi) ozellikle Bradley’in ‘calisma bellegi’
kavramini ortaya atmasindan sonra, bilim diinyasinin daha fazla ilgisini ¢ekmistir.
Calisma bellegi bilginin aktif bigimde ¢evrim i¢i tutulmasi ve maniiplasyonuna
karsilik gelir ve depolanmig bilginin geri ¢agrim i¢in hazirlanmasinmi da igerir. Bilgi
birgok kortikal alana dagilmistir. Ancak bilgiyi gilincel tutan yapilarin daha c¢ok

pariyetal ve dorsolateral prefrontal korteks’te yer aldig1 diistiniilmektedir.

Uzun siireli bellek ise bilginin dakikalar ile on yillar arasindaki siireyi

kapsayacak sekilde ¢evrim dis1 tutulmasina karsilik gelir (10).

Limbik sistem

Ogrenme ve bellek limbik sistem de dahil olmak {izere santral sinir sisteminin
pek cok bolgesini ilgilendirilen kompleks yapilardir. Limbik sistem ilk olarak 1937
yilinda Papez tarfindan tanimlanmistir ve Papez Donglisli olarak adlandirilmistir
(12). Papez tarif ettigi dongiliniin daha ¢ok emosyonlarin analizinde rol aldigim
diisiiniiyordu. Daha sonra yapilan arstirmalar bu yapinin bilginin uzun siireli bellege
aktarilmasinda O6nemli rol oynadigini gostermistir (10). Bu dongliye gore, bilgi
cingulum aracilif1 ile gyrus cinguli’den formatio hippocampalis’e buradan forniks
araciligi ile corpus mamillare’ye (hypothalamus’un bir boéliimii), corpus
mamillare’den tractus mamillothalamicus aracligi ile nuclei anteriores thalami’ye,
nuclei anteriores thalami’den gyrus cinguli’ye, gyrus cinguli’den cingulum araciligi

ile tekrar formatio hippocampalis’e aktarilir (13).

Limbik sistem konsepti daha sonra Paul Mac Lean tarafindan hypothalamus’un
boliimlerini, area septalis’i, nucleus accumbens’i (striatum’un bir pargasi) ve
orbitofrontal korteks gibi neokortikal alanlar1 ve 6zellikle amygdala’y1 da icerecek

sekilde daha da genisletilmistir (Sekil 4) (13).



Limbik sistemde 6zellikle de Papez Dogiisii’'nde yer alan yapilarin iki tarafli

olarak hasar1 agir bellek bozuklugu ile sonuglanir (10).

Prefrontal korteks Assosiasyon korteksi

l b

Gyrus cinguli

t

Nuclei anteriores
thalami

1 ,

<

Corpus ¢
mamillare Formatio
hippocampalis
—
Hypothalamus l
— < | Amygdala

Sekil 4: Limbik sistem (13)

Papez tarafindan tanimlanan dongii kalin oklarla gosterilmis, ince oklar ise daha sonra tanimlanan
baglantilar1 gostermektedir. Amygdala’y1 limbik yapilara baglayan yolak gdsterilmistir. Formatio

hippocampalis ve assosiasyon korteksi arasindaki karsilikli baglantilar gosterilmektedir (13).

FORMATIO HIPPOCAMPALIS

Formatio hippocampalis hippocampus, gyrus dentatus, subiculer complex

(subiculum, presubiculum ve parasubiculum) ve entorhinal korteks’ten olusur (14).



Gyrus dentatus

Formatio Hippocampalis’i olusturan yapilarindan birisi olan gyrus detatus
insanda alt tarafinda subiculum, iist tarfinda ise medialde fimbria ve fornix ile daha
lateralde ise hippocampus ile iliskilidir. Distan i¢e dogru polimorfik tabaka, graniiler
hiicre tabakasi ve molekiiler tabaka’dan olusan {i¢ tabakali bir korteks yapisidir. Esas
hiicre tipi graniiler hiicrelerdir ve gyrus dentatus’un afferent projeksiyonunun biiyiik
bir boliimiinii alirlar (temel olarak entorhinal korteks’ten) ve unipolar dendritleri

molekiiler tabakaya kadar uzanir (14).

Gyrus dentatus’un hilus’u atnali seklindeki graniiler hiicre tabakasinin kollar1
arasinda uzanan genis ve daginik sekilde yayilmis polimorfik hiicrelerden olusan
hilal bi¢imli alandir. Hilus, Lorente de No tarafindan tanimlanan hippocampus CA4

alanina uyar (15,16).

Subikuler kompleks

Subiculer kompleks’in subiculum, presubiculum ve parasubiculum olmak tizere
tic boliimii vardir (13). Subiculum’un bir ucu hippocampus ile komsudur (17). Diger
ucu ise presubiculum ile devamlidir. Subiculum komsu hippocampus boliimii (CA1)
ile hemen hemen ayn1 boyutta pyramidal hiicreler igerir. Bu hiicreler daginik olarak
bulunurlar bu nedenle CAl’dekilere gore yogunluklari daha az olacak sekilde
paketlenmislerdir (15). CAl/subiculum sinir1 temel olarak pyramidal hiicre

tabakasinin birden genislemesi ile ayirt edilir (17).

Entorhinal korteks

Entorhinal korteks (Broadman’in 28. alani) rostralde amygdala’nin 6n sinirina
kadar uzanir. Kaudalde hippocampal alanlarin bir kismi ile Ortiigiir. Entorhinal
korteks’in daha primitif diizeyleri (amygdala’ nin alt kisim1) bulbus olfactorius’tan
afferent lifler alirken daha kaudaldeki alanlar1 genel olarak primer olfaktor impulslar

almaz. Amygdala’dan, prepriform korteks’ten, temporal ve frontal lobun assosiasyon
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alanlarindan afferent lifler alir. Alt1 tabakalidir fakat diger neokortikal alanlardan

tamamen farklidir (14, 18).

Hippocampus

Hippocampus subiculum ve gyrus parahippocampalis’in medialinde,
ventriculus lateralis’in cornu inferius’u boyunca kivrilmig bir kabariklik olusturacak
sekilde uzanir. Deniz atina benzemesi nedeniyle hippocampus (deniz at1) denilmistir
(14). Hippocampus ko¢ boynuzuna benzedigi i¢in cornu ammonis (CA)’de

denilmektedir (18).

Hippocampus insanda yaklasik bes santimetre uzunlugundadir. On ucu genistir
ve burada kenarinda bir veya ii¢ yiizeysel oluk bulunabilir. Bu oluklar penge benzeri
goriinime neden oldugu i¢in 6n ucuna pes hippocampi denilir. Hippocampus’un
kesiti C harfi seklindedir. Ventrikiil bosluguna bakan yiizii konvekstir ve ependim
hiicreleri ile kaphdir. Altinda hippocampus’da bulunan sinir hiicrelerinin aksonlar1
alveus’u olusturur. Bu lifler hippocampus’un medial kenarina dogru uzanarak, bir
kenar seklinde olan fimbria hippocampi’yi olustururlar. Gyrus dentatus ve
hippocampus arasinda bulunan fimbria hippocampi arkada crus fornicis olarak uzanmr

(14, 19)

Hippocampus’un yogun olarak paketlenmis ince pyramidal hiicre tabakasi
belirgin olarak iki alana ayrilabilir; genis hiicreli proksimal alan ve kiiciik hiicreli
distal alan. Cajal bu iki alan1 sirasiyla regio superior (iist bolge) ve regio inferior (alt
bolge) olarak tanimlamistir. En sik kullanilan ve kabul goren ise Lorento de No’nun
hippocampus’u ii¢ alana ayirarak (CA1, CA2 ve CA3) yaptig1 isimlendirmedir. Bu
isimlendirmeye gore hippocampus’un CA3 ve CA2 alan1 Cajal’in genis hiicreli regio
inferior’unun karsilgr iken; CA1 alani kiigiik hiicreli regio superior’unun karsiligidir

(15,17).

CA3, gyrus dentatus’un hilus’una komsudur. CA1, subiculum ile komsudur.
CA2, Lorento de No’ nun tanimladig1 gibi CA3 ve CAl arasinda bulunan sinirlt bir

hiicresel alandir. CA1 ile CA2-CA3 arasindaki smir hiicre organizasyondaki ve
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boyutundaki keskin degisim ile tanimlanir (14-16). CA2 alan1 genellikle CA3’e ait
olarak kabul edilmektedir ¢iinkii klasik boyama ydntemleri ile boyanmis kesitlerde

bu iki alan arasindaki sinir belirgin degildir (20).

Hippocampus’un histolojisi

Hippocampus ii¢ tabakali bir archicortex yapisidir. Bir pyramidal hiicre

tabakasi ile bu tabakanin {istiinde ve altindaki pleksiform tabakalardan olusur (14).

Hippocampus’un tabakalar1 i¢cinde laminer bir organizasyon tanimlanmistir ve
bu tanimlama sik olarak kullanilmaktadir (14). Genel olarak hippocampus’un biitiin
alanlarinda laminer organizasyon benzerdir (17). Bu tamimlamaya goére ventrikiiler
ylizeyden baslayarak su yapilar bulunur (14).

1. Alveus; Subiculer ve hippocampal pyramidal hiicre aksonlarini igerir. Bu
aksonlar fornix’in fimbria’si1 lizerinde bir araya gelirler.

2. Stratum oriens; Temel olarak pyramidal hiicrelerin bazal dendritlerini ve
birkag interndron igerir.

3. Stratum pyramidalis; Hippocampus’un temel hiicre tipi olan pyramidal
hiicre tabakas1 olarak adlandirilir.

4. Stratum lucidum; Gyrus dentatus’tan gelen ve CA3’te bulunan pyramidal
hiicrelerin proximal dendritleri ile sinaps yapan yosunsu liflerin aksonlarini igerir.
CA1 ve CA2’de bulunmaz. Hiicresiz bir tabakadir. Stratum lucidum’un distal ucunda
yosunsu liflerin temporale dogru kivrildig1 yerde bir miktar kalinlasma olur. Bu ‘end
bulb’ CA3 ile CA2 arasindaki sinir1 belirler

5. Stratum radiatum; CA3’te stratum lucidum’un, CA1 ve CA2’de stratum
pyramidale’nin hemen altinda bulunur. Stratum radiatum, CA3’teki pyramidal
hiicreler ile yine CA3’te bulunan pyramidal hiicreler arasindaki assosiasyonel
baglantilarin ve CA3’teki pyramidal hiicreler ile CAl’deki pyramidal hiicreler
arasindaki baglantilar olan Schaffer kollateralleri’nin bulundugu yerdir.

6. Stratum lacunosum moleculare; Bu tabakada entorhinal korteks’ten gelen
perforant yolagin lifleri hem ilerler hem de sonlanirlar. Ayrica diger bolgelerden
(thalamus’un nucleus reuniens’i gibi) gelen afferent lifler de bu tabakada sonlanir

(14,17).
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Hippocampus’un embriyolojik gelisimi

Limbik lob korteks’in ilk olarak farklilasan boliimiidiir. Baglangicta hemisferin
medial ve inferior’'unda hemen hemen sirkiiler bir bant gériintimiindedir. Asagida ve
onde, tractus olfactorius’un sapinin baglandig1 yerde piriform alanin bir bolimiinii
olusturur. Fissura choroidea’nin kavisinin dis tarafindaki parca formatio
hippocampalis’i olusturur. Bu alana korteksin noral progenitorleri go¢ ederler ve
prolifere olurlar. Boylece hemisferin duvari kalinlasir ve ventrikiiliin medial tarafina
projekte olan bir kabariklik olusur. Bu kabarikhigin adi hippocampus’tur. Ilk basta
hemisferin medial duvar1 {izerinde goriiliir yavas yavas geriye dogru gider ve
piriform alanla yan yana oldugu polus temporalis bolgesine dogru kivrilir.
Hemisferin medial yliziinde yiizeysel bir oluk formatio hippocampalis’i bastan basa

gecer. Bu olugun adi sulcus hippocampalis’tir.

Hippocampus’taki hiicrelerin efferent lifleri medial kenar1 boyunca bir araya
gelirler ve fissura choroidea’nin hemen {izerinde ileri dogru yonelirler. Bu efferent
hipokampal lifler fimbria’y1r ve fornix’i olustururlar. Daha sonra iki hippocampus
lamina terminalis’in {ist bolimiinde fornix’ten fornix’e gecen lifler araciliiyla

birbirleriyle baglanti kurarlar. Bu lifler commissura hippocampi’yi olustururlar (21).

HIPPOCAMPUS VE EKSPLIiSIT BELLEK

Ogrenmenin hiicresel modelleri yeni bellek olusumlari igin néron’larda bazi
degisiklikler oldugunu var saymaktadir. Noron’un uyarilara karsi olusturdugu
cevabini degistirebilmesine ‘ndronal plastisite’ denir. Baska bir deyisle sinir
sisteminin gelisimsel ve ¢evresel durumlara oldugu kadar diger faktorlerin de
degismesiyle ortaya ¢ikan yeni durumlara yapisal organizasyonunu adapte etmesidir.
Ayn1 olayin ndronlar arasindaki sinapslarda meydana gelen formuna ise ‘sinaptik

plastisite’ denir.

Medial temporal lob sisteminin 6nemli bir komponenti olan hippocampus
eksplisit bellek olusumunda gorevlidir. Hiicresel diizeyde 6grenme ve bellek

mekanizmalarimin arastirildigi ¢alismalarda sinaptik plastisitenin iki formu olan
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hippocampal Long Term Potentiation (LTP) ve Long Term Depression (LTD) ¢ok
dikkat ¢cekmektedir (5).

Hippocampus’un 3 ana yolag vardir;

1. Perforant yolak; Entorhinal korteks’ten gyrus dentatus’un graniiler
hiicrelerine projekte olan lifler tarafindan olusturulur.

2. Yosunsu lifler yolagi; Gyrus dentatus’taki graniiler hiicrelerin
hippocampus’un CA3 alanindaki pyramidal hiicrelerine projekte olan
aksonlarini igerir.

3. Schaffer kollateral yolagi; Hippocampus’un CA3 alanindaki pyramidal
hiicrelerinin CA1 alanindaki pyramidal hiicrelerinde sonlanan eksitator

kollaterallerini igerir (22).

Ik olarak 1973’te Bliss ve Lomo bu yolaklardan herhangi birisinden kalkan
yiiksek frekansli bir stimulusun, hedef hippocampus hiicresinin eksitator postsinaptik
potansiyelinde saatlerce hatta giinlerce devam eden amplitiid artisina neden oldugunu
gostermistirlerdir. Yani hippocampus’taki yollarin yiiksek frekansli uyarilmasi
sinaptik etkinlikte uzun stireli bir artisa neden olur. Sinaptik etkinlikteki bu artisa
LTP denir (22, 23). Baska bir deyisle LTP sinaptik yolaklarin elektriksel

stimiilasyonuna bagl olarak sinaptik siddettin degismesidir.

Daha sonra LTP’nin ¢esitli neokortikal alanlar da dahil olmak iizere beyinin
diger bolgelerinde de olustugu gdosterilmistir. Fakat en sik olarak hippocampus’ta
calistlmigtir (23). LTP’nin uzun siire saklanabilen bellek olusumlarina uygun
zamansal Ozellikler gdsteren ilk ve tek sinaptik plastisite 6rnegi olmasi nedeniyle

bellekte rolii oldugu diisiiniilmektedir.

LTP olusumunun erken ve ge¢ olmak iizere iki faz1 bulunmaktadir;

1. LTP’nin erken fazi; bir ile ii¢ saat aras1 devam eder. Bu fazda yeni protein
sentezi bulunmaz.

2. LTP’nin ge¢ fazi; en az yirmi dort saat siirer. Yeni protein ve RNA sentezi

meydana gelir (22).
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Normal, diislik frekansli sinaptik gecis (bazal aktivite) sirasinda presinaptik
membrandan salinan glutamat hem N-methyl-D-aspartate (NMDA) hem de a-
amino-3-hidroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid (AMPA) reseptorlerine etki
eder. Istirahat halindeki membran potansiyelinde NMDA reseptorlerinin kanallari
Mg blokaji nedeniyle kapalidir. Bu durumda AMPA reseptorlerinin kanallar:
lizerinden hiicre igine Na™ ve K" akis1 olur (Sekil 5) (22).

|
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Sekil 5: Iki sinir hiicresi arasindaki normal sinaptik gecis (23 nolu kaynaktan

degistirilmeden alinmistir)

LTP olusumuna neden olan yiiksek frekansli uyariya bagl olarak postsinaptik
membran AMPA reseptor kanallarmin aktivitesi aracilii ile depolarize olur ve
NMDA reseptér kanalindaki Mg™ blokaji kalkar. NMDA reseptér kanalindan hiicre
icine Ca™ akis1 gergeklesir. Postsinaptik ugtaki Ca™ artist LTP olusumuna neden
olan Ca™ bagimh kinazlari (Ca™/kalmodulin kinaz ve protein kinaz C (PKC)) ve
tirozin kinaz Fyn’i aktive eder. Aktive olan Ca"*/kalmodulin kinaz, AMPA reseptor
kanallarin1 fosforile ederek, kanallarin glutamat’a olan hassasiyetini arttirir ayni
sekilde normal durumda sessiz olan bazi AMPA reseptorlerini de aktive eder. Bu

degisiklikler postsinaptik LTP nin siirdiiriilmesine katki saglarlar.

LTP olustuktan sonra tam olarak bilinmeyen mekanizmalarla postsinaptik
hiicreden, presinaptik ugta etki olugturan bazi geri donen haberci molekiiller salinir.
Farmakolojik ve genetik calismalar bu geri donen habercilerden bir tanesinin

hiicreden hiicreye gecebilen bir gaz olan nitrik oksit (NO) oldugunu goéstermektedir.
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Bu molekiiller presinaptik ugta glutamat saliniminmi arttirirlar ve hala uyar
geliyormus gibi aymi uyar1 i¢in glutamat salgisi1 devam eder. Yani LTP bir kez

olustugu takdirde kendi kendini devam ettirmektedir (Sekil 6) (22,23).

Induction of long-term potentiation
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Sekil 6: Sinaptik plastisitenin bir formu olan hipokampal Long Term Potentiation

olusumu (23 nolu kaynaktan degistirilmeden alinmistir)

Hiicre ici kalsiyum konsantrasyonlarinin siirekli artmasi adenil siklaz’1 aktive
eder. Adenil siklaz cAMP miktarini arttirarak, cAMP bagimli protein kinazi (cAMP
kinaz) aktive eder. Aktive olan cAMP kinaz hiicre ¢ekirdegine girer ve CREB
proteinini fosforile eder. CREB’de hedef genleri aktive ederek yapisal degisiklige
neden olan protein sentezini baslatir. Yeni sinaps olusumunda rol alan doku
plazminojen aktivatorii (tPA) ve beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF)
sentezlenir. Bu sentez sirasinda bazi transkripsiyon faktorleri (C/EBPype, gibi)

diizenleyici rol oynarlar (Sekil 7) (22).
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Sekil 7: Sinaptik plastisitenin bir formu olan hipokampal Long Term Potentiation un

erken ve gec¢ fazlarmin sinaptik modeli (23 nolu kaynaktan degistirilmeden

alinmistir)

Diger bir sinaptik plastisite formu olan LTD ise uzamis disiik frekansl
aktivitenin sinaptik siddette kalic1 azalmaya neden olmasidir. Sinaptik sensivitede
azalma meydana gelir. LTP’nin zittidir. ilk olarak hippocampus’ta gosterilmistir.
Daha sonra gyrus dentatus’ta, ¢esitli kortikal alanlarda ve cerebellum’da ¢alisilmistir

(23).

Streptozotosin  (stz) ile diyabet olusturulan sicanlarin  hippocampus

kesitlerinden yapilan kayitlarda, kontrol grubuna gore, yiiksek frekansli stimulusun
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LTP olusumunu azalttig1, diisiik frekensh stimulusun ise LTD olusumunu arttirdigi

gosterilmistir (5,7,24).

HIPPOCAMPUS’UN UZAYSAL OGRENMEDEKI ROLU

Sicanlar, fareler ve gilivercinler gibi c¢esitli hayvan tiirlerinin tabiatlarinda
davranislarini diizenleme ve idare etmede uzaysal bilgiyi kullanma egilimleri vardir.
Hippocampus ve ilgili yapilarin (entorhinal korteks, subiculum gibi) uzaysal bilgiyi
kullanmay1 gerektiren 6grenme ve bellek testlerindeki rolii pek cok c¢alismada
aragtirtlmistir.  Hippocampus lezyonlarinin  hayvanlarda ve insanlarda spontan
dikkati, uzaysal o6grenmeyi ve uzaysal bellek kullanimini bozdugu gosterilmistir.
Hippocampus hayvanlarin davranislarini diizenlemeleri ve kontrol etmeleri igin

uzaysal bilgiyi kullanmalarinda 6nemli rol oynar (25).

1971 yilinda John O’Keefe ve John Dostrovsky deneysel ¢aligmalar sirasinda
hippocampus’un hayvanin hareketiyle ilgili olarak meydana gelen kognitif bir harita
icerdigini gostermislerdir. Spesifik bir ortamda hayvanin lokalizasyonu pyramidal

hiicrelerin birbirlerinden ayr1 olarak uyarilmasiyla kodlanmaktadir (22).

Hippocampus’ta bulunan her bir pyramidal hiicre hayvanin ortamdaki
pozisyonunu kodlayan potansiyel ‘place cell’lerdir. Bu hiicrelerin ortamda
kodladiklar1 alanlar da ‘place field’ olarak adlandirilmaktadir. Hayvan ortamda
hareket etmeye basladiginda farkli place cell’ler uyarilir. Ornegin; hayvanin basi
alanin kuzeyine girdiginde sadece bir hiicre uyarilir. Boylece hayvanin nerede oldugu

hippocampal place cell’lerin bir boliimiiniin uyarilmasiyla belirlenir.

Hayvan yeni bir ortama girdigi zaman bir ‘place field” olusturmay1 diisliniir. Bu

‘place field’’ler dakikalar i¢inde bigimlenir ve haftalarca, aylarca sabit kalir.

Aym ‘place cell’’ler farkli ortamlarda farkli bilgiler i¢in yani birden fazla
uzaysal harita olusturulmasinda kullanilabilirler. Bdylece hippocampus uzaysal
bilginin primer komponent olarak kullanildig1 davranislarda ‘kognitif harita’ gorevi

goriir (22,25,26).
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Normal insanlarin beyinlerinde yapilan fonksiyonel goriintiilemelerde sag
hippocampus’ta kelimeler, nesneler, kisiler icin olan bellege gore uzaysal bellekte
daha yogun hippocampal aktivite gézlemlenmistir. Kelimeler, nesneler, kisiler i¢in
olan bellek dominant hemisfer’de bulunan sol hippocampus’ta daha yogun aktiviteye
neden olmustur. Bu fizyolojik bulgular, sag hippocampus lezyonlarinin uzaysal
oryantasyon sorunlarma yol acarken, sol hippocampus lezyonlarinin sozel bellek

defektlerine yol agmasini desteklemektedir (11,26,27).

Hippocampus uzaysal bellegin olusturulmasinda ve yon Ogrenilmesinde,
etraftaki nesnelerin referans alinarak kognitif haritanin olusturulmasinda (allocentric
kognitif map) 6nemli, belki de esas role sahip olmakla birlikte uzaysal 6grenmenin
diger elemanlar1 muhtemelen diger beyin yapilari tarafindan saglanmaktadir. Bu
yapilar kisa siireli bellek (¢calisma bellegi) i¢in frontal lob, uzaysal oryantasyon,
dikkat ve insanin veya denegin kendini referans alarak (egocentric, body-related
mapping) olusturdugu haritalama i¢in parietal korteksdir. Uzaysal bellegin islevinin
bu yapilarin hepsinin yliksek seviyedeki organizasyonuna bagli oldugu

diisiiniilmektedir (27).

DIABETES MELLITUS

DM, ortak 06zelligi hiperglisemi olan bir grup metabolik hastaliktir. DM un
siniflandirilmasinda son olarak, hiperglisemiye yol acan patojenik siire¢c temel
alinarak yapilan simiflama kullanilmaktadir. Buna gore tip 1 DM; Insulin Dependent
Diabetes Mellitus’un (IDDM), tip 2 DM; Non Insulin Dependent Diabetes
Mellitus’un (NIDDM) yerini almistir. Tip 1DM insiilin yetersizligi ve ketoasidoz
egilimi ile tanimlanmaktadir. Tip 2 DM c¢esitli derecelerde insiilin rezistansit ve
bozulmus insiilin sekresyonu ve asir1 hepatik glukoz iiretimi ile tanimlanan heterojen
bir grup bozukluktur. Diger 6zel DM tipleri ise genetik defekte, ekzokrin pankreas

hastaliklarina, endokrinopatilere, ilaclara ve gebelige bagl olarak gelismektedir (28).
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Genel olarak DM tanisi ii¢ sekilde konulabilmektedir:

1. Diyabet semptomlar1 ve rasgele plazma glukoz konsantrasyonu >200mg/dL

(>11.1mmol/l). Rasgele kelimesi ile giiniin herhangi bir zamani, diyabetin

klasik semptomlar1 ile poliiiri, polidipsi ve agiklanamayan kilo kayb1

kastedilmektedir.

2. Aglik plazma glukozu >126mg/dL (=7mmol/L). Aclik, en az 8 saat siiren

gida aliminin olmadigz siireyi belirtmektedir.

3. 75 gr oral glukoz tolerans testi’nin (OGTT) 2. saatinde plazma glukozu

>200mg/dl olmasi (29,30).

Diabetes Mellitus’un epidemiyolojisi

2000 yilinda Diinya Saglik Orgiitii’ niin verilerine gore, diinya genelinde en az
yliz yetmis bir milyon DM hastas1 bulunmaktadir. DM insidansi hizla artmakta ve bu
rakamin 2030 yilinda iki katina ulasacagi tahmin edilmektedir (1). Tiim diyabet
olgularinin %90-95’1 tip 2 diyabetlidir ancak hiperglisemi derece derece gelistigi ve
siklikla hipergliseminin klasik semptomlarina yol agmadigi i¢in toplumda etkilenmis
bireylerin % 50’ sinden fazlasinin tani almadig1 tahmin edilmektedir. Bu nedenle net
insidanstan s6z edilememektedir ve prevelansa yonelik ¢alismalarin daha gilivenilir
oldugu kabul edilmektedir. Tip 1 DM tiim diinyada ve tiim toplumlarda
goriilebilmektedir (2,31).

Diabetes Mellitus’un etyopatogenezi

Tip 1 DM: Tip I diyabet pankreatik B hiicrelerinin otoimmiin destriiksiyonu ile
karakterizedir ve insiilin defektine yol agar. Neticede bu hastalarin hayatlarin1 devam
ettirebilmeleri i¢in insiilin tedavisi gereklidir ve tedavinin kesilmesi ketoasidoza yol
acar. Tan1 sirasinda hastalarin % 85-90’1inda insiiline veya pankreas adacik hiicre

bilesenlerine kars1 otoantikorlar tesbit edilebilir.

Tip 2 DM: Tip 2 diyabet insiilin resistans1 ve relatif insiilin defekti ile
karakterizedir. Tedaviler insiilin rezistansini1 azaltmaya (diet, egsersiz, ila¢ tedavisi
gibi) ve endojen insiilin saliimini artirmaya yoneliktir. Insiilin tedavisi kesilse bile
hastalar ketoasidoza meyilli degillerdir, ¢iinkii az da olsa insiilin {iretimi vardir.
Patogenez, insiilin reseptoriine veya onun intraseliiler sinyal yolaklarindaki defekte

bagli ilerleyici insiilin direncine ve  hiicrelerinin kaybina baglidir (31).
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Diabetes Mellitus’un klinigi

Klasik semptomlar poliiiri, polidipsi, kas kaybi, kilo kaybi, polifaji halsizlik,
artmig enfeksiyon riski ve géorme bulanikligidir. Hastadan 6zellikle kilo, egzersiz,
etanol kullanimi, DM i¢in aile Oykiisii ve kardiyovaskiiler risk faktorlerinin
sorgulandigi tam bir dykii alinmasina dikkat edilmelidir (28).

Diabetes Mellitus’un komplikasyonlari

Diyabette goriilen komplikasyonlar akut ve kronik olarak 2 grupta incelenebilir.
Akut komplikasyonlar genellikle metabolik (ketoasidoz, nonketotik koma, asidoz
gibi) kokenlidir. Kronik komplikasyonlar1 kendi icerisinde DM’ye 06zgiin olan
(retinopati, nefropati, noéropati vb.) ve Ozgilin olmayan (infeksiyon, vaskiiler

hastaliklar vb.) seklinde ayirmak miimkiindiir.

Diyabetin her iki formu da gozleri, bobrekleri, kalbi, kan damarlarini ve
sinirleri etkileyen kronik komplikasyonlarla iliskilidir. Bu komplikasyonlarin ortaya
c¢ikis1 diyabetin siiresi ve metobolik kontroliin kalitesiyle iliskilidir ve kismen insiilin

tedavisi ile onlenebilir (31).

Diyabetik Ensefalopati;
DM noérofizyolojik ve ndroradyolojik degisikliklerle paralel yavas ilerleyen,
klinik olarak 6nemli kognitif degisikliklerle karakterizedir. Tip 1 ve tip 2 diyabet

hastalar1 pek ¢ok norofizyolojik testte performans bozukluklar: géstermektedir.

Tip 1 diyabetik hastalar 6grenme ve bellekte, problem ¢6zmede, mental ve

motor hizda bozulmalar gosterebilirler. Bu bozulmalar genellikle hafiftir fakat bazen

ciddi olabilir.

Tip 2 diyabetik hastalarda yapilan nérofizyolojik c¢alismalarin sonucunda
kompleks bilgi siireclerinde ve sozel bellekte hafif kognitif bozukluklar gosterdikleri
bildirilmistir (31).
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YUKSEK GLUKOZUN YOL ACTIGI OKSIDATIF VE
NITROSATIF STRES

Yiiksek glukoz, birgok hiicre tipinde oksidatif ve nitrosatif strese yol agar.
Hiicrenin yiiksek glukoz konsantrasyonuna tesbit edilebilen ilk cevaplarindan birisi
reaktif oksijen ve nitrojen radikallerinin iiretilmesidir. Yiiksek glukoz mitokondrial
elektron transport zinciri araciligl ile sliperoksid iiretimine neden olur. Elektron
transport zincirinin kompleks 3’te kesilmesine yol acar bu da molekiiler oksijenin
koenzim Q tarafindan siiperoksit anyonuna oksidasyonunun artmasina neden olur.
Boylece normalde iyi c¢alisan glukoz metobolizmasi, hiperglisemi gibi stres

durumlarinda, asir1 serbest radikal iiretimine ve oksidatif strese neden olur (Sekil 8).

Oksidatif ve nitrosatif stresin kombinasyonu ¢esitli hiicre tiplerinin
apoptozisine ve nekrozuna yol acar. Siiperoksit ve nitrik oksit’in birlikte {iretimi,
peroksinitrit (ONOQ7) iiretimine yol agar. ONOO™in protonlanmasi, hidroksil
radikali olusturmak iizere ayrigabilen peroksinitroz asid olusumuna sebep olur.
ONOO™in, karbon dioksid (CO) ile oksidasyonu sonucu yart émrii bilinmeyen bir
ara Uriin olan nitrosoperoksikarbonat (ONOCOQ") olusur. Bu kisa omiirlii radikalin
ayrismasi ile oksidasyon ve nitrasyon reaksiyonlarina neden olan nitrojen dioksit

(NO2") ve karbonat (COs") anyonlar1 olusur (32).

ONOO7, lipid peroksidasyonuna neden olur ayrica direkt olarak nokta
mutasyonu, ¢ift sarmalli yapinin kirilmas1 gibi oksidatif deoksiriboniikleik asid

(DNA) hasarina neden olur.

Yiiksek glukozun indiikledigi oksidatif stresin diger bir kaynagi polyol
pathway’idir. Burada glukoz, aldoz rediiktaz aracilii ile sorbitol’e indirgenir ve
bunun i¢in nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) kullanilir. Sorbitol daha
sonra sorbitol dehidrogenaz ile fruktoza c¢evrilir ve bu arada nikotinamid adenin
diniikleotid (NADH) iiretilir. NADPH’in kullanilmasi hiicre i¢in esansiyel bir
antioksidan olan ve NADPH’a bagimli olarak iiretilen indirgenmis glutatyon
olusumunu bozar. Indirgenmis glutatyon’un bulunmamasi DNA hasarina neden

olmaktadir.

22



Glukoz, reactive dicarbonyls glyoxal, methylglyoxal ve 3-deoxyglucosone
olusturmak i¢in oto-oksidasyona veya ayrisima ugrayabilir. Bunlar daha sonra
advanced glycation end products (AGEs) olusturmak iizere reaksiyona girerler bu da
hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Cesitli calismalarda AGEs’in nefropati, noropati ve
mikrovaskiiler hastalig1 i¢eren diyabetik patofizyolojinin mediatorleri oldugu kabul

edilmektedir (32).

glucose
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Sekil 8: Yiiksek glukozun indiikledigi oksidatif ve nitrosatif stresin olasi yolaklarini

gosteren sematik diyagram (32 nolu kaynaktan degistirilmeden alinmistir)

Polyol ve heksozamin yolaklarinin iiriinleri ve NADPH oksidaz gibi enzimlerin aktivitesi oksidatif
hasara neden olurlar. Glukozun mitokondrial siiperoksid {iretimini ve daha sonra nitrik oksid sentaz
(NOS) aktivasyonunu etkilemesi giiglii bir oksidan olan peroxynitrite olusumuna neden olur.
Perxynitrite daha sonra karbonat (CO;5™ ) anyonu ve nitrojen dioksid (NO," ) olusturmak {izere ayrisir.
Glukozun oto oksidasyonu ve dekompozisyonu, hiicresel proteinlerin ve lipidlerin hasarina neden olan

AGESs olusumuna yol agar (32).
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APOPITOZIS VE YUKSEK GLUKOZUN YOL ACTIGI
HUCRE HASARI iLE ILiSKiSI

Akut hasardan sonra tesadiifi olarak meydana gelen hiicre 6liimiinden farkl
olarak programlanmis hiicre Oliimii, apopitozis olarak bilinen farkli morfolojik
degisiklikler ile karakterize aktif bir siirectir. Kaspazlar (caspase) gesitli uyarilar
sonucu indiiklenen apopitozisi hem regiile eden hem de apopitozisi meydana getiren
bir proteaz ailesidir. Kaspazlarin ana hedefi aktive oldugunda DNA’nin
parcalanmasindan sorumlu olan bir DNAaz inhibitoriidiir. Kaspazlar hiicre
cekirdeginin membranimnina baglanarak DNA’nin  ve yapisal proteinlerin
parcalanmasina, hiicre iskeletinin bozulmasina ve hiicrenin parcalanmasina neden

olurlar.

Kaspazlar prekiirsor olarak sentezlenirler ve diger kaspazlar tarafindan
katalizlenen proteolitik ayrilma ile aktif hale gelirler. Caspase-9 memeli hiicrelerinde
apopitozisin baglamasinda anahtar role sahiptir. DNA hasari, growth faktor yoklugu
gibi hiicre oliimiini tetikleyen pek c¢ok stimulus mitokondri hasarina ve normalde
mitokondri membraninda buluna cytochrome ¢’nin stoplazmaya salinmasina neden
olur. Stoplazmada cytochrome ¢, Apaf-1’e baglanir ve apoptosome olarak
adlandirilan Apaf-1/caspase-9 kompleksinin olusmasina neden olur. Bu yap1 i¢inde
aktive edilen caspase-9 hiicre oliimiiyle sonuclanan o6zllikle caspase-3 gibi diger

kaspazlar1 aktive eder (33).

Mitokondrial apopitozis, sistein proteazlarinin aktivitelerini direkt veya
indirekt olarak aktive veya inhibe eden proteinler tarafindan diizenlenir. Apopitozis
diizenleyici bu proteinlerin homoloji gosteren birka¢ tanesi bcl-2 ailesi olarak
adlandirilirlar (32). Bcl-2 ailesi tliyeleri mitokondrial biitiinliigli ve cytochrome c
saliimini diizenlerler. Apopitozisi inhibe eden Bcl-2 ailesi iiyeleri (Bel-2 nin kendisi
gibi) cytochrome ¢ salinimini 6nlerlerken hiicre dliimiine neden olan Bcl-2 ailesi
tiyeleri mitokondrial membran hasarini, cytochrome c¢ salinimmi ve kaspaz

aktivasyonunu indiikleyerek etki gosterirler (33).
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Bulundurduklar1 Bcl-2 homolog (BH) alanlarinin tipleri ve sayilarina gore
tanimlanirlar. Cok sayida BH alanlar1 igeren ve pro-apoptotic proteinler olan Bax ve
Bak; birkac adet BH alan igeren ve anti-apoptotic etkili olan Bcl-2, Bel-w, Bel-XL ve
Mcl-1; bir adet BH alani1 i¢ceren Bim, Bad ve Bid ve olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar.
Sadece tek BH alan igeren proteinler Bcl-2’nin anti-apoptotic aktivitelerini direkt
baglanarak ve Bax-homo oligomer formasyonunu inhibe etmesini onleyerek inhibe

ederler.

Bax 25-kDa agirhiginda bir proteindir ve mitokondrial membran
permeabilitesini arttirarak cytochrome c¢ salinimina ve Apaf-1 ile birlikte apoptosome
olusumuna neden olur (32). Apaf-1/caspase-9 kompleksi apoptosome olarak
adlandirilir ki bu yapi icinde caspase-9 aktive edilmektedir. Aktive caspase-9
ozellikle caspase-3 gibi diger efektor kaspazlart aktive eder ve devam eden siirecte

hiicre 6liimii meydana gelir (33).

Bu mekanizmalarin bir kismi veya hepsi calisilan hiicre veya doku tipine
bagli olarak yiiksek glukozun indiikledigi apopitozis ile ilgilidir. Yiiksek glukozun
indiikledigi apopitozis ve oksidatif stres arasindaki iliski de aymi derecede

karmasiktir (32).

Yiiksek glukoz konsantrasyonlar1 ya direkt olarak ya da apopitosis signal
regulating kinase-1 (ASK1) aracilig1 ile c-Jun-NH,—terminal kinase (JNK) ve p38
gibi Bax oligomerizasyonuna ve mitokondriden cytochrome c salinimina neden olan
ve hiicresel strese cevap olarak aktive olan, mitogen activated protein kinase’lar1
(MAPK) aktive eder. Bunu apoptosome formasyonu, caspase-9 ve caspase-3
aktivasyonu takip eder. Ilaveten, artmis mitokondrial dis zar permeabilitesi kaspaz
kaskadini genisleten bazi apopitozis regulatorlerinin salinimina neden olur. Yiiksek
glukozun indiikledigi  apopitozise Smac/DIABLO’nun katkist  (apoptozis
proteinlerinin inhibitorlerinin (IAPs) antagonisti) burada belirtilmektedir fakat heniiz
kanitlanmamustir. Yiiksek glukozun indiikledigi oksidatif stres DNA hasarina neden
olur ve kismen associated speck-like protein (ASC) araciligr ile p53-iliskili
mekanizmalarla apoptosisi indiikleyebilir. Yiiksek glukoz, kalsiyum bagimli bir

proteaz olan calpain’i aktive eder. Calpain kaspaz bagimli ve bagimsiz mekanizmalar
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ile apopitozisi baslatabilir. Insulin-like growth factor-1 (IGF-I) gibi growth factor’ler
yuksek glukoz indiikli  apopitozisi Onleyebilir ve Ras/Raf-MEK/ERK veya
phosphatidylinositide 3-kinase (PI-3-kinase) ve proteine-serine/threonine kinase
(Akt) (PI 3-kinase/Akt) yolag: lizerinden etki gostermekte olduklar1 goériilmektedir.
IGF-I’in aktive ettigi Akt veya ERK, pro-apoptotic protein Bad’1 fosforilleyebilir

Bad fosforillenince Bax oligomerizasyonunu arttiramaz (Sekil 9) (32).

MAPK lar cesitli growth faktorlere ve diger sinyalci molekiillere cevaben
aktive olan protein-serine/threonine kinase’lar olarak adlandirilan bir protein
ailesidir. Okaryotik hiicrelerde genis kapsamli stimuluslara cevaben sinyal iletiminde
rol oynayarak hiicre yasamini, proliferasyonunu ve apopitozisini kontrol ederler
(32,33). Memeli hiicrelerinde en iyi karakterize edilmis MAPK’lar extracellular
signal-regulated kinase (ERK) ailesidir. ERK aktivasyonu, growth faktorler

tarafindan indiiklenen hiicre proliferasyonununda anahtar role sahiptir (32,33).

ERK aktivasyonu, Ras diye adlandirilan, guanozin trifosfat (GTP) baglayici
protein aracilifi ile growth faktor reseptorlerine baglanan iki protein kinaz araciligi
ile gergeklesir. Ras aktivasyonu, Raf protein-serine/threonine kinase aktivasyonuna
neden olur. Bu da MEK olarak adlandirilan ikincil protein kinazi fosforile ve aktive
eder. MEK, ERK ailesinin elemanlarini fosforilleyerek aktive eden bir protein
kinazdir. ERK aktive olunca diger protein kinazlari1 ve tanskripsiyon faktorlerini de

iceren c¢esitli hedefleri fosforillemektedir (33).

p38 MAPK ve JNK’lar, ERK ailesindendirler ve hiicresel strese cevap olarak
aktive olurlar (33).
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Sekil 9: Yiiksek glukozun indiikledigi apopitozis mekanizmast (32 nolu kaynaktan

degistirilmeden alinmistir)

DIYABET OLUSTURULMASINDA KULLANILAN
HAYVAN MODELLERI

Diyabet olusturulmasinda kullanilan hayvan modelleri, genetik predispozisyona
bagl olarak spontan diyabet gelisen ve deneysel prosediirler ile diyabet olusturulan

hayvan modelleri olarak ikiye ayrilabilir (Tablo 1) (34).

1.Genetik predispozisyona bagh spontan diyabet gelisen hayvan
modelleri

BB/Wor Sicanlar ve Non Obese Diyabetik (NOD) Fareler
BB/Wor sicanlar ve Non Obese Diyabetik (NOD) farelerde, pankreas P

hiicrelerinin immiin sistem aracilig1 ile yikimina bagl spontan olarak diyabet gelisir.

Yagamalarin1 siirdiirebilmeleri i¢in insiilin tedavisi gereklidir. NOD fareler
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ketoasidozise BB/Wor sicanlar’dan daha az meyillidirler. Bu iki model insanlardaki
tip 1 DM’a uyar.

Zucker sicanlar ve db/db fareler

Zucker sicanlar farkli cinslerden gelirler. Zucker fa/fa sicanlarin fa geninde
otozomal resesif mutasyon vardir. Bu gen leptin reseptoriinii kodlar. Hayvanlar
hiperfajik, hiperlipidemik ve obezdirler. Ayni zamanda periferal insiilin direnci,
hiperinsiilinemi ve bozulmus glukoz tolerans1 gosterirler. Hiperglisemi genellikle
orta siddettedir. Diyabetik Zucker sican (ZDF/DRT-fa) hiperglisemi i¢in inbred bir

fa/fa sican alt cinsidir.

db/db farelerin, diyabet (db) geninde otosomal resesif mutasyon vardir.
Farelerde bu gen, leptin reseptoriinii kodlayan gendir. Bu nedenle bu farelerin

Ozellikleri, fa/fa si¢anlarin 6zellikleri ile tam olarak benzerdir.

Zucker, db/db modelleri bazi agilardan tam olarak tip 2 DM’yi taklit etmelerine
ragmen her birinin altinda yatan genetik bozukluk, tip 2 DM hastalarindaki primer
bozuklugu karsilamaz. Otsuka Long-Evans Tolushima Fatty ( OLETF) sicanlar, Goto
Kakizaki (GK) si¢anlar ve Akita fareler genetik predispozisyona bagli olarak spontan
diyabet gelisen diger hayvan modelleridir (31,34).

2.Deneysel yontemler ile diyabet olusturulan hayvan modelleri

Deneysel diyabet olusturulmasi i¢in pankreatektomi, viriislere maruziyet ve
pankreas [ hiicrelerine sitotoksik ajanlarin uygulanmasi gibi c¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bunlardan en sik kullanilan1 pankreas B hiicrelerine spesifik olan

streptozotosin uygulamasidir (31,34).

STREPTOZOTOSIN ILE OLUSTURULAN DiYABET

Diyabetin patofizyolojisinin ve komplikasyonlarinin arastirildigi ¢aligmalarda
intravendz veya intraperitoneal olarak streptozotosin uygulanmasit c¢ok sik

kullanilmaktadir (31). Streptozotosin glukoz anologu olan glucosamine-nitrosourea
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(2-deoxy-2-[3-methyl-e-nitrosourido]-D-glucopyranose) bilesigidir. ilk kez 1960
yilinda Streptomyces achromogenes’den antibiyotik olarak elde edilmistir. Spesifik
olarak pankreatik B hiicrelerine hasar verici etkisi nedeniyle diyabetojenik etki
gosterir (35).

Streptozotosin, pankreas’in Langerhans adacik hiicrelerinden insiilin iireten 3
hiicrelerinde yiiksek miktarda bulunan GLUT-2 glukoz tasiyicisi aracilig ile hiicre
icine alinir. Streptozotosin’in toksik etkisi nicotinamide adenine dinucleotide (NAD)
seviyelerini azaltmasi, hiicre i¢inde serbest radikal olusumunu arttirmasi ve DNA ¢ift
sarmalinda kirilmalara yol agmasi araciligi ile ortaya cikar. Langerhans adacik
hiicrelerinden insiilin {ireten 3 hiicreleri fazla miktarda GLUT-2 glukoz tasiyicisi
eksprese etmelerinin yaninda diisiik miktarda NAD icermeleri nedeniyle de

streptozotosin’e oldukca duyarhdirlar.

Streptozotosin intraserebroventrikiiler uygulanmasindan sonra beyinde direkt
toksik etkilidir. Fakat kan-beyin bariyeri’nde GLUT-2 glukoz tasiyicilart yoktur. Bu
nedenle streptozotosin’in sistemik uygulanmasindan sonra beyine gegisi ve beyinde

direkt etkisi yoktur (34,36).

Streptozotosin ile diyabet olusturulan sicanlarin 6zellikleri

Streptozotosin diyabet modelinin yararlar, iyi karakterize edilmis olmasi ve

hangi yasta verilirse verilsin diyabet olusturmasidir.
Streptozotosin ile diyabet olusturulan siganlar hipoinsiilinemiktir, fakat
hayatlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in insiilin tedavisi gerekmez. Kan glukoz

seviyeleri 20-25 mmol/L diizeyindedir (normali; 5 mmol/L).

Diyabetik insanlarda oldugu gibi streptozotosin ile diyabet olusturulan

siganlarda da gdz, bobrek, kalp ve sinir sisteminde organ hasarlar1 goriliir (34).
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Streptozotosin ile olusturulan diyabetin kogniisyon ve sinaptik

plastisiteye etkisi

Streptozotosin ile diyabet olusturulan siganlarda ortaya cikan kogniisyon ve
hipokampal sinaptik plastisitedeki degisiklikler bildirilmistir. Bu hayvanlarin relatif
olarak kolay davranis testlerinde (pasif kaginma testi gibi) gdsterdikleri performans
etkilenmemis iken daha kompleks testlerdeki (su tanki testi gibi) performanslar
bozulmustur. Performans bozuklugunun diizeyi diyabetin siiresine ve hipergliseminin
siddetine baghdir ve insiilin tedavisi ile dnlenebilir, fakat tam anlamda bir diizelme

saglanamaz.

Streptozotosin ile diyabet olusturulan siganlarda uzaysal 6grenme testleri ve
LTP’de gozlemlenen degisiklikler arsindaki iliski pek ¢ok calismada bildirilmistir.
Streptozotosin ile diyabet olusturulan siganlardan diyabet olusturulmasindan alti
hafta sonra elde edilen hippocampus kesitlerinde LTP olusumunun bozuldugu
gosterilmistir. Bagka bir calismada streptozotosin ile diyabet olusturulan sicanlarda
diyabet olusturulmasindan sonraki altinct ve sekizinci haftalarda AMPA
reseptorleri’nin glutamat affinitesinin azaldigi fakat NMDA reseptorlerinin glutamat
affinitesinin degismedigi gozlemlenmistir. Fakat NMDA reseptorlerinin NR2B
komponentinin (bu komponentin LTP olusumunu kolaylastirdig: diistiniilmektedir)

sentezinin belirgin olarak azaldig1 gosterilmistir (31).

Tablo 1: Deneysel diyabet olusturulmasinda kullanilan hayvan modelleri (34)

Model Diyabet mekanizmasi Glukoz Insiilin

Stz diyabeti B hiicre toksisitesi " H

BB/Wor sigan B hiicre oto immunitesi " W

NOD mouse B hiicre oto immunitesi " H

Zucker fa/fa sigan Defektif leptin reseptorii =/1 "

Diyabetik Zucker sigan Hiperglisemi i¢in inbred fa/fa sigan " "

Db/db fare Defektif leptin reseptorii =; yaslatt 11; yasla]

GK sigan Glukoz intoleranst igin inbred i i

OLETF si¢an Defektif CCK-A reseptorii =; yaslat 1 yasla]

Akita fare Proinsiilin’in ~ yanhs kivrilmasi, B hiicre 1 yaslaf? l;yaslal|
destriiksiyonu?{

=; normal, 1 ; orta derecede artmus; 11; belirgin olarak artmus, |; orta derecede azalmus, | |; belirgin olarak azalmis
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SU TANKI TESTI

Yaklasik 25 yil 6nce Morris tarafindan, laboratuar ortaminda uzaysal 6grenme
ve bellegi degerlendirmek i¢in su tanki modeli tanimlanmistir (37). Zaman iginde
davranissal norobilimde en sik kullanilan modellerden biri olmustur. Arastirmacilar
pek cok farkli uygulamada Morris su tanki testinin pek ¢ok farkli tiplerini
kullanmaktadirlar. Model, su ile doldurulmus genis bir havuz ve havuz iginde
bulunan bir platformdan olusmaktadir. Denemeler siiresince hayvanlar goriiniir yada
sakli yerlestirilen platformu bularak havuzdan kag¢mayi Ogrenirler. Yillar iginde
Morris’in tanimladigi test i¢in “Morris ylizme havuzu”, “Morris maze”, “water
maze”, “Morris su tanki1” gibi ¢esitli adlandirmalar yapilmistir. Bu ¢alismada ise
testin adi  ‘su tanki testi’ olarak kullanilmistir. Genel olarak su tanki testinin
alternatif 6grenme ve bellek testlerine gore daha az karmasik ve protokollerinin daha
az zahmetli oldugu kabul edilmektedir. Su tanki testi goreceli olarak daha basit bir
test olmasina ragmen zaman i¢inde uzaysal Ogrenme ve bellegin

degerlendirilmesinde ‘altin standart’ olmustur (37,38).

Su tanki testi hayvanlarin bagka bir kagma yolu olmadigi varsayimiyla,
hoslanmadiklar1 bir ortamda kagis yolu aramalarina bagl olan bir testtir. Sicanlar da
dogal yiiziiciiler olmalarina ragmen sudan da kagmak isterler ve bunun i¢in ¢aba
harcarlar (39). Hayvanlarin suya daldirilmasi ve tuzaga diistiiklerini hissetmeleri
testin ilk asamalarinda bazi hayvanlar i¢in uyum problemi yaratabilir (37,38). Ancak
yapilan denemeler bu problemin deneme bloklar ilerledik¢e ortadan kalktigini

gostermektedir.

Su tanki yiizen hayvanin gorebilecegi sekilde duvarlarinda isaretler bulunan bir
odaya yerlestirilir. Test siiresince her giin tekrarlanan deneme bloklarinda
(acquisition bloklar1) hayvanlar 6nce su yiizeyinin {lizerinde daha sonra, uygulanan
protokole gore, su diizeyinin altinda olacak sekilde gizlenmis platformun yerini
saptayarak sudan kagmay1 6grenirler. Deneme bloklarindan sonra 6grenmenin test
edildigi prob trial denilen bir kez tekrarlanan bir uygulama daha yapilir. Bu
uygulamada platform havuzdan kaldirilir ve hayvan belirli bir siire havuzda serbest

olarak yiizdiriiliir. Platformun bulundugu kadranda gecen siire, platformun
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bulundugu alandan ge¢me sayilar1 gibi verilerle hayvanin uzaysal 6grenmesinin

dogrulugu degerlendirilir.

Denemeler boyunca hayvanlar sakli platformu bulmak i¢in temel olarak fi¢
strateji gelistirirler; kendisini platforma gotiiren 6grenilmis ardisik hareketleri
kullanabilir, kendisini referans alarak (platformun kendisine gore siirekli saginda
olmas1 gibi) platforma ulasabilir veya ortamdaki isaretlerin sekli, goriiniisii
hakkindaki bilgilerini kullanarak platforma go¢ eder. Hayvanlar 6grenilmis ardisik
hareketler ile ve kendilerini referans alarak platformu bulmalari ihtimallerinden

dolay1 her denemede farkli baglangi¢ pozisyonlarindan birakilirlar.

Su tanki testinin kuru ortamda yapilan 6grenme testlerine gore bir avantaji da
hayvanlarin kokuyu takip ederek yol alma ihtimalini en aza indirmesidir. Su tanki
testinin izlenmesi verilerin kamera yardimi ile kaydedilerek bilgisayar ortamina

aktarilmasiyla gerceklestirilir. Bu yolla deneysel yan tutma dnlenmektedir.

Arastirmacilar tarafindan su tanki testi sicanlardaki hippocampal lezyonlarin
etkilerine 0Ozel sensitivitesi olan bir yontem olarak gosterilmektedir (37,38).
Hippocampus hasar1 olan sicanlarin su tanki testinde performanslarinin bozuldugu

pek ¢cok caligmada gosterilmigtir (37-41).

STEREOLOJI

Stereoloji temel olarak kesitlerden yapilan incelemeler ile {i¢ boyutlu
mikroskopik yapilar hakkinda sayisal bilgi edinmeyi saglayan basit ve etkin
yontemler ile ilgili bir bilim dalidir (42). Bu yontemler ile beyinde toplam ndron
say1si, sinaps yogunlugu ve hacim hesaplamasi yapilabildigi gibi pek c¢ok histolojik
yapt da degerlendirilebilmektedir (43,44). iki boyutlu kesitler ii¢ boyutlu yapilar
hakkinda sadece istatistiksel olarak sayisal bilgi verirler. Bu istatistiksel bilginin
dogru veya tarafsiz olmasi i¢in kesitler ile ve kesitlerin elde edilis bi¢imi ile ilgili

olarak dikkat edilmesi gereken bazi detaylar bulunmaktadir (42).
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Stereoloji ile ilgili olarak istatistiksel anlamda siklikla kullanilan iki kavram
bulunmaktadir; ‘tarafsizlik’ ve ‘etkinlik’. Tarafsizlik ger¢ek degerden sistematik
sapma gostermeyen sonuclarin elde edilmesidir. Etkinlik ise en diisiik miktarda

zaman harcanmasindan sonra en diisiik seviyede degiskenlik gosteren verilerin elde

edilmesidir (42).

Stereoloji ilk kez 1961 yilinda Elias tarafindan kullanilmistir ve bu tarihten
itibaren bir ¢ok metod kullanilmustir. Onemli olan kullamlan ydntemin etkin ve
tarafsiz olmasidir. 1984 yilinda Sterio tarafindan tanimlanan ii¢ boyutlu sonda:
‘Disektor’ yontemi tanimlanmistir ve 1986 yilinda Gundersen ‘Optik Disektor’
fikrini One siirmiistiir. 1991 yilinda West, temel olarak yapilari bilinen ve dnceden
belirlenmis olasilikla rasgele 6rneklemeye dayanan ve stereoloji alaninda Gundersen
tarafindan kullanilmaya baglanilan ‘Fractionator’ Ornekleme prensibi ile Optik
Disektor’i kombine ederek Optik Parcalama YoOntemini ortaya koymustur. Optik
Parcalama analizi yapilan alanin boliimiiniin belirlenmis bir par¢asindan olusan tek
tip sistematik orneklemi i¢inde Optik Disektor ile noronlarin (diger hiicre tipleri,
organeller vb.) sayilmasi mantigindan olusmaktadir. Bu yontem ile tiim uygulamalar

i¢in tarafsiz bir degerlendirme saglamistir (20,43,45-47).

Stereolojik yontemlerin etkinliginin ana unsuru ‘Sistematik Rasgele
Ornekleme’ prensibidir. Ilgilenen yapilardaki tiim elemanlar esit olarak drneklenme

sansina sahitir (16,48).

Optik Parcalama Yontemi ndron sayisini degerlendirmede etkinligi ve
tarafsizlig1 nedeniyle ndérobilimde ‘altin standart’ olarak kabul gérmiistiir ve 6zellikle
de hippocampus’ta norolojik kantitatif ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir

(20).
OPTiK PARCALAMA YONTEMININ PRENSIiPLERI

Sistematik Rasgele Ornekleme;
Stereolojik yontemlerin temel prensiplerinden bir tanesi sistematik rasgele

ornekleme prensibidir. Klasik rasgele ornekleme ile kesitler herhangi bir siralama
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gozetmeksizin bir Onceki kesitten bagimsiz ve tamemen rasgele olarak secilir.
Sistematik rasgele oOrneklemede ise rasgele ve uygun olarak secilen kesitten
baslanarak yapinin uzunlugu boyunca sistematik olarak sabit ve dnceden belirlenmis
araliklarla secilen kesitlerle yapinin tamanu orneklenir. Onceden belirlenen
ornekleme araligi 6rneklemenin sistematik olmasini, ilk segilen kesitin rasgele bir
noktadan alinmasi ise Orneklemenin rasgele olmasini saglar. Sistemetik rasgele
ornekleme prensibi ilgilenen yapinin her bir noktasina esit olarak 6rneklenme sansi
tanir ve bu nedenle orneklemin yapiyr temsil edebilirligi artar ve gergek degere
sitematik bicimde yaklasilir (48-50). Ilgilenilen yapmin tamamindan uzun ekseni
boyunca se¢im yapildig1r icin klasik rasgele Orneklemeye gore daha etkin bir

yontemdir (46).

Tarafsiz bir ¢alisma i¢in sistematik rasgele Ornekleme her seviyede
uygulanmalidir. Yani organdan alinacak kesitlerde, kesitlerde inceleme yapilacak
alanlarda olmak iizere g¢alismanin her asamasinda sitematik rasgele Ornekleme
yontemi uygulanmalidir. Bu asamalarin herhangi bir yerinde se¢cim yapma hakki
yoktur aksi takdirde ¢aligma tarafli olur (51).

Optik Disektor;

Disektor yontemi (Oorschot ve arkadaglari tarafindan 1991°de tarif edilen
fiziksel disektor yontemi ile aymidir) kullanilarak sayim yapilirken nesnelerin kesitsel
profillerinin iki ayr1 kesitte bulunmasi ve incelemenin birbiriyle ayni iki mikroskopta
yapilmast gerekmektedir (47). Bu islemler 6rnekleme ve hiicre sayimi asamasinda
harcanilan zamani arttirmaktadir. 1986 yilinda Gundersen tarafindan ‘optik disektor’
fikri ortaya atilmistir (43). Bu yontem oldukga pratik ve etkin bir yontemdir pek ¢ok
stereolojik yontemin uygulanmasini kolaylastirir. Biiylik sayisal agikligi olan
mikroskop objektifleri kullanarak kalin histolojik kesitlerin optik olarak kesitlere
ayrilabilmesi esasina dayanmaktadir (46). Optik disektor yonteminde kullanilacak
kesitin kalinlig1 sayilacak partikiilin en uzun olanindan daha kalin olmalidir bu
nedenle ilk olarak relatif olarak kalin bir kesit elde edilmelidir. Bu deger yaklagik
olarak 40-60 um’dir (47). Kalin kesit i¢inde odagin diizlemi yukar1 ve asagi yani ‘z’
ekseni boyunca hareket ettirilerek elde edilen iki veya daha fazla ince parelel kesit

planlar1 ‘optik kesitler’ olarak adlandirilir. Yiiksek sayisal agikliklt immersiyon yagl
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merceklerin uygun sayisal acgiklig1 olan kondansorler ile birlikte kullanimi en ince

optik kesitleri elde etme olasiligini saglar (43).

Optik olarak kesitin i¢inde (z ekseninde) ilerlerken hiicrelerin kesitin hem
altinda hem de {istiinde ilk goriildiigii odak diizlemleri arasindaki uzaklik ‘kesit
kalinligr’m verir (52). Isik mikroskobununda kesit i¢cinde optik olarak ‘z’ ekseni

boyunca ilerlerken bu eksendeki hareketin seviyesi elektronik mikrokator yardimiyla

belirlenebilir (43).

Kesitlerin alinmasi sirasinda kesit ylizeylerinde kesilmis veya kesilmemis
hiicrelerin bulunmasi veya bazi hiicrelerin diismesi sonucunda bosluklar olugmasi
gibi nedenlerle hiicre sayimi yapilirken z ekseni boyunca kesitin {ist ve alt yiizlerinde
daha onceden belirlenen mesafelerde hiicre sayimi yapilmayan mesafeler birakilir.
Bu mesafelere ‘iist ve alt giivenlik kusaklar1® denilir (16,46,53). Ust ve alt giivenlik
kusaklarinin birakilmasindan sonra z ekseni boyunca sayim yapilan disektor
ornekleme alanina ‘disektor ytliksekligi’ (‘h’) denir. Kesitin iist ve alt yiizlerinden 3-
Sum kesit i¢ine dogru gidilmek suretiyle iist ve alt giivenlik mesafeleri birakilarak
geri kalan disektor ornekleme (veya optik kesit) alaninda sayim yapilabilir (53).
Diger bir yontem de kesitin {ist yiizeyinden 3-5 pm mesafe birakarak daha 6nceden
belirlenilen disektor yiiksekliginde (6rnegin; 10 um,15 um,20 pm...vb) sayim yapilir
ve kesitin kalinliginin alt tarafinda kalan mesafe birakilir. Bu disektor yiiksekligi
sayimmi1 yapilacak hiicre tipinin 6zelligine gore uygun gozlem yapilabilecek sekilde
secilir. Disektor yliksekligi boyunca ilerlenirken goriintii alanina giren partikiiller
‘disektor partikiilii’ olarak sayilirlar (16,20,52,53).

Tarafsiz Sayim Cergevesi;

Stereolojik metodlarin uygulanmast asamasinda kesit alaninda yapilan
orneklemelerden birisi de tarafsiz sayim c¢ergevesinin kullanilmasidir. Ciinkii
hiicreleri ancak bu seviyede, yani biiyiitiilmiis halde rahatlikla tanimlanabilir. Kesit
alanlarindan elde edilen goriintiiler hiicrelerin kendileri degil onlarin iki boyutlu
profilleridir. Goriintii alanindaki bu profillerin tarafsiz olarak 6rneklenerek sayilmasi
1977 yilinda Gundersen tarafindan gelistirilen ‘tarafsiz sayim cergevesi’ ve sayim
kuralinin uygulanmas: ile saglanabilir. Bu cergeve ile yapilan partikiil sayimlarinin

tarafsiz oldugu kanitlanmistir. Tarafsiz sayim gercevesinin sol ve alt kenarlar1 kalin
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ve devamli ¢izgilerle ¢izilmistir ve yasak kenarlardir, sag ve iist kenarlarn kesikli
cizgilerle cizilmistir ve serbest kenarlardir. Yasak ve serbest kenarlarin birbirleri ile
kesistikleri sol iist ve sag alt koselerde yasak kenarlarin uzantilar1 bulunmaktadir
(Sekil 10). Tarafsiz sayim ¢ergevesinin yasak kenarlarina ve yasak kenarlarin
uzantilarina temas eden hiicreler sayilmazken, gerceve igindeki ve serbest kenarlara
temas eden partikiiller sayilirlar (15,42,49,51). Sayim ¢ergevesinin {izerine
yerlestirildigi alandan kiigiik olmasi, profillerin yasak kenarlarin uzantilarina degip
degmediginin ve komsu iki profilin ayni hiicreye ait olup olmadiginin anlagilmasini

saglar (53).

A

» Yasak kenarlar

Sekil 10: Tarafsiz sayim gergevesinin sematize edilmis goriinimii

Devamli ¢izgiler yasak kenarlari, kesikli ¢izgiler serbest kenarlari ifade etmektedir. Koyu renkle

boyanmis olan partikiiller sayima dahil edilirken digerleri dahil edilmez.

Optik Parcalama Y 6ntemi;

Histolojik bir 6rnekte sayim yaparken partikiillerin hepsini saymak genellikle
pratik degildir bunun yerine partikiil sayis1 ilgili alanin bilinen bir parcasinda partikiil
sayimi yapilir. Par¢alama prensibi partikiillerin hepsini aym sekilde rasgele olarak
daha oOnceden belirlenen ve bilinen olasilikla 6rnekleme esasina dayanmaktadir.
Stereoloji alani diginda uzun siiredir kullanilan parcalama yontemi stereolojide ilk
olarak 1986°da Gundersen tarafindan yetiskin memeli cerebellum’unun toplam néron
sayisinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Bu ydntem ile kesitlerin hazirlanmasi

sirasinda ortaya ¢ikabilen hacim degisikligi (biiziilme, sisme gibi) sorununun Oniine

36



gecilmistir. Bu nedenle frozen veya parafin kesitler kullanilabilir. Ilgilenilen tiim
beyin yapisi daha kiiciik pargalara kesilerek ayrilir. Daha sonra bu parcalardan
sistematik rasgele olarak secilen parcalar 6rneklenir (6rnegin; rasgele bir baslangi¢
ile her 10. parca secilir). Secilen her parcadan seri kesitler alinirken rasgele bir
baslangi¢ ile kesitler secilir (6rnegin her 5. kesit disektor kesiti ile birlikte segilir) ve
disektor yontemi ile disektor partikiilleri (Q7) hesaplanir. Secilen kesitlerden
hesaplanan disektor partikiilleri toplanir (3.Q7). >Q ile bu hesaplamanin
yapilmasinda kullanilan kesitlerin parcalanarak elde edilisi sirasindaki islemler ters

cevrilip ¢arpilarak toplam noron sayisi elde edilir.

Daha sonra 1991 yilinda West ve arkadaslari optik parcalama yontemini ortaya
koymustur. Toplam partikiil sayisin1 hesaplamada simdiye kadar tanimlanmis olan
yontemlerin en yenisi ve kolay uygulanabilirligi nedeni ile de en etkini olarak kabul
edilmektedir. Bu uygulamada optik disektdor ve parcalama (fraksiyonlayarak) ile
ornekleme birlikte kullanilarak ilgilenen yapidan belirli bir parcalama ile yapilan
orneklemenin sonucunda optik disektor ile sayim yapilir. Bunun igin Oncelikle
yukarida bahsedilen parcalama prensibinde oldugu gibi doku, kesit ve kesit alani
seviyelerinde ornekleme yapilir. Optik disektdr prensibine uygun olarak kalin
kesitler alinir ve son Ornekleme asamasi olarak kesit kalinligi icerisinde tekrar
ornekleme yapilir. Yani kesitin kalinlig1 igerisinde belirli bir pargada tarafsiz sayim

cercevesi kullanilarak optik disektor ile sayim yapilir (43,47,51,53).

Optik pargalama yontemi ‘parcalama’ prensibine bagli olarak islemlerin
herhangi bir basamaginda olusabilecek olan doku biiziismesi veya sismesinden, ‘optik
disektor’ prensibine bagli olarak ta partikiillerin biiyiikligi, sekli ve yoneliminden
etkilenmez. Pratikte kullanilan tiim uygulamalar icin ‘tarafsiz’ olarak toplam partikiil

sayisini elde etmeyi saglar (15,46,47).

Pratikte optik parcalama yoOntemi sistematik rasgele Orneklemenin de
kullanilmas1 sartiyla, sayim yapilan kesitin yapiyr hangi oranda temsil ettiginin,
sayim yapilan alanin kesitteki yapinin biitiiniinii hangi oranda temsil ettiginin ve
sayim yapilan kalinhiginin kesit kalinliin1 hangi oranda temsil etti§inin yani

parcalama oranlarinin bilinmesi ile basartyla sonuglandirilir (46).
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GEREC VE YONTEM

DENEY HAYVANLARI

Calisma i¢in gerekli hayvanlar etik kurulu onayr alinarak Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan saglandi. Bu amagla
4 aylik eriskin, 250-300 gr agirliginda, 30 adet erkek, Wistar cinsi sigan kullanildi.
Sicanlar rasgele segilerek Kontrol Grubu (K grubu; n=10), Sham Grubu (S grubu;
n=10) ve Diyabet grubu (D grubu; n=10) olmak iizere 3 esit gruba ayrildi. Sicanlar
boyutlar1 30x35x17 cm, altt plastik Ustii tel olan 0Ozel kafeslere dagitilarak
yerlestirildi.

Sicanlarin tamami calisma siiresince oda 1sisinda (22+£2°C), %50+5 nem
ortaminda, 12 saatlik aydinlik-karanlik siklusu bulunan laboratuar kosullarinda takip

edildi ve ayn1 cins yem ile beslendi.

Tim siganlarin baslangi¢ agirliklart ve kan glukoz diizeyleri (KGD) 6l¢iildi
(Tablo 5). Kan glukoz degeri ol¢iimii kuyruk veninden ince bir igne batirilarak elde
edilen kandan yapildi. Olgiim i¢in Clever Check TDCC 4222 marka glukometre ve

ayn1 markanin 14 numarali stripleri kullanildi.

SICANLARDA STREPTOZOTOSIN ILE DENEYSEL
DIYABET OLUSTURULMASI

Sicanlarda deneysel diyabetin gelistirilmesi amaci ile stz kullanild1 (Tablo 2).
Literatiirde si¢anlarda deneysel olarak diyabet olusturulmasi amaciyla en sik
kullanilan yontem stz’nin 60mg/kg intraperitoneal (ip) enjeksiyonudur (54-56). Bu
amagla D grubundaki her bir sigcan i¢in verilmesi gereken doz miktar1 hesaplandiktan
sonra soguk zincir ile tasman ve -4°C sicaklikta saklanan 250 mg’lik flakonlarda
bulunan streptozotosin hassas tarti ile tartilarak doz ayarlamasi yapildi. Her bir
hayvan i¢in ayarlanan stz’nin tamami 0,5ml fizyolojik serum (%0,9 NaCl) i¢inde

cozdiiriilerek tek seferde ip olarak enjekte edildi. S grubundaki sicanlara D
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grubundakiler ile es deger miktarda (0,5ml) fizyolojik serum i.p. olarak enjekte

edildi. K grubundaki siganlara herhangi bir islem yapilmadi (Tablo 2).

Tablo 2: Deney gruplari

Gruplar Streptozotosin Salin
1. grup: K grubu _ _
2.grup: S grubu _ +
3. grup: D grubu + +

Stz uygulamasindan sonraki 3. gilin sicanlarin kuyruk veni kanlarindan
KGD’leri 6lciildii (Tablo 5). Onceki ¢alismalar goéz Oniine almarak KGD’ leri
300mg/dL lizerinde olan sicanlar diyabetik olarak kabul edildi (55,56). D grubundaki

sicanlarin tamaminda diyabet olustu.

Deneysel diyabet olusturulmasindan 10 giin sonra siganlarin KGD’leri kontrol

amagcli olarak tekrar 6lgiildii (Tablo 5).

Sicanlarin kafeslerinin temizlenme siklig1 ve giinliik tiikettikleri su sisesi sayist

takip edilerek poliiiri, polidipsi belirtilerinin varlig1 arastirildi (Tablo 5) (57).

Diyabet olusturulmasindan 6 hafta sonra 6 giinlilk klasik su tanki testi

protokolii uygulandi (58,59).

SU TANKI TESTi PROTOKOLU

Su tanki 4mx>3m boyutlarinda, duvarlarinda ipucu olarak posterler bulunan bir
odada bulunmaktaydi. 150 cm ¢apinda ve 60 cm yiiksekliginde olan dairesel su tanki
tistte 15 cm bosluk kalacak sekilde 45 cm derinliginde su ile dolduruldu. Su 1sis1
tankin dibinde bulunan bir termostat sistemi, ile 22°C’de sabit tutuldu. Su tanki dis
yiizii lizerinde kuzey (K), bat1 (B), giiney (G) ve dogu (D) olmak iizere baslangic
noktalar1 isaretlenerek kendi i¢inde kuzeybati (KB), kuzeydogu (KD), giineybati
(GB), giineydogu (GD) olacak sekilde dort farkli sanal kadrana ayrildi. GD
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kadranimin ortasina, sabit pozisyonda pleksiglas platform (12cmx12cm) yerlestirildi
(Sekil 11). Platform, goriiniir platform uygulamasinda su ylizeyinden 1,5¢cm
yiikseklikte, gizli platform uygulamasinda su seviyesinden 2cm asagida olacak

sekilde ayarlandi.

Denemeler havuzun tam orta bolgesinin tavanina monte edilmis bir kamera
yardimi ile kaydedilerek bilgisayara aktarildi. Bilgisayara aktarilan veriler Noldus,

Ethovision 3.1 bilgisayar yazilimi ile analiz edildi.

Ogrenme degerlendirmesi igin 6 giinliik klasik su tanki protokolii kullanildi.
Protokol giiniin ayn1 saatinde ve ayni arastiric1 tarafindan ylriitiildii. Bu protokole
gore; ilk giin platform ‘gorlinlir’ olarak GD kadranima yerlestirildi, 2-5. giinlerde

platform suyun 2 c¢m altinda ‘sakli’ olarak kullanildi.

Her calisma giinii dort deneme yapildi, denemeler arasinda 10 dakika ara
verildi. Deneme bloklarinda siganlar sirasiyla K, B, D, G noktalarindan yiizleri
havuzun duvarina bakacak sekilde birakildi. Hayvanlarin havuza birakilma noktalari
denemeler siiresince her giin sistematik olarak sirali bir sekilde degistirildi (Tablo 3).
Her deneme si¢an platforma tirmandiginda sona erdi. Sican 60 sn iginde platformu

bulamadiysa sudan alinarak platformun iizerine birakildi ve platform iizerinde 15 sn

bekletildi.

/(_!_\\ Blem

\“'———-_._ -
L. 2=

Sekil 11: Ogrenme testinde kullamilan su tankinin &zellikleri
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Tablo 3: Su tanki testi protokoliiniin tablosu

Gilinler | Birakilan kadran | Platform
1 K,B,G,D Gorliniir
2 B.,G,D,K Gizli

3 G,D.K,B Gizli

4 D,K,B,G Gizli

5 K,B,G,D Gizli

6 PT

K: kuzey, B: bati, G: giiney, D: dogu, PT: probe trial.

Her sicanin, 5 gilin boyunca siiren denemelerdeki performansi, denegin
platforma ulasmasi i¢in gegen zaman (Escape Latency; EL), platforma ulagmak i¢in
kullandig1 yol uzunlugu (Path Length; PL) ve hiz1 (Velocity; V) olmak {izere ii¢

parametre ile degerlendirildi.

6. giin platform kaldirildi ve probe-trial (PT) uygulamas1 yapildi. Sicanlarin her
biri K baslangi¢c noktasindan birakilarak 60 sn yiizdiiriildiiler ve daha 6dnceden gizli
platformun bulundugu GD kadraninda gecirdikleri siire (Giliney Dogu Escape
Latency; GDEL), GD kadraninda aldiklar1 yol (Giliney Dogu Path Length; GDPL),
giiney dogu kadraninda ka¢ kez goriildiikleri (Gliney Dogu Frekans; GD frekans),
platformun bulundugu alanda ka¢ kez goriildiiklerine (Platform Frekans; PLT

frekans) ait verileri kaydedilerek degerlendirildi.
Denemeler siiresince su tanki testine uyum saglayamayan sig¢anlar

degerlendirme dis1 birakildi. Bu nedenle K grubunda ii¢ adet, S grubunda 2 adet ve D

grubunda bir adet hayvan degerlendirmeye alinmadi (5).
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BEYIN KESITLERININ ALINMASI VE HAZIRLANMASI

Diyabet olusturulmasindan yedi hafta sonra (su tanki testinin bitiminden hemen
sonraki gilin) tiim siganlarin agirliklar1 6l¢iildiikten sonra Optik Parcalama Y Ontemi
ile K, S ve D grubundaki siganlarin hippocampus’larinin stratum pyramidale
alanlarindaki pyramidal hiicrelerinin sayimi i¢in her ii¢ gruptan rasgele olarak 6’sar
sigan se¢ildi (K grubu n=6, S grubu n=6, D grubu n=6). Sicanlar 30mg/kg ketamine
hydrochloride (Ketalar, Parke-Davis, Istanbul, Tiirkiye) ve 6 mg/kg %2’lik xylazine
hydrochloride (Rompun, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) kombinasyonunun ip olarak
uygulanmasiyla saglanan genel anestezi altinda dekapitasyon ile sakrifiye edildiler

(Sekil 12).

60 mg/kg i.p.
streptozotosin dekapitasyon
uygulanmast
0 7. 8
haftalar
Su tanki

testi

Sicanlarin baslangic  Sicanlarin uygulamadan
Su tanki testinden

agirliklarinin ve kan sonraki 3. ve 10. sonra sicanlarin
glukoz diizeylerinin gﬁnlerde. kgn glukoz ag,mkmm‘fﬂ Blciimii
Olgtimi diizeylerinin 6l¢imii

Sekil 12: Deney plani

Dekapitasyon isleminden sonra beyin dokular1 en kisa siirede (3 dakika i¢inde)
cikartildi ve Patoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda bulnan —50°C’ye ayarlanmis
kriyostat cihazina (Leica CM 3050) ait tasima tablalarinin {lizerine alinarak cihazin
icine yerlestirildi. Tagima tablasina yapismasi ve dondurma isleminin hizlanmasi i¢in

tablanin ve beyin dokusunun iistiine jel (tissue freezing medium) dokiildii.
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Kriyostat cihazinda dondurulan beyin dokularindan daha iyi kesit alinmasi i¢in
amaciyla kriyostat —15°C’ye ayarlandi. Cihaz i¢inde bulunan mikrotom ile 150
mikrometre (um) kalinliginda ve optik parcalama Ornekleme yontemine uygun
olacak sekilde horizontal kesitler alindi. Kesitler dokiilmemeleri i¢in dnceden
hazirlanan ‘jelatin’ ile kaplanmis lamlar iizerine alindiktan sonra Anatomi Anabilim

Dal1 Laboratuari’nda Hematoxylin-Eosin (H&E) boyasi ile boyandi.

Jelatin’in hazirlanmasi ve lamlarin jelatin ile kaplanmast;

500 ml distile su sicakligi 80°C’yi ge¢meyecek sekilde isitildi. Suyun igine
sirayla 5 gr jelatin (Gelatin, Sigma, G2500), 2,5 gr chromium III potassium siilfate
(chromium III potassium siilfate dodecahydrate, KCr(SO4)2.12H20, Sigma, C5926)
ve birka¢ adet kristal timol (Thymol, C10H140, Sigma, T0501) koyularak iyice
karistirlldt ve sogumaya birakildi. Daha sonra lamlar karigimin igine batirilip

cikarildi ve kurumaya birakidi.

Boyama Isleminde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmast;

Kesitlerin boyanmasi igsleminde kullanilmak tizere %96, %90, %80 ve %70’lik
alkol serileri istenilen oranda alkoliin distile su ile seyreltilmesiyle hazirlandi.
Hematoxylin soliisyonu (Hematoxylin solution modified acc. To Haris, Isolab) hazir
olarak alindi. Eosin soliisyonu 3gr toz halindeki eosin’in (Eosin, Riedel- de Haen,
32617) 575ml alkol, 225 ml distile su ve 2,4ml asetik asit (Acetic Acid Glacial
%99.,5, Carlo Erba Reagenti, 302011) karisimi icinde c¢ozdiiriilmesiyle hazirlandi.
Asit-alkol soliisyonu 7,5 ml hidroklorik asit’in (Hydrochloric acid fuming %37,
Merck, 30870114) 575 ml alkol ve 225 ml distile su ile karistirilmasiyla hazirlandu.
Amonyak soliisyonu ise 70ml amonyak ile (Ammonia Solution %25, Carlo Erba
Reagenti, 419993) 700 ml distile suyun karistirilmasi ile hazirlandi. Hazirlanan

sollisyonlar boyama kaplarina aktarildi.

Kesitlerin Boyanmast;

Tastyicilara yerlestirilen kesitler sirast ile %96, %90, %80 ve %70’lik alkol
iceren kaplarda 5’er dakika bekletildi. Kesitler suda yikandi ve Hematoxylin’de 2,5-3
dakika bekletildi ve tekrar suda yikandi. Asit-alkol soliisyonuna daldirilip ¢ikartilan

kesitler suda yikandiktan sonra amonyak soliisyonuna daldirilip ¢ikartildi ve tekrar
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yikandi. Eosin solusyonunda 3-5 saniye bekletildikten sonra tekrar yikama islemi
uygulanan kesitler siras1 ile %70, %80, %90 ve %96’lik alkol iceren kaplardan her
birinde 5’er dakika bekletilerek gecirildi. Bu islemleri takiben kesitler 30 dakika
ksilen ( Xylenes Purified For Laboratuary Use, Surgipath) i¢cinde bekletildikten sonra
tizerlerine entellan (Micromount Mounting Medium, Surgipath) dokiilerek lam ile

kapatildi ve kurumaya birakildi.

Kurutma isleminden sonra 1sik mikroskobu altinda 4, 10, 40 ve 100’lik
biiyiitmeler ile incelenen kesitlerde tiim beyin dokusu goriilerek sag ve sol hemisfer
ayrimi yapildi. Rat beyin atlasi kullanilarak hippocampus’un lokalizasyonu tesbit
edildi ve CAl ve CA2-CA3 alanlarmmin ayrimi yapilarak Optik Parcalama
Y 6ntemiyle noron sayimi yapildi (60).

OPTiK PARCALAMA YONTEMINE GORE HUCRE
SAYIMI

Parcalayic1 ornekleme stratejisine uygun kesit alma ve kesit

ornekleme orani (KeOO)

Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikartilan beyinler -50 °C’de hizli dondurma
islemi ile fiksasyonu saglandiktan sonra kriyostat ortam 1sis1 -15°C, tastyict 1sis1 -
10°C’ye; kesit kalinlig1 150 pum’ye ayarlanarak seri kesitler alindi. Sistematik rasgele
ornekleme prensibine uygun olarak ilk {i¢ kesitten birisi rasgele olarak se¢ildi ve lam
tizerine alindi ve numaralandirildi (48). Lamlar tasiyicilara yerlestirilerek H&E
boyasi ile boyandi. Boyanan kesitlerin hippocampus alani igerenler belirlendikten
sonra bu kesitlerde sayim yapildi (60). Sonug olarak bu 6rnekleme stratejisine gore

kesit drnekleme oran1 (KeOO) %5 oldu (15,52,53).
Alan érnekleme oram (AOO)

Optik pargalama yontemine gore ndron sayimi yapilirken sistematik rasgele

ornekleme ve parcalama prensipleri kesit diizeyinde de uygulandi ve hippocampus
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kesitinin optik goriintiileri 6rneklendi. Orneklemeye rasgele olarak baslandi ve
hippocampus kesitinin tamami1 boyunca 6nceden belirlenen araliklarla diger 6rnekler

secildi (15,16,45).

Hippocampus kesiti iizerindeki alan mikroskopta x ve y eksenleri boyunca,
daha onceden belirlenen x, y adimlama aralifina gére adimlanarak tarandi ve alanlar
secildi. 11k sayim yapilacak alan, ilgilenilen yapimin baslangicinda ve daha dnceden
belirlenen x, y adimlama alani i¢inde rasgele olarak bir alanin segilmesi ile
belirlendi. Partikiil sayimi ise her adimlama alaninin daha 6nceden belirlenen bir
boliimiinde, yani tarafsiz sayim cercevesi igerisinde yapildi. Sayim yapilan tarafsiz

sayim cergevesinin alaninin, X, y adimlama alanina oranlamasi ile AOO belirlendi

(15).

Calismamizda monitér iizerinde x, y adimlama araligim1 belirlemek ig¢in
Adigiizel ve arkadaglarinin Thoma lami kalibrasyon yontemi uygulandi (61). Bunun
icin mikroskop (Olympus CX31), mikroskoba monte edilmis video kamera (Exwave
HAD Color Video Camera SSc-DC88P) ile monitdr (Sony LCD monitér LMD-
2010) kullanildi. Thoma laminin bir kii¢lik karesinin kenar uzunligu 0.05 mm’dir.
Thoma lam1 mikroskoba konularak 100X objektif (immersiyon yagli, sayisal agiklik
1.25) ile bir kii¢iik karenin goriintiisii mikroskoba monte edilmis video kamera ile
monitdre aktarildi. Daha sonra moitdr {lizerine bir asetat konularak karenin kenarlari
cetvel ile asetat tizerine ¢izildi. Boylece asetat ilizerinde kenar uzunlugu 50 um (0.05
mm) olan bir kare elde edildi. Bu karenin ortasina gerekli kalibrasyonu yapilarak
kenarlar1 20 pm olan tarafsiz sayim c¢ergevesi cizildi. Tarafsiz sayim c¢ergevesi,
birbirine dik sol ve alt kenarlar1 yasak kenarlar, diger iki kenar1 ise serbest kenarlar
olacak sekilde cizildi. Yasak ve serbest kenarlarin birbirleri ile kesistikleri sol iist ve
sag alt koselere yasak kenarlarin uzantilar ¢izildi (42). Yasak kenarlar ve uzantilari
diiz ¢izgiler ile serbest kenarlar ise kesikli ¢izgiler ile belirlendi ve asetat kagidi
monitdr ekranina yapistirildi. Calismamizda kullanilan tarafsiz sayim c¢ergevesi ve

Olciileri Sekil 13’de gosterilmistir.

Parcalama ile ornekleme prensibine gore sistematik olarak rasgele se¢ilmis

kesitler boyama islemlerinden sonra mikroskoba yerlestirilerek x4 biiylitmede sag
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hippocampus alan1 bulundu. Hippocampus’un CA1, CA2 ve CA3 alanlarinin stratum
pyramidale tabakalar1 sican beyin atlasi kullanilarak tanimlandi (60). Hippocampus
CAl alani ile subiculum’un ayrimi yapildi. Monitdr goriintiisiinde, CA1 alaninin
stratum pyramidale tabakasinin subiculum’a komsu olan ucunda, daha Onceden
belirledigimiz x,y adimlama alani i¢inde, rasgele bir alan tarafsiz sayim gergevesinin
i¢ine yerlestirildi. Bu alanda x100 biiyiitmede néron sayimi yapildiktan sonra tarafsiz
sayim c¢ergevesinin ortasinda bulundugu kenar uzunlugu 50 um olan biiytlik kare ile
mikroskoptaki kesit goriintlisinde x ekseninde 500 um ve y ekseninde 50 pm
adimlama araliklartyla tiim hippocampus alami tarandi. Her adimlama sonucu
monitdr goriintiisiine gelen sag hippocampus CAl ve CA2-CA3 alanlarinda néron
sayimi yapildi. Hippoocampus’ta CAl ve CA2-CA3 stratum pyramidale
tabakalarinin ve CA3 ile gyrus dentatus’un hilus’unun ayrimi i¢in sigan beyin atlasi
goriintiilerinden faydalanildi (60). Boylece x,y adimlama alani [alan(x.y adimlama) ]
=500 pm x 50 um = 25 000 um? olarak hesaplandi. Tarafsiz sayim ¢ercevesi, kenar
uzunlugu 20 um olan bir kare oldugu i¢in alani [alan(tarafsiz sayim g¢ergevesi) | = 20

pm x 20 pm = 400 pm® olarak hesaplandi.

Bu iki degerden sonra;
AOO = [alan(tarafsiz sayim cercevesi)] / [alan(x.y adimlama)]
=400 pm® / 25 000 um” = 4/250 olarak bulundu (15,52).

Kesit kalinhig ol¢iimii

Daha onceden belirledigimiz x, y adimlama araligi ile ornekleme alanina
geldikten sonra tarafsiz sayim cercevesi icinde optik disektor sayim kurallarina gore
noron saymmi yapildi. Mikroskop ile kesit icinde z ekseninde elde edilen optik
kesitler boyunca ilerlenirken hem kesitin altinda hem de istiinde ilk netlesen
goriintiilerin goriildiigii optik kesitler arasi mesafe hesaplanarak ‘kesit kalinlig1’ elde
edildi (52,53). Bunun i¢in mikroskop mikrovidasi kalibre edilerek mikroskobun
mikrovidasindaki gostergede yer alan rakamlarinin gercekte kesit kalinligimin ne
kadarma karsilik geldigi belirlendi (51). Bir lamelin iist ve alt yiizlerine asetat
kalemleri ile iki farkli renkte ¢izgi c¢izildi. Lamel mikroskoba yerlestirildi ve
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mikroskobun mikrovidasi dondiiriilerek lamelin iist yliziine ¢izilen ilk ¢izgi
netlestirildi. Bu durumdaki mikrovida degeri kaydedildi. Mikrovida dondiiriilmeye
devam edilirken lamelin altindaki, farkli renkte olan diger ¢izginin goriintiisii
netlestiginde yine mikrovida degeri kaydedildi. ki deger arasindaki fark hesaplandi.
Daha sonra lamel, parafin damlasi kullanilarak 90°C’lik ac¢iyla dik olarak
mikroskobun tablasina yerlestirildi ve x10 biiylitmede dik konumdaki lamelin
gOriintlisii monitore aktarildi. Thoma lami ile 6nceden kalibrasyonu saglanan monitor
goriintlisiinde lamelin gercek kalinligi 6l¢iildii. Bu 6l¢iim ile, iki mikrovida degeri
arasindaki fark degerlendirildi ve bu sekilde mikrovidadaki 1 birimlik hareketin z
ekseninde katettigi mesafe pm olarak hesaplandi. Calismamizda kullanilan
mikroskobun mikrovidasinin bir birimlik hareketinin z ekseninde 1.5 pum’lik

mesafeye karsilik geldigi belirlendi.

Kesit kalinhiginin 6rneklenmesi ve kalinhik 6rnekleme oraninin

(KaOO) hesaplanmasi

Bu ¢alismada mikroskobun mikrovidasinin kalibre edilmesiyle kesit kalinligt
Olciildiikten sonra kesit iist yiizeyinden iist giivenlik kusagi olarak 5 pm mesafe
birakildi ve mikroskobun mikrovidasi dondiiriilmeye devam edilerek 30 um’lik optik
disektor yiiksekligi (h) boyunca kesit icinde optik olarak ilerlenirken tarafsiz sayim
cergevesi i¢indeki niikleuslar sayim kurallarina gore sayildi. Bundan sonra kesit
kalinliginin altinda kalan diger mesafe alt giivenlik kusagi olarak birakildi
(15,20,49,52). Her hayvan ig¢in Orneklenen biitiin kesitlerin sayim yapilan her
alaninda kesit kalinliklar1 6l¢iildii. Sirayla her bir kesit kesit ve her bir sican i¢in

kesit kalinlig1 ortalama olarak hesaplandi.

Kallik Ornekleme Orani (KaOO) = optik disektdr yiiksekligi (h) / kesit
kalinligi (t) formiilii ile hesapland.
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Noron Sayim

Calismamizda hippocampus CAl ve CA2-CA3 stratum pyramidale
tabakalarinda bulunan noronlarin niikleuslar1 sayilmistir. Hesaplamalarda niikleus

sayilar1 noron sayisina esit olarak kabul edildi.

Mikroskoba yerlestirilen kesitlerde hippocampus alan1 x4 biiylitmede
belirlendikten sonra CA1 ve CA2-CA3 alanlar1 tanimlandi. CA1l bdlgesinin
baslangicinda daha 6nceden belirledigimiz x,y adimlama alani i¢inde, rasgele bir
alanin monitdr goriintiisii tarafsiz sayim ¢ergevesinin igine yerlestirildi ve goriintii
x100 biyiitmeye getirildi. Kesit kalinlig1 olgtlildiikten ve iist giivenlik kusagi
birakildiktan sonra optik disektor yliksekligi boyunca ilerlenirken tarafsiz sayim
cercevesi i¢inde goriintiilenen niikleuslar tarafsiz sayim c¢ercevesi sayim kurallarina
gore sayildi. Belirlenilen optik disektor yiiksekliginin altinda kalan mesafe alt
giivenlik kusagi olarak birakildi. Alt ve iist giivenlik kusaklar1 i¢inde herhangi bir

niikleus goriintliye girse bile sayima dahil edilmedi.

Hippocampus alan1 daha once belirledigimiz x,y adimlama araliklar1 ile
taranarak her bir alanda yukaridaki sekilde niikleus saymmi yapildi. Her kesitteki
hippocampus alaniin taranmasi sirasinda CAl ve CA2-CA3 alanlarinda sayilan
noronlarin sayilar (Q™ ; disektdr partikiil sayis1) ayr ayr kaydedildi. Kesitlerdeki
ndron sayilarinin toplanmasi ile her bir sicanin CA1 ve CA2-CA3 alanlarinda sayilan

noron sayist (XQ ; toplam disektor partikiil sayis1) hesaplandi.

Toplam noron sayisinin hesaplanmasi

Tiim bu iglemlerden sonra elde edilen veriler asagidaki formiile uygun olarak
yerlestirildi. Her si¢an i¢in hippocampus CA1l ve CA2-CA3 stratum pyramidale

alanlarindaki toplam noron sayilar1 (N(toplam)) hesaplandi.

N(toplam) = (2Q™) x (1/ KeOO) x (1/ AOO) x (1/ KaOO) (15,20,52).
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Hata katsayisinin hesaplanmasi

Ornekleme planmin yeterliligi her sigana ait hata katsayis1 hesaplanarak kontrol
edilmektedir. Hata katsayis1 hesaplanmasinda her siganin her bir kesitinde sayilan
disektor partikiil sayilar (Q™ ) kullanildi. Hata katsayisinin %10°un altinda ¢ikmasi
calismanin ornekleme planinin yeterli ve ¢alismanin giivenilir oldugunun bir
gostergesidir (15,16,52). Tablo 4’de 6rnek olarak D grubundaki 1 numarali sigana ait
disektor partikiil sayilar1 ve hata katsayisinin hesaplanmasinda kullanilan formiil

gosterilmistir.

Tablo 4: D grubu-1 numarali siganin sag hippocampus CA2-CA3 stratum
pyramidale alanindaki toplam ndron sayisinin bulunmasi sirasinda goézlenen Hata
Katsayis1 (HK) hesaplanmasi

Kesit, i Qi~ Qi xQi |Qi x@Qi+1)] Qi x(Qi+2)

1 58 3364 2146 2320

2 37 1369 1480 1443

3 40 1600 1560 1520

4 39 1521 1482 1248

5 38 1444 1216 950

6 32 1024 800 992

7 25 625 775 800

8 31 961 992 775

9 32 1024 800 -

10 25 625 - -
Toplam | Y Q =357 | A=13557 | B=11251 C = 10048

Qi 7; Bir sigana ait her bir kesite ait disektor partikiil sayisi, Qi ~ +1; Serideki bir sonraki kesitte
sayilan disektor partikiil sayis1, Qi ~ +2; Serideki iki sonraki kesitte sayilan disektor partikiil sayisi, Y.
Q7 ; Analizde kullanilan kesitlerdeki toplam disektor partikiil sayisi

HK= %10’unun altinda bir degerde ise ¢alisma giivenilirdir ve ¢aligmanin 6rnekleme plani yeterlidir.

HK = V[ (BA+C-4B) / 12]/ T Q" (15).

Bu formiile gére D grubundaki 1 numarali siganin hata katsayisi degeri 0.0176
bulunmustur.
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ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Sicanlarin agirliklarinin karsilastirmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi.
Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi. Su tanki testinin 1-5. giinler yapilan
uygulamasindaki EL, PL ve V verilerinde gruplar arast farkliliginin
degerlendirilmesinde One-Way ANOVA testi; farki yaratan grubun belirlenmesinde
Post Hoc Bonferroni testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
Probe trial uygulamasinin verilerinde gruplar arasi farkliliginin degerlendirilmesinde
Kruskal-Wallis testi kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sag
hippocampus CA1 ve CA2-CA3 alanlarindaki toplam ndron sayilarinda gruplar arasi
farkliliginin  degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi; farki yaratan grubun
belirlenmesinde Mann-Whitney U testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak
kabul edildi.

Sekil 13: Calismada kullanilan tarafsiz sayim ¢ercevesi ve olgiileri
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BULGULAR

SICANLARDA DiYABET BULGULARI

Tiim siganlarin baslangi¢ agirliklar1 ve deneyin baslangicindan 7 hafta sonraki

agirliklar (dekapitasyondan onceki agirliklart) Tablo 5°de gosterilmistir.

Sicanlarin  baglangic agirliklari K grubunun 266+9,9gr, S grubunun
267,6£9,6gr, D grubunun ise 266,5+8,8gr idi (Tablo 5). K, S ve D grubundaki
sicanlarin baslangi¢ agirliklart arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05, Kruskal-Wallis)
(Sekil 14).

Deneyin baglangicindan 7 hafta sonra si¢anlarin agirliklart K grubunun
287,6x11,2gr, S grubunun 289,248 3¢gr, D grubunun 204,5+5,8gr idi (Tablo 5). D
grubundaki siganlarin viicut agirliklar1 K ve S grubundaki sicanlara gore anlamli
olarak diisiik bulundu (p<0,05, Mann-Whitney U). K ve S gruplarinin viicut
agirliklar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05, Mann-Whitney U) (Sekil14).

D grubundaki siganlarin 7 haftalik deney siiresi sonunda viicut agirliklarini
arttiramadiklar1 ayrica baslangi¢ agirliklarina gore viicut agirliklariin istatistiksel

olarak anlamli derecede azaldig1 goriildii (p<0,05, Mann-Whitney U ) (Sekil 14)..

D grubundaki sigcanlarin deneyin baslangicinda ilk KGD’leri K grubunda
11845,3mg/dl, S grubunda 119+4,9 mg/dl ve D grubunda 116+3,8mg/dl olarak
Olciildii. Stz ile diyabet olusturulmasindan sonraki 3. giin 6l¢iillen KGD’leri K
grubunda 115,3£6,2mg/dl, S grubunda 117+4,9mg/dl iken D grubunda ise
44349,6mg/dl olgiildii (Tablo 5). Diyabet olusturulmasindan sonraki 10. giin yapilan
kontrol dl¢limlerinde KGD’leri K grubunda 118,5+6mg/dl, S grubunda 117,9+£3.4, D
grubunda ise 457,7+7,1mg/dl olarak 6l¢iildii (Tablo 5). Deneyin baslangicinda K, S
ve D grubundaki sicanlarin KGD’ leri arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05, Kruskal-
Wallis) (Sekil 15). D grubundaki siganlarin diyabet olusturulmasindan sonraki 3. ve
10. giin KGD’leri K ve S gruplarindan anlamli olarak yiiksekti (p<0,05, Mann-
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Whitney U) (Sekil 15) D grubundaki si¢anlarin tamaminin diyabet olusturulmasindan
sonraki 3. ve 10. giin KGD’leri 300 mg/dl’nin tizerindeydi (Sekil 15).

Sicanlarinin kafeslerinin temizlenme siklig1 ve gilinliik tiikettikleri su sisesi
sayisinin takibi sonucunda D grubundaki tiim siganlarda poliliri ve polidipsi

belirtileri gozlemlendi (Tablo 5).
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Tablo 5: Sicanlarin agirliklari, kan glukoz diizeyleri ve diyabet semptomlari

(ORT; ortalama, SD; standart sapma, gr; gram, KGD; kan glukoz diizeyi)

Sican Agirhiklar (gr) Kan Glukoz Diizeyleri (mg/dl) Poliiiri,
no: Gruplar polidipsi
0. giin 7. hafta | 0. giin | 3. giin 10. giin
sonu
1 K 260 280 118 120 119 -y
S 272 290 110 109 118 - -
D 253 210 120 442 451 +,+
2 K 255 273 124 120 124 --
S 275 293 128 120 120 -,-
D 280 205 116 452 462 +,+
3 K 260 280 109 110 114 -,-
S 265 285 122 120 115 -y
D 270 200 120 460 465 +,+
4 K 270 287 118 106 120 -\
S 275 296 119 120 112 --
D 272 195 109 448 465 +,+
5 K 285 304 125 124 108 -y
S 268 290 123 121 120 -,-
D 265 204 115 436 452 +,+
6 K 270 295 110 109 114 - -
S 256 280 119 109 120 -,-
D 270 210 122 450 468 +,+
7 K 258 280 120 110 114 -,-
S 260 283 124 112 118 -y
D 265 215 114 446 460 +,+
8 K 270 294 120 114 124 -\
S 275 295 115 120 118 - -
D 270 204 117 432 452 +,+
9 K 260 278 116 122 128 -y
S 280 304 120 121 124 --
D 260 202 120 436 454 +,+
10 K 280 305 122 118 120 -,-
S 250 276 118 118 114 -\
D 260 200 116 430 448 +,+
ORT K 266+9,9 287,6£11,2 | 118+5,3 | 115,3+6,2 | 118,5+6
(=SD) S 267,6£9,6 | 289,2+83 119+4,9 | 117449 117,913 .4
D 266,5+8,8 | 204,5+5,8 116£3,8 | 443+9,6 457,7£7,1
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SICANLARIN AGIRLIKLARI

300-
250-
200-

vocut

AGIRLIGI (gr) "] @ 0.giin

100+
50
0,

B\ 7.hafta sonu

GRUPLAR

Sekil 14: K, S ve D gruplarinin baglangi¢ agirliklarinin (0.giin) ve 7. hafta sonundaki

agirliklarinin ortalamalarinin grafigi

K, S ve D grubundaki sigcanlarin baslangi¢ agirliklart arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05, Kruskal
Wallis). 7. hafta sonu D grubundaki si¢anlarin viicut agirliklart K ve S grubundaki siganlara gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,05, Mann-Whitney U); K ve S gruplarini viicut agirliklari arasinda
anlamli fark yoktu (p>0,05, Mann-Whitney U). 7 hafta sonu D grubundaki si¢anlarin viicut
agirliklarmin baslangic agirliklarma gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi goriildi

(p<0,05, Mann-Whitney U )

KAN GLUKOZ DUZEYLERI

500
450+
400
350

300+
Kan Glukoz 250. 3 0.giin

Diizeyi (mg/di
yi(mg )200’ m 3.gin

150+ .
100+ 0 10.gln

50+
0

K S D
GRUPLAR

Sekil 15: K, S ve D gruplarinin 0. giin, diyabet olusturulmasindan sonraki 3. giin ve

10. giin 6l¢iilen kan glukoz diizeylerinin ortalamalarinin grafigi

K, S ve D grubundaki si¢anlarin O.giin dl¢iilen KGD’ leri arasinda anlaml fark yoktu (p>0,05,
Kruskal-Wallis). D grubundaki si¢anlarin diyabet olusturulmasindan sonraki 3. ve 10. giin KGD’leri
K ve S gruplarindan anlamli olarak yiiksekti (p<<0,05, Mann-Whitney U). D grubundaki siganlarin
diyabet olusturulmasindan sonraki 3. ve 10. giin KGD’leri 300 mg/dI’nin tizerindeydi.
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SU TANKI TESTi BULGULARI

Su tanki testinin her giin dort deneme olamak iizere ardi ardina bes giin yapilan
bloklarinda si¢anlarin platformu bulma zamani (Escape Latency, EL) ortalamalar1 1.
giin K grubunun 35,1+2,8 saniye (sn), S grubunun 34,6+4 sn, D grubunun 43,7+3,7
sn idi. EL ortalamalar1 2. giin K grubunun 15,1+2,2 sn, S grubunun 14,14+2,3 sn, D
grubunun 20,6+3 sn; 3. glin K grubunun 9,6+2,1 sn, S grubunun 9,1+1,2 sn, D
grubunun 13,442 sn; 4. giin K grubunun 9,1+1,3 sn, S grubunun 10,942 sn, D
grubunun 13,5421 sn; 5. giin K grubunun 8,2+0,9 sn, S grubunun 7,5+0,8 sn, D
grubunun 11,6+1,9 sn olarak bulundu. (Tablo 6). Cizdirilen EL grafiginde, 1-5.
giinlerde yapilan denemelerde, K, S ve D grubundaki si¢canlarin platforma ulagmalari

icin gecen siirelerin (EL) ortalamalar1 goriilmektedir (Sekil 16).

Yapilan istatistiksel analizde EL degerlerinde K, S ve D gruplar1 arasinda
anlaml farklilik bulundu (p<0,05; One-Way ANOVA). Bu farkin D grubundan
kaynaklandigi, D grubunun EL degerlerinin, K ve S gruplarina gore anlamli olarak
arttigt bulundu (p<0,05; One-Way ANOVA, Post Hoc Bonferroni). K ve S
gruplarinin EL degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05;
One-Way ANOVA, Post Hoc Bonferroni). Gruplar arasindaki farkin
degerlendirilmesindeki p degerleri Tablo 9°da, gruplarin ikili karsilastirmalarindaki p

degerleri Tablo 10’da verilmistir.
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Tablo 6: K, S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. giinlerindeki EL degerleri

K (sn) Sm (sn) Dy, (sn)

GUNLER
1 351428 34,6+ 4 437 +3.7
2 151 +2.2 14,1 £2.3 20,6 £ 3,1
3 9,6 2,1 9,1+1,2 13,4 +2
4 9,1+1,3 10,9 +2 13,5+2,1
5 8,2+0,9 75+0,8 1,6+1,9

(Km; K grubunun EL ortalamalari, Syy; S grubunun EL ortalamalart, Dy,; D grubunun EL ortalamalart.

Veriler, ortalama = Standart Hata olarak verilmistir.)

EL

(94
(e}

N
(e

—&—S

ZAMAN (sn)
[\ (O8]
S S
/M— 4
_|
CIZI

Ju—
(e} (e}
|

GUNLER

Sekil 16: K, S ve D gruplariin su tanki testinin 1-5. gilinlerindeki EL degerlerinin
grafigi.

Su tanki testinin 1-5. giinlerindeki denemelerinde K, S ve D grubundaki si¢anlarin ortalama EL
degerleri hesaplanarak EL grafigi ¢izdirildi.Cizdirilen EL grafiginde K, S ve D grubundaki si¢anlarin
platformu bulmay1 6grendigi goriildii. Yapilan istatistiksel analizde D grubunda EL, K ve S gruplarina

gore anlamli olarak uzamig bulundu (p<0,05; One-Way ANOVA, Post Hoc Bonferroni).
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Su tanki testinin 1-5. giinler deneme bloklarinda sigcanlarin platforma ulasana
kadar aldig1 yol (path length, PL) ortalamalar1 1. giin K grubunda 8,05+0,64 metre
(m), S grubunda 7,96+0,98 m, D grubunda 9,87+0,96 m idi. 2. giin PL ortalamalar K
grubunun 3,554+0,55 m, S grubunun 3,1+£0,53 m, D grubunun 5,49+0,76 m, 3. giin K
grubunun 2,33+0,56 m, S grubunun 2,01+0,26 m, D grubunun 3,28+0,48 m, 4. giin K
grubunun 2,07+0,29 m, S grubunun 2,53+0,46 m, D grubunun 3,36+0,56 m, 5. giin K
grubunun 2,01+0,27 m, S grubunun 1,75+0,2 m, D grubunun 2,71+0,46 m olarak
bulundu (Tablo 7). Cizdirilen PL grafiginde 1-5. giinlerde yapilan denemelerde tim
gruplarin  platforma ulagsmak i¢in kullandiklari yolun wuzunluklarinin (PL)

ortalamalar1 goriilmektedir (Sekil 17).

Yapilan istatistiksel analizde PL degerlerinde K, S ve D gruplar arasinda
anlamli farklilik bulundu (p<0,05; One-Way ANOVA). Bu farkin D grubundan
kaynaklandigi, D grubunun PL degerlerinin, K ve S gruplarina gore anlamli olarak
uzadig1 bulundu (p<0,05; One-Way ANOVA, Post Hoc Bonferroni ) (Tablo 10). K
ve S gruplarinin PL degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p>0,05; One-Way ANOVA, Post Hoc Bonferroni). Gruplar arasindaki farkin
degerlendirilmesindeki p degerleri Tablo 9’da, gruplarin ikili karsilastirmalarindaki p

degerleri Tablo 10’da verilmistir.
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Tablo 7: K, S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. giinlerindeki PL degerleri

K (m) S m (m) D 1 (m)
GUNLER
1 8,05 +0,64 7,96 + 0,98 9,87 £0,96
2 3,55+0,55 3,1+0,53 5,49 +£0,76
3 2,33+ 0,56 2,01 £0,26 3,28 +£0,48
4 2,07 +0,29 2,53 + 0,46 3,36 0,56
5 2,01 +0,27 1,75+0,2 2,71 + 0,46

(K ; K grubunun PL ortalamalari, S ;; S grubunun PL ortalamalari, D ,,; D grubunun PL

ortalamalari. Veriler, ortalama + Standart Hata olarak verilmistir.)

PL

8 ——K
—&—S

YOL (m)
»
F

1 2 3 4 5
GUNLER

Sekil 17: K, S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. giinlerindeki PL degerlerinin
grafigi

Su tanki testinin 1-5. giinlerindeki denemelerinde K, S ve D grubundaki siganlarin ortalama PL
degerleri hesaplanarak PL grafigi ¢izdirildi. Cizdirilen EL grafiginde K, S ve D grubundaki sicanlarin
platformu bulmay1 6grendigi goriildii. Yapilan istatistiksel analizde D grubunda PL, K ve S gruplarina

gore anlamli olarak artmis bulundu (p<0,05; One-Way ANOVA, Post Hoc Bonferroni).
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Su tanki testinin 1-5. giinlerindeki deneme bloklarinda K, S ve D gruplarindaki
siganlarin V degerlerinin ortalamasit K grubunun 1. giin 23,6+0,7 santimetre/saniye
(cm/sn), S grubunun 22,14+0,9 cm/sn, D grubunun 20,7+0,9 cm/sn idi. Siganlarin V
ortalamalar1 2. giin K grubunun 23,8+1,1 cm/sn, S grubunun 21,41 cm/sn, D
grubunun 24,2+0,7 cm/sn, 3. giin K grubunun 24,5+1,1 cm/sn, S grubunun 24,7+1,5
cm/sn, D grubunun 26,2+1 cm/sn, 4. giin K grubunun 24+1,2 cm/sn, S grubunun
23,9+1,1 cm/sn, D grubunun 26+1,1 cm/sn, 5. giin K grubunun 25,1£2,2 cm/sn, S
grubunun 23,5+1,1 cm/sn, D grubunun 24,1+£0,9 cm/sn olarak bulundu (Tablo 8).
Cizdirilen V grafiginde 1-5. giinlerde yapilan denemelerde tiim gruplarin hizlarinin

(V) ortalamalar goriilmektedir (Sekil 18).

Yapilan istatistiksel analizde V degerlerinde K, S ve D gruplar1 arasinda
anlaml farklilik bulunmadi (p>0,05; One-Way ANOVA). Gruplar arasindaki farkin
degerlendirilmesindeki p degerleri Tablo 9°da verilmistir. Bu bize K, S ve D
gruplarindaki sigcanlarda motor fonksiyon bozuklugu olmadigim1 gostermektedir.
Motor fonksiyon bozuklugu olmamast EL ve PL degerlerinin siganlarin hizlarindan

bagimsiz olarak degerlendirilmesini saglamaktadir.
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Tablo 8: K,S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. glinlerdeki V degerleri

K m (cm/sn) S m (cm/sn) D m (cm/sn)
GUNLER
1 23,6+07 22,1+0,9 20,7+0,9
2 238+ 1,1 21,4+ 1 242 +0,7
3 245+1,1 247+ 1,5 26,2+ 1
4 24412 239+ 1,1 26+ 1,1
5 251422 235+ 1,1 24,1 +0,9

(K : K grubunun V ortalamalari, S ;: S grubunun V ortalamalari, D ,: D grubunun V ortalamalari.

Veriler, ortalama & Standart Hata olarak verilmistir.)

\%

30
2 K ——K
5151 —=-S
E 10 - D

5 _
0
1 2 3 4 5
GUNLER

Sekil 18: K, S ve D gruplarinin su tanki testinin 1-5. giinlerindeki V degerlerinin

grafigi

Su tanki testinin 1-5. giinlerindeki denemelerinde K, S ve D grubundaki si¢anlarin ortalama V
degerleri hesaplanarak V grafigi ¢izdirildi. Yapilan istatistiksel analizde V degerlerinde K, S ve D
gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05; One-Way ANOVA).
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Tablo 9: K, S ve D gruplarinin EL, PL ve V verilerinin gruplar arasindaki

farkliliginin degerlendirilmesindeki p degerleri

p degerleri
EL 0,007*
PL 0,002*
\Y 0,248

Gruplar arasindaki farkliligin degerlendirilmesinde One-Way ANOVA testi kullanilmustir.
* Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Tablo 10: K, S ve D gruplarinin EL ve PL verilerinin ikili karsilagtirmalardaki p

degerleri

p degerleri
D-K 0,031*
D-S 0,016*
EL K-S 1
D-K 0,014%*
D-S 0,004*
PL K-S 1

Ikili karsilastirmada Post Hoc Bonferroni testi kullanilmistir.* Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul

edilmistir.
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6. giin yapilan probe trial uygulamasinda K, S ve D grubundaki sicanlarin
GDEL, GDPL, GD frekans ve PLT frekans verilerine bakildi. K grubunda GDEL
21,7+4,75 sn, GDPL 4,35+0,66 m, GD frekans 6,57+0,53 defa ve PLT frekans
1,5740,53 defa olarak bulundu. S grubunda GDEL 19,38+3,96 sn, GDPL 3,98+0,97
m, GD frekans 6,62+1,19 defa ve PLT frekans 1,38+0,74 defa olarak bulundu. D
grubunda GDEL 21,11+£4,81 sn, GDPL 4,29+0,92 m, GD frekans 7+1,32 defa ve
PLT frekans 1,33+0,87 defa olarak bulundu (Tablo 11, Sekil 19-22).

Yapilan istatistiksel analizde PT uygulamasinda K, S ve D gruplarinin GDEL,
GDPL, GD frekans ve PLT frekans verilerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmad: (p>0,05; Kruskal-Wallis). Probe trial uygulamasinda GDEL,
GDPL, GD frekans ve PLT frekans verilerinin K,S ve D gruplar1 arasindaki

farkliliginin degerlendirilmesindeki p degerleri Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 11: Su tanki testinin PT uygulamasinin verileri

GDEL (sn) 21,7+4,75 19,38 £3,96 21,11 £4,81
GDPL (m) 4,35+ 0,66 3,98 +£0,97 4,29 +£0,92
GD frekans 6,57+ 0,53 6,62 + 1,19 7+1,32

PLT frekans 1,57+ 0,53 1,38+ 0,74 1,33 £ 0,87

(K 0 K grubunun ortalama degerleri, S ,,: S grubunun ortalama degerleri, D ,; D grubunun ortalama

degerleri. Veriler ortalama + Standart Hata olarak verilmistir.)
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Sekil 19: K, S ve D gruplariin PT uygulamasinin GDEL verileri
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Sekil 20: K, S ve D gruplarinin PT uygulamasinin GDPL verileri
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Sekil 21: K, S ve D gruplarinin PT uygulamasinin GD frekans verileri
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Sekil 22: K, S ve D gruplarinin PT uygulamasinin PLT frekans verileri

Tablo 12: PT uygulamasinda GDEL, GDPL, GD frekans ve PLT frekans verilerinin

K.,S ve D gruplari arasindaki farkliliginin degerlendirilmesindeki p degerleri.

GDEL GDPL GD frekans  PLT frekans

p degerleri 0,56 0,65 0,83 0,6

Gruplar arasindaki farkliligin degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Anlamlilik

diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

SAG HIPPOCAMPUS CAl1 VE CA2-CA3 ALANLARI
STRATUM PYRAMIDALE TABAKASINDA NORON SAYIM
BULGULARI

K, S ve D gruplarindaki siganlarin sag hippocampus CAl ve CA2-CA3
alanlarinin stratum pyramidale tabakalarindaki toplam ndron sayilarinin bulunmasi
icin her bir siganin kesitlerinde toplam disektor partikiil sayis1 & Q7, 1/KeOO,
1/AO0, 1/KaOO, to , h , hata katsayis1 hesaplandiktan sonra formiilde yerine
konularak toplam noron sayisi (N) hesaplandi (Tablo 13-18).
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K grubundaki si¢anlarin sag hippocampus CA1 alanlarinin stratum pyamidale
tabakalarindaki toplam ndron sayilari Tablo 13°de gosterilmistir. 6 siganin
degerlendirildigi K grubundaki siganlarin sag hippocampus CA1 alanlarinda toplam
noron sayist en yiiksek 131 786, en diisiik 105 941 olarak hesaplanmustir.

Tablo 13: K grubu siganlarin sag hippocampus CA1 alanlarinin stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam ndron sayilar1 ve toplam nodron sayisi hesaplanmasinda

kullanilan parametreler

SICANLAR

K-1 K-2 K-3 K-4 K-5 K-6
Parametreler
Q 311 258 251 297 308 314
1/KeOO 3 3 3 3 3 3
1/A00 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
1/Ka00 2.26 2.19 2.31 2.22 221 2.21
ton 68.06 65.86 69.48 66.67 66.34 66.50
h 30 30 30 30 30 30
HK 0.0166 0.0168 0.0164 0.0141 0.0156 0.0108
N(toplam) 131786 105941 108714 123626 127627 130113

Q™: Disektor sayisi, 1/KeOO: 1/Kesit ornekleme orani, 1/AQO: 1/Alan 6rnekleme orani,
1/KaO0:1/Kalinlik drnekleme orani, to (um): Ortalama kesit kalmligi, h (um): Disektor yiiksekligi,
HK: Hata katsayisi, N(toplam): Toplam néron sayisi.
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S grubundaki sicanlarin sag hippocampus CAl alanlarinin stratum pyamidale
tabakalarindaki toplam noron sayilari Tablo 14’te gosterilmistir. 6 siganin
degerlendirildigi S grubundaki siganlarin sag hippocampus CA1 alanlarinda toplam

noron sayisi en yliksek 132 423, en diistik 92 390 olarak hesaplanmistir.

Tablo 14: S grubu siganlarin sag hippocampus CAl alanlarinin stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam ndron sayilar1 ve toplam ndron sayisi hesaplanmasinda

kullanilan parametreler

SICANLAR

S-1 S-2 S-3 S-4 S-5 S-6
Parametreler
Q 277 298 276 246 225 248
1/KeOO 3 3 3 3 3 3
1/AO0 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
1/KaO0 2.38 2.37 2.43 2.25 2.19 2.51
ton 71.66 71.39 72.98 67.59 65.86 75.49
h 30 30 30 30 30 30
HK 0.0177 0.0143 0.0150 0.0154 0.0188  0.0159
N(toplam) 123611 132423 125752 103781 92390 116715

Q™: Disektor sayisi, 1/KeOO: 1/Kesit ornekleme orani, 1/AQO: 1/Alan 6rnekleme orani,
1/KaO0:1/Kalinlik drnekleme orani, to (um): Ortalama kesit kalmligi, h (um): Disektor yiiksekligi,
HK: Hata katsayisi, N(toplam): Toplam néron sayisi.
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D grubundaki siganlarin CA1 alanlarinin stratum pyamidale tabakalarindaki
toplam noéron sayilar1 Tablo 15°de gdosterilmistir. 6 sicanin degerlendirildigi S
grubundaki siganlarin sag hippocampus CA1l alanlarinda toplam ndron sayisi en

yiiksek 87 112, en diisiik 63 101 olarak hesaplanmustir.

Tablo 15: D grubu siganlarin sag hippocampus CA1 alanlarinin stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam ndron sayilar1 ve toplam nodron sayisi hesaplanmasinda

kullanilan parametreler

SICANLAR

D-1 D-2 D-3 D-4 D-5 D-6
Parametreler
Q 202 168 167 164 165 158
1/KeOO 3 3 3 3 3 3
1/AO0 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
1/KaO0 23 2.21 2.29 2.17 2.12 2.13
ton 69.02 66.38 68.93 65.2 63.74 64.18
h 30 30 30 30 30 30
HK 0.0135 0.0161 0.0166 0.0165 0.0185 0.0181
N(toplam) 87 112 69 615 71 705 66 727 65587 63101

Q™: Disektor sayisi, 1/KeOO: 1/Kesit ornekleme orani, 1/AQO: 1/Alan 6rnekleme orani,
1/KaO0:1/Kalinlik drnekleme orani, to (um): Ortalama kesit kalmligi, h (um): Disektor yiiksekligi,
HK: Hata katsayisi, N(toplam): Toplam néron sayisi.

67



K grubundaki siganlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarinin stratum
pyamidale tabakalarindaki toplam néron sayilar1 Tablo 16’da gosterilmistir. 6 sicanin
degerlendirildigi K grubundaki siganlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarinda
toplam ndron sayisi en yiiksek 260 641, en diisiik 215 988 olarak hesaplanmustir.

Tablo 16: K grubu sicanlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarmin stratum
pyramidale tabakalarindaki toplam noron sayilar1 ve toplam ndron sayist

hesaplanmasinda kullanilan parametreler

SICANLAR

K-1 K-2 K-3 K-4 K-5 K-6
Parametreler
Q 529 526 518 585 621 629
1/KeOO 3 3 3 3 3 3
1/AO0 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
1/KaO0 2.26 2.19 2.31 222 2.21 2.21
ton 68.06 65.86 69.48 66.67 66.34 66.50
h 30 30 30 30 30 30
HK 0.0152 0.0155 0.0159 0.0115 0.0198 0.0156
N(toplam) 224163 215988 224358 243506 257326 260 641

Q™: Disektor sayisi, 1/KeOO: 1/Kesit ornekleme orani, 1/AQO: 1/Alan 6rnekleme orani,
1/KaO0:1/Kalinlik drnekleme orani, to (um): Ortalama kesit kalmligi, h (um): Disektor yiiksekligi,
HK: Hata katsayisi, N(toplam): Toplam néron sayisi.
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S grubundaki sicanlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarinin stratum
pyamidale tabakalarindaki toplam néron sayilar1 Tablo 17°de gosterilmistir. 6 sicanin
degerlendirildigi S grubundaki siganlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarinda
toplam ndron sayisi en yiiksek 240 975, en diisiik 192 796 olarak hesaplanmustir.

Tablo 17: S grubu sicanlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarmin stratum
pyramidale tabakalarindaki toplam noron sayilar1 ve toplam ndron sayist

hesaplanmasinda kullanilan parametreler

SICANLAR

S-1 S-2 S-3 S-4 S-5 S-6
Parametreler
Q 277 298 276 246 225 248
1/KeOO 3 3 3 3 3 3
1/AO0 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
1/KaO0 2.38 2.37 2.43 2.25 2.19 2.51
ton 71.66 71.39 72.98 67.59 65.86 75.49
h 30 30 30 30 30 30
HK 0.021 0.0158 0.0212 0.0176 0.0165 0.0155
N(toplam) 240975 222187 206853 192796 195046 204 251

Q™: Disektor sayisi, 1/KeOO: 1/Kesit ornekleme orani, 1/AQO: 1/Alan o6rnekleme orani,
1/KaO0:1/Kalinlik drnekleme orani, to (um): Ortalama kesit kalmligi, h (um): Disektor yiiksekligi,
HK: Hata katsayisi, N(toplam): Toplam néron sayisi.
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D grubundaki siganlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarinin stratum
pyamidale tabakalarindaki toplam néron sayilar1 Tablo 18’de gosterilmistir. 6 sicanin
degerlendirildigi S grubundaki siganlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarinda
toplam ndron sayisi en yiiksek 153 956, en diisiik 117 016 olarak hesaplanmustir.

Tablo 18: D grubu sicanlarin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarmin stratum
pyramidale tabakalarindaki toplam noron sayilar1 ve toplam ndron sayist

hesaplanmasinda kullanilan parametreler

SICANLAR

D-1 D-2 D-3 D-4 D-5 D-6
Parametreler
Q 357 322 300 298 308 293
1/KeOO 3 3 3 3 3 3
1/AO0 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
1/KaO0 23 2.21 2.29 2.17 2.12 2.13
ton 69.02 66.38 68.93 65.2 63.74 64.18
H 30 30 30 30 30 30
HK 0.0176 0.0159 0.0157 0.0133 0.0141 0.0125
N(toplam) 153956 133428 128812 121248 122430 117016

Q™: Disektor sayisi, 1/KeOO: 1/Kesit ornekleme orani, 1/AQO: 1/Alan 6rnekleme orani,
1/KaO0:1/Kalinlik drnekleme orani, to (um): Ortalama kesit kalmligi, h (um): Disektor yiiksekligi,
HK: Hata katsayisi, N(toplam): Toplam néron sayisi.
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K grubunun sag hippocampus CAl alanlarinin stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam noéron sayisi ortalamasi 121 301+11 201, S grubunun 115
778+15 031, D grubunun 70 641+8 616 olarak bulundu (Tablo 19). K, S ve D
gruplarinin  sag hippocampus CAIl alanlarmin toplam ndron sayilarinin
ortalamalarinin grafigi Sekil 23’de goriilmektedir. K, S ve D gruplarinin sag
hippocampus CA1 alanlar1 toplam néron sayilarinin istatistiksel analizinde gruplar
arasinda anlaml farklilik bulundu (p<0,05; Kruskal-Wallis). Bu farkin D grubundan
kaynaklandigi, D grubunun sag hippocampus CAl alanlarindaki toplam noron
sayilarinin, K ve S gruplarina gore anlamli olarak azaldigi bulundu. K ve S gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p<0,05; Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney U). Gruplar arasindaki farkin degerlendirilmesindeki p degerleri Tablo
22’de, gruplarn ikili karsilagtirmalarindaki p degerleri Tablo 23°de verilmistir.

Tablo 19: K, S ve D gruplarmin sag hippocampus CA1 alani stratum pyramidale

tabakalarindaki toplam noron sayilar1 ortalamalari

GRUPLAR Ortalama Toplam Noron Sayilar
K 121301 + 11201
S 115778 £ 15031
D 70641 + 8616

(Veriler ortalama = Standart Hata olarak verilmistir.)
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HIPPOCAMPUS, CA1 NORON SAYISI
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Sekil 23: K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA1 alanlar stratum pyramidale

tabakalarinin ortalama néron sayilari

K grubunun sag hippocampus CA2-CA3 alanlarinin stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam noron sayisi ortalamas1 237 663+18 856, S grubunun 210
351+18 274, D grubunun 129 481413 326 olarak bulundu (Tablo 20). K, S ve D
gruplarmin sag hippocampus CA2-CA3 alanlarinin toplam ndron sayilarinin
ortalamalarinin grafigi Sekil 24’de goriilmektedir K, S ve D gruplarinin sag
hippocampus CA2-CA3 alanlarinin toplam noron sayilarinin istatistiksel analizinde
gruplar arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0,05; Kruskal-Wallis). Bu farkin D
grubundan kaynaklandigi, D grubunun sag hippocampus CA2-CA3 alanlarindaki
toplam noron sayilarinin, K ve S gruplarina goére anlamli olarak azaldigi bulundu. K
ve S gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05; Kruskal-
Wallis, Mann-Whitney U). Gruplar arasindaki farkin degerlendirilmesindeki p
degerleri Tablo 22°de, gruplarin ikili karsilastirmalarindaki p degerleri Tablo 23°de

verilmistir.
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Tablo 20: K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA2-CA3 alami stratum

pyramidale tabakalarindaki toplam noron sayilari ortalamalar1

GRUPLAR Ortalama Toplam Noron Sayilari
K 237663 + 18856
N 210351 + 18274
D 129481 + 13326

(Veriler ortalama = Standart Hata olarak verilmistir.)

HIPPOCAMPUS, CA2-CA3 NORON SAYISI
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Sekil 24: K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA2-CA3 alanlar1 stratum

pyramidale tabakalarinin ortalama néron sayilari

K grubunun sag hippocampus CA1-CA2-CA3 alanlarmin stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam ndron sayisi ortalamasi 358 964+11 260, S grubunun 326
130412 555, D grubunun 200 122+8 906 olarak bulundu (Tablo 21). K, S ve D
gruplarinin sag hippocampus CA1-CA2-CA3 alanlarinin toplam néron sayilarinin
ortalamalarinin grafigi Sekil 25°de goriilmektedir K, S ve D gruplarinin sag
hippocampus CA1-CA2-CA3 alanlarinin toplam ndron sayilarinin istatistiksel
analizinde gruplar arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0,05; Kruskal-Wallis). Bu
farkin D grubundan kaynaklandigi, D grubunun sag hippocampus CA1-CA2-CA3

alanlarindaki toplam ndron sayilarmmin, K ve S gruplarina gore anlamli olarak
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azaldig1 bulundu. K ve S gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p>0,05; Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U). Gruplar arasindaki farkin
degerlendirilmesindeki p degerleri Tablo 22°de, gruplarin ikili karsilagtirmalarindaki

p degerleri Tablo 23’de verilmistir.

Tablo 21: K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA1-CA2-CA3 alanlar1 stratum

pyramidale tabakalarindaki toplam ndron sayilar1 ortalamalari

GRUPLAR Ortalama Toplam Noron Sayilart
K 358964 + 11260
S 326130 + 12555
D 200122 + 8906

(Veriler ortalama & Standart Hata olarak verilmistir.)
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Sekil 25: K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA1-CA2-CA3 alanlar1 stratum

pyramidale tabakalarinin ortalama noéron sayilari
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Tablo 22: K, S ve D gruplarinin sag hippocampus CA1, CA2-CA3 ve CA1-CA2-
CA3 alanlarmin stratum pyramidale tabakalarindaki toplam ndéron sayilarinin,

gruplar arasindaki farkliliginin degerlendirmesindeki p degerleri

p degerleri
CAl 0,003*
CA2-CA3 0,001*

CA1-CA2-CA3  0,001*

Gruplar arasindaki farkliligin degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. * Anlamlilik

diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Tablo 23: K, S ve D gruplariin, sag hippocampus CA1, CA2-CA3 ve CA1-CA2-
CA3 alanlarmin stratum pyramidale tabakalarindaki toplam ndron sayilarinin ikili

karsilagtirmalardaki p degerleri

p degerleri
D-K 0,002*
D-S 0,002*
CAl K-S 0,485
D-K 0,002*
D-S 0,002*
CA2-CA3 K-S 0,026
D-K 0,002*
D-S 0,004*
CA1-CA2-CA3 K-S 0,65

Ikili karsilastirmada Mann-Whitney U testi kullanilmistir.* Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul

edilmistir.

K, S ve D grubundaki si¢anlarin sag hippocampus CA1 ve CA2-CA3 stratum
pyramidale alanlarindaki toplam noron sayisinin bulunmasi sirasinda gozlenen hata

katsayilar1 hesaplanmistir (Tablo 13-18).
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K grubu S grubu D grubu

6. gii

Sekil 26: K, S ve D gruplarindan rasgele segilen birer siganin su tanki testinde 1-5.
giinlerindeki deneme bloklarinda ve 6. gilindeki PT uygulamasindaki sematik
goriiniimleri

Biitiin giinlerde sicanlarin K kadranindan birakildig1 denemelerin sematik goriiniimleri segilmistir.
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Sekil 27: 6. giin yapilan bir PT uygulamasinin goriintiileri
Yukaridan asagi dogru sirayla gergek goriintli, sanal kadranlarin ¢izdirildigi goriintii, sematik

gorinim.
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Sekil 28: Uzaysal 6grenmenin goriildiigii bir denemenin goriintiileri

Yukaridan asagi dogru sirayla gercek goriintii, sanal kadranlarin ¢izdirildigi goriintii, sematik

gorinim.
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Sekil 29: Hippocampus kesitinde CA1, CA2 ve CA3 alanlarinin goriiniimii

CA1-CA2-CA3: hippocampus stratum pyramidale tabakasini, GD: gyrus dentatus’u gostermektedir.
(H&E) (x4)

Sekil 30: Hippocampus kesitinde CA1, CA2-CA3 alanlarinin gegisinin goriiniimii
(H&E) (x10)
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CA1l ve CA2-CA3, x4 CAl,x10 CAl, x40

K grubu

S grubu

D grubu

CAL, x100

CA1l ve CA2-CA3, x4 CA2-CA3,x10 CA2-CA3, x40

K grubu

S grubu

D grubu

=

CA2-CA3,x100

Sekil 31: K, S ve D grubundaki siganlarin sag hippocampus kesitlerinin CA1 ve

CA2-CA3 alanlarmim x4, x10, x40, x100 objektif biiylitmelerindeki goriintileri

(H&E)

CA1-CA2-CA3: hippocampus stratum pyramidale tabakasini, GD: gyrus dentatus’u

gostermektedir. Oklar hippocampus stratum pyramidale tabakasinin sinirlarimi gostermektedir.
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TARTISMA

Calismamizda stz ile diyabet olusturulan sicanlarin hippocampus CAl ve
CA2-CA3 alanlarinda stereolojik bir yontem olan optik par¢alama yontemi ile néron
sayimi yapildi. Stz ile deneysel diyabet olusturulan gruptaki siganlarin
hippocampus’larinin  CAl, CA2-CA3 ve CA1-CA2-CA3 alanlarinda noron

sayilarinin kontrol ve sham gruplarina gére anlamli olarak azaldigi bulundu (p<0,05).

Optik Parcalama Yontemi ndron sayisini degerlendirmede etkinligi ve
tarafsizlig1 nedeniyle ndrobilimde ‘altin standart’ olarak kabul gormiistiir ve 6zellikle
de hippocampus’ta olmak {izere norolojik kantitatif ¢aligmalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir (20).

Hippocampus’un yogun olarak paketlenmis ince pyramidal tabakasi belirgin
olarak iki alana ayrilabilir; genis hiicreli proksimal alan ve kiigiik hiicreli distal alan.
Cajal bu iki alan1 sirasiyla regio superior (list bolge) ve regio inferior (alt bolge)
olarak tanimlamistir. En sik kullanilan ve kabul goéren ise Lorento de No’nun
hippocampus’u ii¢ alana ayirarak (CA1,CA2 ve CA3) yaptig1 isimlendirmedir. Bu
isimlendirmeye gore hippocampus’un CA2 ve CA3 alan1 Cajal’in genis hiicreli regio
inferior’unun karsilig1 iken; CA1 alan1 kiiciik hiicreli regio superior’una karsilik gelir

(15,17).

CA3, gyrus dentatus’un hilus’una komsudur ve bu alanin sonu noronal hiicre
govdelerinin organizasyonunun ani degisimi nedeniyle iyi tanimlanmistir. CAl
subiculum ile komsudur. CA1’in pyramidal hiicre tabakasininin derininde bulunan
hiicreler subiculum’a yakin bolgelerde asir1  derecede gevsek  olarak
paketlenmislerdir. Subiculum ile CAl arasindaki sinir CAl’in pyramidal hiicre
tabakasinin ylizeyel hiicrelerinin birbiriyle temasinin bittigi nokta olarak tanimlanir.
CA2, Lorento de No’nun tanimladig1 gibi CA3 ve CA1 arasinda bulunan sinirlt bir
hiicresel alandir ve CA3’teki gibi genis hiicreler icerir. CAl ile CA2-CA3 arasindaki
siir hiicre organizasyondaki ve boyutundaki keskin degisim ile tanimlanir (14-16).
CA2 alan1 CA3’¢e ait olarak kabul edilmektedir ¢iinkii klasik boyama yontemleri ile

boyanmis kesitlerde bu iki alan arasindaki sinir belirgin degildir (20).
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CA2 ve CA3’te bulunan pyramidal hiicreler CA1’de bulunanlara gore biiyiiktiir
ve siki paketlenmistirler. CA2’deki pyramidal hiicreler ise CA3’tekilere gore daha
gevsek paketlenmistir.

Pyramidal hiicrelerin biiyiikliigiiniin yaninda CA3 ve CA1 arasinda ¢ok net bir
baglant1 farklilig1 vardir. CA3 pyramidal hiicreleri gyrus dentatus’tan yosunsu lifler

aracilifi ile afferent impuls alirken, CA1 ve CA2 pyramidal hiicreleri almazlar (17).

CA2 alan1 Lorento de No’nun tanimladig1 gibi CA3 ve CAl arasinda bulunan
sinirlt bir hiicresel alandir. CA3 gibi genis hiicreler icerir fakat CA1 gibi gyrus
dentatus’tan yosunsu liflerle input almaz. Bazilarma gore CA2, CA3’iin terminal

pargasidir. Diger yandan da CA2, CA3 ve CA1’den tamamen farklidir (17).

Calismamizda hippocampus’un CA1 alani, CA2—CA3 alanindan kesin sinirlar
ile ayrilabildigi icin, bu iki alandaki hiicreler ayr1 ayr1 sayilmistir. CA2-CA3 arasinda
bdyle kesin bir ayrim yapilamadigr i¢cin CA2 ve CA3 alanlar1 beraber sayilmistir.
Literatiirde hippocampus alanlarinin ayr1 ayr1 degerlendirildigi ¢calismalarda da CAl
ve CA2-CA3 alanlarmin ayrimi bizim calismamiza benzer sekilde yapilmistir

(15,20).

Uzaysal bellekte sag hippocampus’un daha 6nemli oldugu disiiniildiigli igin

calismamizda si¢anlarin sag hippocampus’larinda sayim yapilmistir (11,26,27).

Yiiksek glukoza hiicresel yanitlar ¢ok cesitlidir fakat sonunda fonksiyonel
degisikliklerle ve siklikla da hiicre 6liimiiyle sonuglanir. Yiiksek glukoz akut hiicre
hasarina bagli nekrotik hiicre 6liimiine ve programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen

apoptozise yol agarak hiicre kaybina yol agmaktadir (32).

Memelilerde hippocampus anoksik ve iskemik hasara en hassas beyin
yapilarindan birisidir. Bu hassasiyet hippocampus’un CA1 alanindaki noronlarinda
CA3 alanindaki noronlarina gore daha fazladir (62). Bizim calismamizda stz ile
olusturulan diyabette D grubundaki si¢anlarin hippocampus’larinin hem CA1 hem de

CA2-CA3 alanlarindaki noron sayilarinda azalma goriildii. K ve S gruplarindaki
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siganlarin hippocampus’larinin CA1 ve CA2-CA3 alanlar1 dikkate alindiginda, D
grubunun CA1 alanindaki azalmanin CA2-CA3 alanlarindaki azalmadan daha fazla
olmadigr gobzlemlendi. Bunun anoksik iskemik hasarin ve diyabetik hasarin

mekanizmalariin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.

Yiiksek glukoza ilk hiicresel cevap c¢esitli formlarda serbest oksijen
radikallerinin (SOR) olusumudur. Reaktif nitrojen iiriinlerinin iiretimi, SOR ile
kombine edildiginde, hizla apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiinii hem mitokondri
bagimli hemde bagimsiz yolaklar araciligi ile indiiklerler. Bax’in indiikledigi dis
mitokondrial membran permeabilitesi ve cytochrome ¢ salinimi apoptotik sinyalde
kritik ve irreversibl sathalardir. Calisilan c¢ogu hiire tipinde yiiksek glukozun
apoptotik sinyalde cesitli safhalar1 etkiledigi aciktir; oksidatif ve nitrosatif stresi
arttirarak, proapptotik Bcl-2 ailesi proteinlerini aktive ederek ve caspase kaskadini

baslatarak hiicre 6liimiine neden olur (32).

Ortamdaki yiliksek glukoz konsantrasyonunu takiben hiicrelerdeki oksidatif ve
nitrosatif stresin gosterildigi pek cok c¢aligmada, antioksidanlarin faydali etkileri
gosterilmistir. Ates ve arkadaslar yaptiklar iki ayr1 ¢alismada 60 mg/kg stz ile
diyabet olusturduklar1 sicanlarda antioksidan 6zellikleri oldugu bilinen mexiletine ve
resveratrol’iin hippocampus, cortex, cerebellum ve beyin sapinda Malondialdehid
(MDA), Ksantin oksidaz (XO), Nitrik Oksit (NO) diizeylerindeki artmay1 6nledigini
belirtererek, oksidatif hasar1 onledigini gdostermislerdir (55,56). Bununla beraber bu
calismalardan elde edilen bilgiler yorumlanirken dikkatli olunmalidir. Ne serbest
radikal tiirlerini (sliperoksit gibi) tespit etmede kullanilan tekniklerin ¢ogu ne de
bunlart etkisizlestirmek i¢in veya iiretimini engellemek icin kullanilan antioksidanlar
spesifik degildir. Ayrica bu serbest radikallerin yar1 Omrii, olas1 reaktanlarin
varliginda en fazla birka¢ saniyedir. Bu 0Ozellikle oksidasyon ve nitrasyon
reaksiyonlariin ¢ok hizli oranlarda meydana geldigi peroksinitrit ve tiirevleri igin de

gecerlidir (32).
Bunlara ragmen oksidanlar yiiksek glukoza maruziyet sonucu ortaya ¢ikarlar ve

oksidasyon ve nitrasyon {riinleri relatif olarak hem in vivo hem de in vitro kolayca

tesbit edilebilirler. Doku parcalarinda 3-nitrotirozin’in  gdsterilmesi siklikla

83



ONOO’in indiikledigi oksidatif stres ve hiicresel hasarin belirleyicisi olarak
kullanilir. Diabetik nefropatili hastalarin proksimal tubullerinde, endotoksin
tedavisini takiben sicanlarin bobreklerinde ve diabetik sicanlarin  renal
kortekslerinde, artmis nitrotirozin boyanmasi tesbit edilmistir. Bununla beraber
myeloperoksidaz’in tirozin rezidiilerini de nitrate edebilmesi, ONOOin indiikledigi
hiicresel hasarin belirleyicisi olarak 3-nitrotyrosine kullanilmasi kisitlamistir. Tirozin
parcalarinin nitrasyonunun siklikla nitrit’in hidrojen peroksid (H»O,) aracilig1 ile

oksidasyonuna bagli oldugu bildirilmistir (32).

Yiiksek glukozun indiikledigi siiperoksit iiretimi DNA zincirinde kirilmalara ve
poly(ADP)-ribose  polymerase (PARP) aktivasyonuna yol acar. PARP,
glyceraldehyde phosphate dehidrogenase’s (GAPDH) inhibe eder ve hiicre 6liimiine
neden olur. Bu model mitokondrial SOR {iretiminin yiiksek glukozun indiikledigi
apoptozisteki Onemli roliinii goOstermektedir. Noronlarda yiiksek glukozun
indiikledigi SOR firetimi ve apoptotik hiicre 6liimii hipergliseminin ilk 2 saatinde

gosterilebilir (32,63).

Oksidatif stresin indiikledigi apoptozis i¢in diger bir model de H,O;’nin
ASKT’1 indiiklemesidir. Bu Bcl-2’nin down regulasyonuna, mitokondrial membran
potansiyelinin bozulmasina ve caspase kaskadinin aktivasyonuna yol agar.
Antioksidan 6zelligi olan selenit’in ASK1’ in apoptotik etkilerini PI-3-kinase/Akt
yolaklarin1 aktive ederek bloke ettigi gosterilmistir (32).

NO vericisi, NOC-18’in, mitokondrial membran depolarizasyonunu, Bax
indiiklii cytochrome ¢ salinimin1 ve caspase aktivasyonunu indiiklemesinin

gosterilmesi NO’in de apoptozise neden oldugunu gostermektedir (32).

Fujita ve arkadaslar1 noronal hiicrelerde yiliksek glukoz kiiltiiriiniin
baslangicindan 12 saate kadar proapoptotic Bax ekspresyonunun lineer sekilde
arttigin1 gostermislerdir. Bu c¢alismada ayrica yiiksek glukozun néronal hiicrelerde
protein kinase C araciligi ile Bax indiiklii cytochrome c salinimi ve caspase
aktivasyonunu arttirarak apoptotik hiicre Oliimiinti arttirdifi ve nekrotik hiicre

Oliimiinii 6nledigi gosterilmistir (64).
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Renal tubuler epitelyal hiicrelerde, yiliksek glukoz konsantrasyonunun, Bax
ekspresyonunda 2 kat artisa ve Bcl-2 ekspresyonunun supresyonuna yol actigi
gosterilmistir. Ayrica yiiksek glukoz Bad fosforilasyonunu arttirir ve bununla iliskili
olarak Bax/Bcl2 oranini, cytochrome ¢ salinimini ve caspase 3 aktivasyonunu artirir

(32).

Yiiksek glukoz konsantrasyonlar1 ya direkt olarak ya da ASK1 araciligi ile INK
ve p38 gibi Bax oligomerizasyonuna ve mitokondriden cytochrome c¢ salinimina
neden olan stres-induced MAPK’lar1 aktive eder. Bu da caspase-3 aktivasyonuna ve
sonu¢ olarak Bax aracili apoptozise neden olur (32). Nakagami ve arkadaslart insan
aortunun endotelial hiicrelerinde yiiksek glukozun p38 MAPK fosforilizasyonunu
arttirdigini, mitokondriden cytochrome ¢ salimimini arttirarak caspase 3

aktivasyonunu arttirdigini gostermislerdir (65).

Yiiksek glukozun indiikledigi apoptozisde p53’lin rolii ventrikiiler myosit
hiicrelerinde gosterilmistir. Bu ¢aligmada p53°tin O-glukozilasyonunun, anjiotensin-
IT birikimine ve Bax aktivasyonu araciligi ile miyosit apoptozisine yol a¢mustir.
Ayrica bu galismada, p53’iin (Ser'™) noktasindan fosforillendigi gosterilmistir bu da

JNK’y1 aktive ederek hiicre 6liimiinii baglatmaktadir (32,66).

Son olarak p53 ve Bax indiiklii apoptozis arasindaki iliski DNA hasar1 araciligi
ile apoptozis indiiksiyonunu takiben apoptosis-associated speck-like protein
(ASC)’nin p53 tarafindan indiiksiyonunun Bax bagimli cytochrome c¢ salinimina,
caspase-9, caspase-2, ve caspase-3 aktivasyonuna aracilik etmesi ile gosterilmigtir

(32).

Yiiksek glukozun indiikledigi apoptosis IGF-I tarafindan 6nlenebilir (36,40).
IGF-I fizyolojik konsantrasyonlarda bile caspase 3 aktivasyonunu Onleyerek noronal
apoptozisi onlemektedir (67). IGF-I’in ¢esitli noronal sistemlerde antiapoptotik
etkileri oldugu bilinmektedir. IGF-I antiapoptotik etkisini iki mekanizma aracilig ile
gerceklestirmektedir. Bunlardan birisi IGF-1’in stimiile etti§i ERK tarafindan

yiiriitiilen bir stirecte Bad’in fosforilasyonudur. Digeri ise PI 3- kinase ve Akt sinyal
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yolag1 araciligr ile Bad’in fosforilasyonudur. Bad’in fosforillenmesi mitokondrial
membrana translokasyonunu onler (33). Pratikte IGF-I tarafindan aktive olan bu
mekanizmalariin birisinin veya ikisinin aktivasyonu hiicre tipine ve yiiksek glukoz
konsantrasyonuna maruziyetin siiresine baglidir (32,33). Yeni c¢alismalar insiilin’in

kendisinin de antiapoptotik etkili oldugunu gostermektedir (68).

Calismamizda sicanlarda diyabet olusturmak i¢in 60 mg/kg stz intraperitoneal
olarak uygulanmistir. Glucosamine-nitrosurea bilesigi olan stz’in intravendz veya
intraperitoneal enjeksiyonu diyabetin patofizyolojisinin ve komplikasyonlarinin

arastirildig1 calismalarda en sik kullanilan modeldir (34).

Bu modelin temel O6zelliklerinden birisi iyi karakterize edilmis olmasidir.
Streptozotosin diyabetik siganlar hipoinsiilinemiktir, fakat hayatlarini devam
ettirebilmeleri i¢in insiilin tedavisi gerekmez. Kan glukoz seviyeleri 20-25 mmol/L
diizeyindedir (normali; 5 mmol/L). Diyabetik insanlarda oldugu gibi diyabetik

sicanlarda da gdz, bobrek, kalp ve sinir sisteminde organ hasarlar1 goriliir.

Bu modelde yapilan gozlemler tip 1 DM hastalar1 ile uyumlu olmakla birlikte
bu model ile diyabet olusturulan kemirgenlerin kan glukoz diizeyleri, tip 1 DM

hastalarindan belirgin olarak yiiksektir.

Stz’in intracerebroventriculer enjeksiyonundan sonra beyinde direkt toksik
etkileri oldugu bilinmektedir. Fakat kan beyin bariyerinde GLUT-2 glukoz
tagiyicilart bulunmadigi icin stz beyini direkt olarak etkilememektedir. Bu stz
uygulanmasindan haftalar sonra kogniisyon ve sinaptik plastisitede meydana gelen
degisikliklerin insiilin tedavisi ile Onlenebildiginin gosterilmesi ile desteklenmistir
(34).

Calismamizda stz ile diyabet olusturulan siganlarin hippocampus’larinin CAl,
CA2-CA3 ve CAI-CA2-CA3 alanlarinda noron kaybinin yaninda uzaysal
o0grenmelerinin de bozuldugu, K ve S gruplarina gére daha zor 6grendikleri, su tanki

testi ile ortaya konulmustur.
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Calismamizda sicanlara, stz ile diyabet olusturulmasindan sonraki 7. hafta su
tanki  testi uygulanarak sicanlarin  6grenme ve bellek  fonksiyonlari
degerlendirilmistir. Su tanki testi yaklagitk 25 yil once, sicanlarda laboratuar
ortaminda uzaysal 6grenme ve bellegin degerlendirilmesinde kullanilmak {izere
tanimlanmis bir modeldir. Zaman i¢inde davranigsal norobilimde en sik kullanilan
modellerden biri olmustur. Testin popiilaritesinin nedenlerinden birisi de su tanki
testinin siganlardaki hippocampus lezyonlarina 6zel sensitivitesi olan bir test olarak
gosterilmesidir. Bu su tanki testinin 6nemli bir Ozelligidir Boylece davranigsal
norobilimciler olduk¢a kompleks olan Ogrenme ve bellek sisteminin noronal

temellerini ¢alisabilmektedirler (37,38).

Bizim ¢alismamizda su tanki testi uygulamasinda klasik alt1 giinliik protokol
kullanilmustir (58,59). Bu protokole gore 1. giin gorliniir, 2-5. glinler sakli platform
kullanilarak her giin dért deneme olmak iizere bes giin siiresince deneme bloklar1
yapildt (acquisition bloklar1) ve bu denemelerden elde edilen verilerin
degerlendirilmesi sonucunda D grubundaki siganlarin EL ve PL degerlerinin deneme
giinleri siiresince tedricen azaldigi goriildii (Sekil 16 ve 17 ). Bu bize K, S ve D
grubundaki sicanlarin su tanki testinde platformu bulmay1 6grendiklerini gosterdi.
Fakat gruplar arasindaki EL ve PL degerleri karsilastirildiginda D grubundaki
sicanlarin EL ve PL degerleri, K ve S grubundaki siganlara goére anlamli olarak
artmig bulundu (p< 0,05). Bu da D grubundaki si¢anlarin K ve S grubundaki
siganlara gore daha zor Ogrendigini gosterdi. D grubundaki sicanlar 6grenme ve
bellek yeteneklerini tam olarak kaybetmemekle birlikte 6grenme performanslari

bozulmustu.

Su tanki testinin 1-5. giinlerinde yapilan deneme bloklarinda
degerlendirdigimiz diger bir parametre sicanlarin V degerleri idi. Yapilan istatistiksel
analizde K, S ve D grubundaki si¢anlarin V degerleri arasinda fark bulunmadi
(p>0,05). Diyabetin her iki formu da gozleri, bobrekleri, kalbi, kan damarlarini ve
sinirleri etkileyebilir. Tip 1 diyabetik hastalarin 6grenme ve bellekte, problem
¢ozmede, mental ve motor hizda bozulmalar gosterdikleri bildirilmistir. Bu
komplikasyonlarin gelismesi diyabetin siiresi ve metabolik kontroliiniin kalitesi ile

iliskilidir (31).
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Calismamizda D grubundaki sicanlarda, su tanki testinin 6 giinliik siirecini de
g6z Oniine aldigimizda, 6-7 haftalik stz ile olusturulan diyabet siireci sonunda motor
performans bozuklugu olusmadi. Diger yandan D grubunda motor performans
bozuklugu olugsmamis olmasi su tanki testini EL ve PL verilerinin siganlarin hizindan
etkilenmedigini gostermektedir. Boylece EL ve PL verilerimizin standardizasyonu da

yine su tanki testi ile saglanmistir.

6. giin yapilan probe trial uygulamasinin GDEL, GDPL, GD frekans, PLT
frekans verilerinin istatistiksel analizinde K,S ve D gruplar1 arasinda fark bulunmadi
(p>0,05). Pek c¢ok farkli arastirmada Ogrenme ve bellekte hippocampus’un
fonksiyonunu agiklayabilmek icin su tanki testinin pek ¢ok farkli metodolojik
varyasyonlar1 kullanilmaktadir. Bizim de ¢alismamizda uyguladigimiz sekilde seri
halinde uygulanan acquisition bloklarindan sonra platformun havuzdan kaldirilarak
sicanin belirli bir siire serbest olarak yiizmesinin saglanmasiyla gergeklestirilen bir
probe trial uygulamasinda hayvanin daha onceden platformun bulundugunu
ogrendigi kadranda (hedef kadran) platformu aramasi sirasinda siganin daha dnceden
platformun bulundugu kadranda ge¢irdigi siire, platformun bulundugu alandan
gecme sayisi gibi veriler degerlendirilerek hayvanin uzaysal 6grenmesinin dogrulugu
degerlendirilir. Iyi 6grenmis bir hayvan yiizme siiresinin %50 veya daha fazlasmi

hedef kadrani tarayarak gegirir (37).

Hippocampus eksplisit bellegin 6zel bir pargasi olmakla birlikte kemirgenlerde
uzaysal 6grenme icin gereklidir. Farelerde ve sicanlarda hippocampus’taki pyramidal
hiicreler potansiyel ‘place cell’ olarak fonksiyon goriirler. Bu hiicrelerin ortamda
kodladiklar1 alanlar da “place field’ olarak adlandirilmaktadir. Place cell’ler hayvanin
ortamdaki pozisyonuyla iligkili olarak uyarilirlar. Hayvan yeni bir ortama girdigi
zaman bir ‘place field’ olusturmay: diisiiniir. Bu place field’ler dakikalar i¢inde

bicimlenir ve haftalarca, aylarca sabit kalir (11,26,27,69).
Hippocampus uzaysal bellegin olusturulmasinda ve yon 0Ogrenilmesinde,

etraftaki nesnelerin referans alinarak kognitif haritanin olusturulmasinda (allocentric

kognitif map) onemli, belki de esas role sahip olmakla birlikte uzaysal 6grenmenin
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diger elemanlar1 muhtemelen diger beyin yapilar1 tarafindan saglanmaktadir. Bu
yapilar kisa siireli bellek (calisma belle§i) i¢in frontal lob, uzaysal oryentasyon,
dikkat ve insanin veya denegin kendini referans alarak (egocentric, body-related
mapping) olusturdugu haritalama i¢in parietal korteks’dir. Uzaysal bellegin islevinin
bu yapilarin hepsinin yiikksek seviyedeki organizasyonuna bagli oldugu

diistintilmektedir (27).

Calismamizda K, S ve D grubundaki siganlar 1-5. giinler her giin dort deneme
olacak sekilde yapilan deneme bloklarinda platformun yerini ipuglarini kullanarak
bulmay1 06grendiler. Probe trial uygulamasinda, sicanlar daha onceden yerini
ogrendikleri platformu aramak i¢in beyinde bircok merkez ve kortikal alam
kullanacaktir. Ciinkii uzaysal bilgi hippocampus’ta kodlanmig, limbik sistemde
pekistirilerek assosiasyon kortekslerinde depolanmigtir. Bu nedenle probe trial testi
bilginin  pekistirilip  pekistirilmedigini, depolanip depolanmadigin1  gdsterir.
Depolanan bilgi geri c¢agrilabildigi icin, ayn1 zamanda geri ¢agirma da bu arada
degerlendirilebilir  (37,70). Geri ¢agirmanin  degerlendirildigi probe trial
uygulamalarinin protokolleri farkli olmakla birlikte bizim uyguladigimiz probe trial
uygulamasinda platformu aramak i¢in sicanin pekistirdigi ve depoladigi bilgiyi
kullanmas1 gerektigi i¢cin geri ¢agirip ¢agiramadigi da degerlendirilmektedir. Bunun
icin assosiasyon korteksleri arasinda da baglantilar kurulmalidir. Biz probe trial
uygulamasinda K, S ve D gruplari arasinda fark olmamasini, D grubunda performans
bozuklugu olmakla birlikte siganlarin platformu bulmayr 6grenmis olmasi sonucu
bunu kortikal baglantilarla kortexe aktarabilmis olmalarina ve bu yolaklarda bir
bozulma olmamasina bagladik. Bu ekstrahipokampal yapilarin fonksiyonu sonucu
gerceklesmistir. Ayrica yapilan g¢aligmalar siganlarin hippocampus’larinin az bir

kismu ile bile su tanki testini 6grenebileceklerini géstermektedir (69,70).

Stz ile diyabet olusturulan kemirgenler relatif olarak daha kolay olan testleri
normal olarak basarabilmektedir. Fakat su tanki testi gibi daha kompleks testlerde
kemirgenlerin performanslar1 acik olarak bozulmaktadir (31). Diyabetik sicanlarda
uygulanan testin kompleksliginin artmasiyla, davranissal protokoldeki degisikliklerle

ve diyabetin siiresi ile performans bozuklugu belirgin hale gelmektedir (71).
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Baydas ve arkadaslarnt 60 mg/kg stz ile diyabet olusturduklar1 Wistar cinsi
siganlara, diyabet olusturulmasindan 6 hafta sonra su tanki testi uygulamiglardir.
Sicanlar, iki giin i¢inde platform bulunmayan havuzda serbest olarak yiizdiirtildiikten
sonra her giin dort deneme olacak sekilde bes giin siiresince sakli platform
kullanilarak yiizdiiriilmiistiir. Sekizinci glin platform havuzdan kaldirilmis ve probe
trial uygulamasi yapilmistir. Bes giinliik deneme bloklarinda sicanlarin EL
verilerinin analizinde diyabetik si¢anlarin performaslarinin bozuldugu gdosterilmistir.
Probe trial uygulamasinda ise sicanlarin ‘daha Onceden platformun bulundugu
kadranda gegirdikleri siire’ verilerinin analizinde diyabetik si¢anlarin hedef kadranda
daha az siire gecirdigi gosterilmistir (54). Bu calismada sicanlarda diyabet
olusturulmasindan su tanki testinin uygulanmasina kadar gegen siire (6 hafta) bizim
calismamizla aynm1 olmakla birlikte uygulanan protokol bizim protokoliimiize tam

olarak benzememektedir.

Biessels ve arkadaslari, 40 mg/kg stz ile diyabet olusturduklar1 sicanlarda
diyabet olusturulmasindan 10 hafta sonra 5 giin boyunca her giin li¢ deneme olacak
sekilde ve sakli platform kullanarak su tanki testini uygulamislardir. Siganlarin EL
ve PL verilerinin degerlendirilmesi sonucunda diyabetik siganlarin performanslarinin
bozuldugunu gostermislerdir. Aymi arastirmacilar daha Onceki calismalarinda
diyabetik siganlarda goriiniir platform ile uyguladiklar1 su tanki testinde diyabet
grubundaki ve kontrol grubundaki siganlarin performanslari arasinda fark
bulmadiklarii, bu nedenle su tanki testinde diyabetik sicanlarda goriilen performans
bozuklugunda motor defektin etkisinin olmadigini ileri slirmiiglerdir (40). Biz
calismamizda siganlarin su tanki testinde 1-5 giinlerdeki V degerlerini analiz ederek
D grubundaki siganlarda motor bozukluk goriilmedigi sonucuna vardik. Biessels ve
arkadaglarinin ¢alismasinda, su tanki testinde 1-5. gilinlerdeki deneme bloklarinda
elde edilen sonuglar bizim ¢alismamizda uyguladigimiz su tanki testinin deneme
bloklarinin sonuglar1 ile benzerdir. Fakat bu calismada probe trial uygulamasi
yapilmamistir. Bu calismada su tanki testi uygulanan sicanlarda, diyabet
olusturulmasindan 11-12 hafta sonra hippocampus’ta LTP (hippocampus CAl ve
CA3 alanlarindan kayitlar yapilarak) invitro olarak 6l¢iilmiis ve diyabetik si¢anlarda
LTP olugmasmin bozuldugu gosterilmistir. Biessels ve arkadaslar1 diyabetik

siganlarda hippocampus’ta sinaptik plastisitede ve su tanki testindeki bozulmalarin
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paralel olarak ortaya ciktigi ve diyabetik sicanlardaki bu degisikliklerin bu iki

parametre arasindaki baglantinin 6nemini destekledigi sonucuna varmislardir (40).

Hiicresel diizeyde LTP ve LTD 0&grenme ve bellek mekanizmalarinin
arastirlldigr caligmalarda en ¢ok dikkati ¢eken iki sinaptik plastisite formudur (5).
Yine LTP, hiicresel diizeyde en ¢ok kabul géren 6grenme ve bellek modelidir. Genel
olarak LTP farkli beyin alanlarinda olusan sinaptik plastisite aktivitesine baglidir.
Hippocampus fonksiyonunun bir yansimasi olan sinaptik plastisite, sinaptik
siddetteki degisikliklerin 6grenme ve bellekte degisiklere yol agmasi nedeniyle,
ozellikle dikkat c¢ekmektedir. Kamal ve arkadaslari 60 mg/kg stz ile dyiabet
olusturduktan 12 hafta sonra 50-Hz frekansta verdikleri bes ardisik uyari ile stimiile
ettikleri sinapslarda AMPA reseptorlerinin sumasyon cevaplarin
degerlendirmislerdir. Yaptiklari intraseliiler kayitlarda hippocampus’taki pyramidal
hiicrelerin AMPA sumasyon cevaplarininin diyabetik siganlarda anlamli olarak
azaldigmi gostermislerdir. Bu da stz diabetik sicanlarda sinaptik cevabin

bozuldugunu ve sinaptik plastisitenin degistigini gostermektedir (4).

Hippocampus 6grenmenin belirli formlarinda rol oynayan bir yapidir. Hiicresel
diizeyde hippocampus’ta LTP ve LTD olusumu 6grenme ve bellegin
mekanizmalarmin calisildigi pek ¢ok calismada dikkat ¢eken iki sinaptik plastisite
formudur (5). Stz diyabetik sicanlarin hippocampus kesitlerinde LTP olusumundaki
defekt gosterilmistir. Hippocampus CAl ve CA3 alanlarinda LTP olusumunun
bozuldugu bununla birlikte CA1 alaninda LTD olusumunun arttig1 gosterilmistir.
LTP’deki bozulmanin derecesi hipergliseminin siddeti ve diyabetin siiresi ile

iligkilendirilmistir (72).

Yine birbaska caligmada sicanlarda 60 mg/kg stz ile diyabet olusturulmasindan
ic ay sonra Schaffer kollateral-komissural sinapslarin hippocampus CA1 noronlari
tizerindeki long-term plastisitesinin degerlendirilmesi sonucu diyabetik siganlarda

LTD olusumunun arttig1 ve LTP olusumunun inhibe oldugu gosterilmistir (7).

Kamal ve arkadaslar stz ile diyabet olusturduklar1 gen¢ ve yaslh sigcanlarda,

diyabet olusturulmasindan 8 hafta sonra yaptiklari su tanki testinde hem geng hem de
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yash siganlarda 6grenmenin bozuldugunu gdstermislerdir. Daha sonra bu si¢anlarin
hippocampus  kesitlerinden yaptiklar1  elektrofizyolojik  c¢alismalarda LTP

olusumunun bozuldugunu goéstermislerdir (5).

Stz ile diyabet olusturulan siganlarda su tanki testinde performans bozukluklar1
karakteristiktir. Bu performans bozukluklari, LTP olusumundaki bozukluklarla

iliskilendirilmektedir (5,31,40).

Zhen-Guo Li ve arkadaslart BB/Wor siganlarda spontan diyabet gelistikten
sonraki ikinci ve sekizinci aylarda su tanki testi uygulayarak siganlarin EL
degerlerini degerlendirmislerdir. Iki aylik diyabetik siganlarin EL degerlerinin aym
yastaki kontrol grubuna goére farkli olmadigini (p>0,05), Sekiz aylik diyabetik
sicanlarin EL degerlerinin ise ayni yastaki kontrol grubuna gore arttigin
gostermiglerdir. Sekiz aylik diyabetik sicanlar1 ayni kilodaki kontrol grubu ile
karsilastirdiklarinda yine bu diyabetik sicanlarin EL degerlerinin artmis oldugunu
gostermislerdir. Bu diyabetik sicanlarda goriilen progresif 6grenme ve belek
bozuklugunun viicut agirligt ile iligkili olmadigini gdstermektedir. Yine iki aylik
diyabetik sicanlarda 6grenme ve bellekte bozuklugunun gosterilmemesi diyabetin
stiresi ile iliskilendirilmistir. Ayni1 arastirmacilar sekiz aylik diyabetik siganlarin
hippocampus CA1 ve CA2 alanlarinda pyramidal hiicrelerde TUNEL positif néronlar
tesbit etmislerdir. Hippocampus’ta néronal kaybi1 dogrulamak i¢in yaptiklart ndronal
yogunluk sayimi ile sekiz aylik diyabetik sicanlarin CA1 ve CA2 alanlarinda néron
yogunlugunun azaldigini tespit etmislerdir. Sekiz aylik diyabetik sicanlarda Bax
ekspresyonunun arttigini, Bax/Bcl-Xp oraninin arttigini - gostermislerdir. Bu
calismada kullanilan BB/Wor siganlar, pankreas [ hiicrelerinin immiin sistem
araciligi ile yikimina bagli spontan olarak diyabet gelistiren, inbred Wistar cinsi
siganlardir. Yasamalarini siirdiirebilmeleri i¢in insiilin tedavisi gereklidir (34). Zaten
bu ¢alismadaki si¢anlara da insiilin tedavisi uygulanmistir (68). Ayn1 ekip BB /Wor
(hiperglisemik-hipoinsiilinemik, Tip 1 diyabetik) sicanlarda ve Zucker diyabetik
sicanlarda (hiperglisemik-hiperinsiilinemik, Tip 2 diyabet) yaptiklar1 calismada
BB/Wor sicanlarin, Zucker diyabetik sicanlara gore, CA1 alanlarinda néronal hiicre

kaybinin ve apopitotik aktivitenin arttigin1 gostermislerdir. Bu sonuglarini insiilin

92



defektinin hiperglisemideki néronal apoptosisi arttirdigi yoniinde yorumlamislardir

(73).

Deneysel olarak Tip 1 diyabette elektrofizyolojik bozukluklar, su tanki testi
performans bozukluklari, apoptotik hiicre kaybi, noronal yogunlugun azaldigi
gosterilmistir. Fakat optik pargalama yontemi ile hiicre kaybi ve su tanki testi ile
uzaysal 0grenme ve bellekteki performans bozukluklari gosterilmemistir. Biz bu
calismamizda, klinikte tip 1 DM ile uyumlu, stz diyabet modeli uygulanan siganlarin
hippocampus CA1l, CA2-CA3 ve CA1-CA2-CA3 alanlarinda néron sayilarinin
azaldigini, buna paralel olarak diyabetik sicanlarin su tanki testinde Ogrenme

performanslarinin bozuldugunu gosterdik.
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SONUCLAR

Sicanlarda stz ile olusturulan diyabetin hippocampus noéron sayisi ve uzaysal

O0grenme ve lizerine olan etkilerinin incelendigi bu ¢alismada su sonuglar elde

edildi:

1. Streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulan sicanlarda sag
hippocampus’un CAl ve CA2-CA3 alanlarimin stratum pyramidale
tabakalarindaki pyramidal néron sayisi kontrol ve sham gruplarina gore,

anlamli derecede daha az bulunmustur.

2. Streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulan siganlara uygulanan su tanki
testinde 6grenme performanslarinin, kontrol ve sham gruplarina gore, anlaml

olarak bozuldugu gosterilmistir.

3. Streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulan siganlarain su tanki testinin
probe trial uygulamasindaki performanslarinda kontrol ve sham gruplarina

gore fark bulunmamustir.

Streptozotosin ile olusturulan deneysel diyabetin siganlarda hippocampus’ta
pyramidal noronlarin azalmasina yol actig1; bu azalmanin 6grenme performansini
bozabilecegi ancak bellek olusumunun tamamen kaybolmadigi sonucuna
varilmigtir. Mekanizmalarin agiklanmasi i¢in sinaptik ve biyokimyasal diizeyde

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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OZET

SICANLARDA STREPTOZOTOSIN ILE OLUSTURULAN
DENEYSEL DiYABETIN HIPPOCAMPUS NORON SAYISI VE
UZAYSAL OGRENMEYE ETKIiSi
DR. GOKSIN NILUFER YONGUC

DM’un demans i¢in bir risk faktorii oldugu, 6grenme ve bellekte yetersizliklere
yol actig1 bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci deneysel olarak diyabet olusturulmus
sicanlarda su tanki testi ile uzaysal 6grenme-bellegi degerlendirmek ve hippocampus

pyramidal noron sayisindaki degisiklikleri ortaya koymaktir.

Bu amagla 4 aylik eriskin, 30 wistar cinsi sican Kontrol (K), Sham (S) ve
Diyabet (D) olmak iizere {i¢ esit gruba ayrildi. D grubunda 60 mg/kg stz’in salin
icinde ¢ozdiiriilerek i.p. olarak enjeksiyonuyla diyabet olusturuldu. D grubundaki
siganlarin  streptozotosin enjeksiyonundan sonraki 3. ve 10. giinlerde yapilan
Olctimlerde  kan glukoz diizeyleri 300mg/dI’nin {izerindeydi.  Diyabet
olusturulmasindan 6 hafta sonra uygulanan su tanki testinde sicanlarin
performanslarina bakilarak uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlar1 degerlendirildi.
Su tanki tetinden sonra her gruptan rasgele secilen 6’sar adet si¢an secilerek dekapite
edildi ve beyinleri ¢ikarildi. Hippocampus noron sayilar1 optik parcalama yontemiyle

tespit edildi.

Sicanlarin su tanki testinin bes giinlilk deneme bloklarinda platformu bulmay1
ogrendikleri fakat diyabetik sicanlarin performanslarimin azaldigi gozlendi. D
grubundaki siganlarda motor fonksiyon bozuklugu gozlenmedi. Probe Trial
uygulamasinda K, S ve D grubundaki sicanlar arasinda fark bulunmadi. D
grubundaki si¢anlarin hippocampus CA1l, C2-CA3 ve CA1-CA2-CA3 alanlarinda K

ve S gruplarina gore noron kaybi1 oldugu tespit edildi.
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Sonug olarak diyabetik siganlarin hippocampus néron kaybina paralel olarak su
tanki testinde performanslar1 azalmistir. Fakat uzaysal 6§renme ve bellek yetenekleri

tamamen kaybolmamustir.
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SUMMARY

EFFECTS OF STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETES ON
HIPPOCAMPAL NEURON NUMBER AND SPATIAL
LEARNING IN RATS
DR. GOKSIN NILUFER YONGUC

It is known that DM is a risk factor of demantia and it causes learning and
memory deficiencies. The aim of this study is to evaluate spatial learning and
memory and hippocampal pyramidal neuron number in streptozotocin induced

diabetic rats.

To achieve this aim 4 months old, 30 adult Wistar rats were divided in to three
groups: Control (K), Sham (S) and Diabetes (D). In group D diabetes was induced by
intraperitoneally injection of 60 mg/kg stz dissolved in saline. In group D, at the 3rd
and 10th days after stz injection, blood glucose levels of rats were above 300 mg/dl.
Rats’ spatial larning and memory functions were appraised with their performances
in Water maze test six weeks after the induction of diabetes. After water maze test
six rats were selected randomly from each group and decapitated. Hippocampal

neuron numbers were counted by Optic Fractionator Method.

All rats in each group learned how to find platform at training trail blocks in the
following 5 days but rats in group D showed lower performance. Motor
performances of rats in group D were uneffected. At probe trial of Water maze test
there were no differences between rats in K,S and D groups. In rats of group D
neuronal loss were established in their hippocampal CA1, CA2-CA3 and CA1-CA2-
CA3 regions according to the groups K and S.

It is the resultant that diabetic rats performances decreased in water maze test

as parallelly to their hippocampal neuronal loss.But their spatial learning and

memory abilities were not lost completely.
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