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OZET

Biisra Onar, Streptozotosin ile Olusturulan Diabetin Inflamazom Aracih
Noroinflamasyon ve Hipokampal Ogrenme Uzerine Etkisi, Zonguldak Biilent
Ecevit Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim Dal, Yiiksek

Lisans Tezi, Zonguldak, 2019.

Diabetes Mellitus 6grenme ve hafiza bozuklugu ile birliktedir. Noroinflamasyon
sitokinlerin yapimini iceren diyabetin patofizyolojik bir isaretidir. Nitratif hasarin
diyabetin patofizyolojik mekanizmasinda yer aldig ileri siiriilmektedir. Nod-benzeri
reseptOr pirin domain inflamazomlar IL-1p ve IL-18 yapimui ile inflamatuar cevabin
gelisiminde 6nemlidir. Caligmamizda diyabetin sebep oldugu 6grenme bozukluklarin
olusumunda oksidatif stresin etkisini ve inflamasyonun roliinii arastirdik. Bu amagla
diyabetik si¢anlarin hipokampiisiinde nitrotirozin, NLRP3 ve IL-1B diizeylerini
inceledik. Calismamizda 24 adet yetigkin erkek Wistar-Albino cinsi sigan kullanildi.
Deney hayvanlart; 1) normoglisemik kontrol (n:12), 2) diyabetik kontrol (n:12)
sekilde 2 ana gruba ayrilmistir. Diyabetik gruptaki hayvanlara intraperitoneal yoldan
60 mg/kg tek doz streptozotosin uygulamasiyla diyabet olusturuldu. Hayvanlar feda
edilene kadar viicut agirliklar1 ve kan glukoz diizeyleri Olgtildii. Morris su labirenti
siganlarin  kognitif fonksiyonlarim1 degerlendirmek i¢in kullanildi. Hipokampiis
dokusunda nitrotirozin, NLRP3 inflamazomu ve IL-1f diizeyleri ELISA yontemiyle
olciildii. Istatistiksel degerlendirme Mann Whitney U testi ile yapildi. 4 hafta
sonunda diyabetik sicanlarin viicut agirligi anlamli sekilde azalmis, kan glukoz
diizeyleri anlamli derecede artmis bulundu. NLRP3 ve nitrotirozin seviyelerinin
diyabetik sicanlarin hipokampiislerinde arttig1 bulundu. Diyabet ile hipokampal IL-
1B diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli degisiklik saptanmadi. Morris su labirent
testinde diyabetik hayvanlar kontrollerle karsilagtirildiginda sakli platformu bulmak
icin daha fazla zaman harcayarak Ogrenmenin anlamli olarak bozuldugunu
gostermektedir ve bu bozulma 5.giinde istatistiksel olarak anlamliydi. Sonuglarimiz
streptozotosin ile olusturulan diyabetin muhtemelen hipokampiiste NLRP3 seviyesini
arttirarak ve nitrozatif stres olusumu ile siganlarda 6grenme bozukluguna neden

oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Nitrotirozin, NLRP3, IL-1, Morris su labirent testi



ABSTRACT

Biisra Onar, The Effect of Streptozotocin Induced Diabetes on Inflammasome
Mediated Neuroinflammation and Hippocampal Learning, Zonguldak Biilent
Ecevit University, Health Sciences Institute, Department of Physiology, Master

Thesis, Zonguldak, 2019.

Diabets mellitus is associated with impaired learning and memory.
Neuroinflammation is a pathophysiological hallmark of diabetes which include
production of cytokines. It was suggested that nitrative injury has been implicated in
the pathophysiologic mechanism of diabetes. Nod-like receptor family pyrin domain
inflammasomes are important in the development of inflammatory response through
production of IL-1B and IL-18. In our study, we investigated the effect of oxidative
stress and the role of inflammation in the formation of learning disorders caused by
diabetes. For this purpose, we examined the levels of nitrotyrosine, NLRP3 and IL-
1B in the hippocampus of diabetic rats. In our study, 24 adult male Wistar-Albino
rats were used. The experimental animals were divided into two groups: 1)
normoglycemic control (n: 12), 2) diabetic control (n: 12). The rats in diabetic model
were induced by single dose streptozotocin (60 mg/kg) intraperitoneal injection.
Body weight and blood glucose were measured until euthanasia. Morris water maze
was used to evaluate the cognitive function in rats. Nitrotyrosine, NLRP3
inflammation and IL-1B levels were measured by ELISA method in hippocampus
tissue. Statistically analyses were performed by Mann Whitney U test. At the end of
4 weeks, the body weight of diabetic rats decreased and blood glucose levels were
significantly increased. NLRP3 and nitrotyrosine levels were found to be increased
in hippocampus of diabetic rats. There was no statsitical significance in the
hippocampal IL-1f level with diabetes. In the Morris water maze, diabetic rats spent
more time to find the submerged platform when compared with control rats,
implying a significant impairment of learning, this impairment was found to be
statistically signifcant at day 5. Our results indicate that streptozotocin induced
diabetes causes learning impairment in rats probably by generating nitrosative stress

and increasing NLRP3 level in the hippocampus.

Key Words: Diabetes, Nitrotyrosin, NLRP3, IL-1, Morris water maze test

vi



ICINDEKILER

Savfa

TEZ KABUL VE ONAY ...ttt ettt sttt sseeaeenaessaenseennens il
ONSOZ ..ottt iv
OZET oottt ettt v
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et e sae et e enaesneeseenaesseenseeneens vi
ICINDEKILER ...ttt ettt e e vii
SIMGELER VE KISALTMALAR .........coooiieietiteeeeeeeeeeeeeeee e, X
TABLO DIZINI ....oiiiiiiiitieee ettt xi
SEKIL DIZINT ..o Xii
L GIRIS e, 1
2. GENEL BILGILER ....ccootitiiiiiiiieieiiesineieiecissisei et esse s ssees 3
2.1. Diabetes MEITTUS ..c.eeviriiiriiiiieiiesiieieete sttt s 3
2.2. Diyabetin KompliKasyonlar ..........cccccvveeviiriieriiieniienie e 4
2.3. Diyabetin Merkezi Sinir Sistemi Komplikasyonlart...........ccccccceeevivieniieeennenns 4
2.4. Hipokampiis ve Biligsel ISIEVIET ........ocoovviueeeieeeceeeeeeeeeeeee e, 7
2.5. Diyabet ve Bilissel Islev BozuKIUKIATL............ccovvivevireeeeeeeeeieeeeeeeeeeeene, 8
2.5.1. Diyabetik biligsel islev bozukluklarinin patofizyolojisi..........c.ccccveveveenens 8

2.6, INTlAMASYON ...ttt es s enennas 10
2.6.1. Inflamasyon ve STtOKINIET ..............cocoevevevevreeeeieeeeeeeeeeeeeee e 10
2.6.2. NOToINflamasyOn......c.ceevieriieriieiieeiieriie et ete et e siee et seeebeeseaeeseesaseenne 11
2.6.3. Diyabet patogenezinde ve komplikasyonlarin gelisiminde inflamasyon. 12
2.6.4. Diyabetik bilissel islev bozukluklarinda inflamasyonun rolii.................. 13

2.7, OKSIAAtI STES ...cuuiiiiiieiieeii ettt e 14
2.7.1. Oksidatif stres biyobelirtegleri........c.oeovvierieriieiiieniieiecieeeee e 15
2.7.2. Diyabet ve oksidatif Stres.......cceevvieriieeiiieiieciieiiecie e 17
2.7.3. Diyabetik bilissel islev bozukluklarinda oksidatif stresin rolii................ 19

2.8. INflAMAZOMIAY ..........c.ovveeieeeeieeeeeeeee et 20
2.8.1. NLRP3 inflamazomu ........ccccecuereeneeiienienieiienieieeeseesie et 21
2.8.2. Diyabet ve komplikasyonlarnda inflamazomlarin rolii..............cccee... 22

2.9. Diyabetin Deneysel Hayvan Modelleri..........coooveeeiieeiieeeiiieeieeeie e, 23
2.9.1. Deneysel hayvan modellerinde davranis testleri..........cooceeeeeniiininennnnnne 24

Vil



3. GEREC VE YONTEM ......cocoiiiiiiieiieeieieee et 26

3.1. Deney Hayvanlari.........coocooiiiiiiiiiiiieieeee e 26
3.2. Deney Gruplarinin Olugturulmast...........coccveeiiieriieiiienieeiieieeeeee e 26
3.3. Deney Hayvanlarinda Diyabet Olusturulmast ..........ccccceeevvevieeciienienieeneennee. 27
3.4. Kan Glukoz Diizeylerinin ve Viicut Agirliklarmm Olgiilmesi ....................... 27
3.5. DAVIANIS TESLL ..vvieiiiiiiiii ettt ettt e ee e e e et e e e eeraeeeens 27
351 MWM O ittt ettt et ettt e 27

3.6. Doku Orneklerinin AINMASL..............o.ooveveeeruevereereeeseeseeeesesseeseseeesesee e 29
3.7. Nitrotirozin, NLRP3 ve IL-1 B Diizeylerinin Belirlenmesi ..............cc.ccun....... 29
3.7.1. Fosfat tampon soliisyonun (PBS) hazirlanmasi ............ccccoeeeveiveiieennennn. 29
3.7.2. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi ............ccoccoeiiiiiininiiiinienieeeeee, 29
3.7.3. NItrotirOZin taYINI....c.eeeveesurerieeriienieesiieeteesieesreesseesteesseessseesseessseenseessnes 30
3.7.4. NLRP3 taYINT c.eeeuieiiiiiiiieiieeieeiieieee ettt 30
375 TA1P YN cuveneienieeieieeiie ettt ettt st e ettt et e s e s sneeneea 30

3.8. IstatistikSel ANANIZ........coouevvveeieeeeeeeeeeceeeeeeee e, 31

4. BULGULAR ..ottt sttt sttt s 32
4.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirliklart ve Kan Glukoz Diizeyleri................ 32
4.2. Deney Hayvanlarinda MWMT Sonuglart..........ccceeeeveeeeiiencieicciecniee e 32
4.3. Diyabetik Hayvanlarda Oksidatif Stres Degisiklikleri.........cocooceviininnennenne. 33
4.4. Diyabetik Hayvanlarda inflamazom DegisikliKIeri ..............ccccoovvrvevevrvenennnns 34
4.5. Diyabetik Hayvanlarda Sitokin Degigiklikleri...........ccooeveeiiiniieniieniienieeiens 35
S.TARTISMA ..ottt ettt ettt et e et esseeseeneesneenseas 36
0. SONUGCLAR ..ottt ettt ettt et e e saesseesbeeseessaenseesaenseensens 40
T KAYNAKLAR ..ottt sttt st 41
B EKLLER ...ttt sttt 58
Ek 1: Etik KUrul Onay1 ......ccccoeeeiiieeiiiccieccee et 58
9. OZGECMIS .ottt ettt ettt s s s 59

viii



AD
AGE
AIM2
BDNF
CAl
CA2
CA3
COs~
CRP
DG
DM
GABA
GSDMD
H202
IFN-y
IL
IL-1B
iNOS
Lp

LV

K

LPS
MAPK
MS
MSS
MWMT
NF-xB
NLRP3
NO
NO2
NT
3-NTProt

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Alzheimer hastalig1

: Advanced glycation end product

: Absent in melanom 2

: Beyinden kaynaklanan norotrofik faktor
: Cornu ammonis 1

: Cornu ammonis 2

: Cornu ammonis 3

: Karbonat radikali

: C reaktif protein

: Dentat girus

: Diyabetes Mellitus

: y-aminobiitirik asid

: Gasdermin D

: Hidrojen peroksit

: Interferon gama

: Interlokin

: Interlkin 1 beta

: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
: Intraperitoneal

: Intravendz

: Potasyum iyonu

: Lipopolisakkarit

: Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz
: Multiple Skleroz

: Merkezi sinir sistemi

: Morris su labirent test

: Niikleer faktor kappa B

: Nod-benzeri reseptor pirin domain 3
: Nitrik Oksit

: Azot dioksit radikalleri

: Nitrotirozin

: 3 nitrotirozin proteinleri

X



02~ : Stiperoksit radikali

OH™ : Hidroksil radikali

ONOO : Peroksinitrit

OxLDL : Oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein
PD : Parkinson hastalig1

PKC : Protein kinaz-C

RNS : Reaktif azot tiirevleri

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

SOR : Serbest oksijen radikalleri
STZ : Streptozotosin

T1 DM : Tip 1 Diyabetes Mellitus
T2 DM : Tip 2 Diyabetes Mellitus
TGF-B : Timor biliylime faktorii beta
TRX : Tioredoksin

TNF- a : Timor nekrozis faktor alfa



TABLO DIiZiNi

Tablo

1. Deney Gruplarina Ait Viicut Agirliklart ve Kan Glukoz Diizeyleri .........c..c.........

2. MWMT’de Sakli Platformu Bulma Sireleri

xi



SEKIL DiZiNi

Sekil Sayfa
1. Diyabetik komplikasyonlarin molekiiler mekanizmasi..........ccceceveevierienceneennenne. 5
2. Diyabetik nOTOpati PAtOZENEZI .......eevvveeveeriieeiierieeieerieeereeteeereesreessreesseessseeseenenes 6
3. Hipokampiisiin fonksiyonel anatomisSi.........cccceecueeerieeerieeenieeeiieeeieeeeieeesiee e ens 7
4. Noroinflamasyon olusumunda baslica yollar...........ccccceeiiiiiniiiniiiieeeee 12
5. Noroinflamasyon ve ndrodejenerasyonda sitokin aktivasyonu...............cccceeneene. 13
6. Baglica oksidan kaynaklari ve tiretim yollart...........coocoevuieniiienieniiieieieeeeee 15
7. Proteinlerin oksidatif modifikasyonlari............ccceeveeriieniieniiienieniieeeceeee 16
8. Beyinde gerceklesen nitro oksidatif Stres........oovvvieeviieeiiieeiiieeieecee e 19
9. Inflamatuar hastalikta inflamazom aktivasyon mekanizmast ..............cc......co....... 21
10. NLRP3 inflamazom aktivasyonun mekanizmasi..........ccceecueerieerieeniienneenieennnenne. 22
11. Diyabet sirasinda NLRP3 inflamasyon aktivasyonu..............ccceeeveerveeereenneennnenne. 23
12. Calismamizda kullanilan Morris su labirenti (A). Gizli platformu bulmaya

¢al1$an S1CAN (B). ..uiiiciiieiiiieciee e e e 28
13. Sicanlarin havuza birakildiklart yonler............ccocoeviieiiiiiieniiieieeieece e 29
14. Tim gruplarin MWMT de sakl1 platformu bulma siiresi (Sn) .........ccceeevevereennene 33
15. Hipokampiis dokusunda nitrotirozin (ng/mL) diizeyleri...........ccccoevvreriirennennnee. 34
16. Hipokampiis dokusunda NLRP3 (ng/mL) diizeyleri..........cccccceeviieiiiiniiiniennnnne. 34
17. Hipokampiis dokusunda IL-1B (ng/mL) diizeyleri..........ccceevieriiiniieniieniiennne 35

Xii



1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM) ¢ok yonlii bir metabolik hastaliktir ve su anda diinya
genelinde en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Diyabetin bir¢ok organ ve sistemi
etkileyen komplikasyonlar1 vardir. Bunun yaninda merkezi sinir sisteminde (MSS)

metabolik, yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olur.

Diyabet hastalarinda biligsel islev bozukluklari ve demans yaygin olarak
goriilmektedir (1, 2, 3). Diyabette goriilen biligsel islev bozuklugunun kesin
patofizyolojisi tam olarak anlasilmamistir, ancak hiperglisemi, vaskiiler hastalik,

inflamatuar siire¢ ve insiilin direncinin rol oynadigi diisiniilmektedir (4).

Biligsel islev bozukluklarinda hipokampiisteki degisikliklerin 6nemli bir yeri
vardir. Diyabet, Alzheimer hastaligi (AD) ve Parkinson hastalifi (PD) gibi
norodejeneratif hastaliklarda hipokampiiste belirgin degisikler gézlenmektedir (5).
DM’nin neden oldugu kognitif fonksiyon bozukluklarimin diyabetli deneklerde
normal bireylere gore 1.5 kat daha fazla oldugu artan kanitlarla ortaya konmustur.
Deneysel hayvan caligmalarinda, diyabetin hipokampiiste yapisal ve fonksiyonel
degisikler yaparak bilissel islev bozukluguna sebep oldugu gosterilmistir (6). Degisik
faktorlerin ve mekanizmalarin bu bozuklukta rol aldig: ifade edilmektedir. Bunlar
arasinda ileri glikasyon son iriinlerinin (AGE) birikmesi, oksidatif stres ve

inflamasyon en ¢ok vurgulanan sebepler arasinda géziikkmektedir (7, 8).

Kan glukoz seviyesinde artig ve insiilin sinyal eksikligi proksidan bir ortama
yol agar. Glukoz oksijen ile reaksiyona girer ve kognitif fonksiyon bozuklugunun
fizyopatolojisinde yer alan serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusumuna neden
olur. Ayrica artan serbest oksijen radikalleri mitokondriyal hasar1 da tetikler.

Bunlarin sonucunda néronal dejenerasyon ve hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir (9).

Elde edilen kanitlar, inflamasyonun deneysel diyabet modellerinde énemli bir
rol oynadigin1 ve ayrica depresyon, kognitif bozukluklar ve noéropati dahil olmak
lizere noro davranissal bozukluklarin gelisimine katkida bulundugunu gostermektedir
(8,10). Daha onceki ¢aligmalar diyabetin hipokampiiste interlokin 6 (IL-6), interlokin
1 beta (IL-1B) gibi proinflamatuar sitokinlerin yapimini arttirarak bu alandaki

ndronal hasarin fazla oldugunu gostermislerdir (11).



MSS’deki degisiklerde inflamasyonun rolii agirlik kazanmasiyla birlikte, bu
siirecin altinda yatan mekanizmalar1 anlamaya yonelik ilgi artmistir. Diyabet ve
norodejeneratif hastaliklarin beyin hasarinda inflamatuar siireglerin ve bu siireglerde
inflamazomlarin  6nemli bir yeri oldugunu gosteren c¢ok sayida ¢alisma
yayinlanmistir (12). Su ana kadar pek ¢ok inflamazom tiirii tespit edilmesine karsin
en iyi karakterize edilen ve en ¢ok calisilan inflamazom tiirii pirin domain’i igeren
NOD- benzeri ailesi 3 (NLRP3)’diir (14). NLRP3 mikrobiyal olmayan tehlikeyi
algilar ve cesitli hastalik kosullarinda steril inflamatuar cevaba neden olur (13).
Glukoz yiiksekliginde NLRP3 inflamazom aracilig1 ile steril inflamatuar cevap
olusturdugu saptanmistir (14). NLRP3 inflamazomun Tip 2 diyabet, obezite ve erken
donem ateroskleroz gelisimi ile iligkili oldugu belirtilmektedir. NLRP3 aktivasyonu
ayrica mitokondriyal disfonksiyon ve SOR yapimi ile yakindan ilgili oldugu
bulunmugtur (13). SOR bagimli NLRP3 aktivasyonu diyabetik hastalarda
gosterilmistir (14).

DM’de kognitif fonksiyon degisimleri ile hipokampal nitrozatif stres, NLRP3
ve IL-1B arasindaki iliski tam olarak arastirilmamistir. Bu nedenle calismamizda
diyabetik si¢can hipokampiisinde NLRP3, IL-1B ve nitrotirozin diizeylerinin
belirlenerek diyabetin  0grenme fonksiyonuyla iligkisinin ortaya konmasi

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus

DM, kan sekerini diizenleyen bir hormon olan insiilinin eksikligi ya da
etkisinin azalmasi1 nedeniyle karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda

degisikliklere sebep olan kronik bozukluktur.

DM, diinya genelinde son on yillarda goriilme siklig1 katlanarak artan 6nemli
bir saglik sorunu haline gelmistir. Kiiresel prevalansi, 1980'den bu yana neredeyse
ikiye katlanmis ve yetiskinlerde %8.5’e ytikselmistir (15). Diyabetli hasta sayisinin,
ozellikle az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde, 2030 yilina kadar neredeyse iki
katina ¢ikacagini 6ne siiren tahminler yapilmaktadir (16). Tiirkiye, diyabet prevalansi
%12.5 (2015°de) ile Avrupada 3. sirada yer almaktadir (17). 2016 yilinda ise
prevalans %13.2 olarak bildirilmistir (18).

Diyabet, tip 1, tip 2, gestasyonel diyabet ve diger nedenlere bagl (sekonder)
diyabet olarak gruplandirilir. Tip 1 diabetes mellitus (T1DM), pankreasta otoimmiin
B hiicre yikimi nedeniyle olusur ve genellikle mutlak insiilin eksikligi vardir (19).
T1DM % 90 otoimmun, % 10 kadarinda ise nonotoimmun siirecler sonucunda f -
hiicre yikimi ile olusur. Genetik yatkinligi olan kisilerde tetikleyici faktorlerin
(virtisler, toksinler, emosyonel stres) etkisiyle otoimmiin siire¢ tetiklenir ve ilerleyici
B-hiicre hasar1 baglar (20). B-hiicre rezervi % 80-90 oraninda azaldig1 zaman klinik
diyabet tablosu ortaya ¢ikar. Semptomlar ve bulgular genellikle 30 yasindan 6nce
baslar ve aniden ortaya ¢ikar (21). Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) fizyopatolojisinde
insiilin direnci ve insiilin salgilanmasinda azalma olarak ayrilan iki siire¢ birlikte rol
alir. Insiilin direncinde, hiicre-reseptdér bozukluguna bagl olarak insiilinin etkisi
azalir (19, 21). Ozellikle kas ve yag dokusunda olmak iizere biitiin hiicrelerde
glukozun hiicre i¢ine girigi azalir. Genellikle uzun siire devam eden insiilin direnci
asamasini insiilin salgilanmasinda ciddi azalma takip eder (21). Genetik yatkinligin
yaninda obezite, sagliksiz beslenme ve fiziksel inaktivite gibi ¢evresel faktorler
hastaligin olusmasinda etkili olur (19). Cogunlukla 30 yas sonrasi ortaya ¢ikar, ancak

son yillarda daha erken yaslarda da goriilmeye baslamistir (21).



2.2. Diyabetin Komplikasyonlar1

Diyabetin akut metabolik komplikasyonlari, yiiksek kan glukozundan
(hiperglisemi) kaynaklanan diyabetik ketoasidoz, hiperglisemik hiperosmolar
sendrom, laktik asidoz ile diisiik kan glukozunun bir sonucu olarak koma

goriilmektedir (22).

Diyabetin kronik komplikasyonlar1 ¢ogunlukla kan damarlarinin zarar
gormesinden kaynaklanmaktadir. Bu sebeple mikrovaskiiler hastalik (kiigiik
damarlarin hasar gérmesinden dolay1) ve makrovaskiiler hastalik (arterlerin zarar
gormesinden dolay1) seklinde gruplanir (23). Mikrovaskiiler komplikasyonlar
retinopati olarak adlandirilan goz hastaligini, nefropati olarak adlandirilan bobrek
hastaligin1 ve noronal hasar1 ifade eden ndropatiyi igerir. Baglica makrovaskiiler
komplikasyonlar, miyokard enfarktiisiine neden kardiyovaskiiler hastaligi ve felg

olarak ortaya ¢ikan serebrovaskiiler hastaliklar igerir (24).

Diyabetin kronik komplikasyonlari, biiyilik 6l¢iide uzun siireli hipergliseminin
neden oldugu noéral ve vaskiiler yapilarin molekiiler ve hiicresel bozulmasindan
kaynaklanir (22). DM kaynakli néropati ve anjiyopati hiicrelerin, dokularin ve organ

sistemlerinin fonksiyon bozukluguna yol agabilir (24).

2.3. Diyabetin Merkezi Sinir Sistemi Komplikasyonlari

Diyabet MSS’de metabolik, yapisal ve fonksiyonel degisikliklere sebep olur.
Bu degisikliklerin klinik sonuglart biligsel bozukluklar, demans ve serebrovaskiiler
hastaliklar seklinde goriiliir (25). T2DM, hafif bilissel bozukluklarla giiclii bir sekilde
iligkili olmasimin yaninda vaskiiler demans ve AD gelisimi i¢in predispozan faktor
olarak kabul edilmektedir (3). Bu degisikliklerin sebepleri arasinda vaskiiler
bozukluklar, oksidatif stres, metabolik degisiklikler (hipo/hiperglisemi,
hiperinsiilinemi) ve inflamatuar siirecler yer almaktadir (26). Goriintilleme ve
fizyolojik Olciimler ile diyabetle ilgili beyindeki yapisal degisiklikler ortaya
konulmustur (27). Bilissel bozulmada 6zellikle beynin hipokampal bdlgesindeki
degisikliklerin etkisi daha belirgin oldugu gdsterilmistir (28).



Diyabet komplikasyonlarinin patobiyolojisi oldukc¢a karmasiktir ve bir dizi
faktoriin etkilesimi ile olusur. Bireysel genetik faktorlerin ve diyabete eslik eden
hipertansiyon gibi hastaliklarin yanisira diyabetle olugsan hipergliseminin hiicresel

etkileri bu siirecte rol almaktadir (29).

Hipergliseminin hiicresel hasarini izah etmek ic¢in ¢ok sayida mekanizma
bildirilmesine ragmen, hala tam olarak anlagilmamistir (Sekil 1). Arastirmalarda
hiicre sinyal yolaklarinda degisme, bazi metabolik yollarin bozulmasi, oksidatif
stresin artmasi, ileri glikasyon son iirlinlerinin {iretimi, sitokinlerin {iretimi gibi

etkenlere ait kanitlar gosterilmistir (30).
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Sekil 1. Diyabetik komplikasyonlarin molekiiler mekanizmasi (41).

Hiperglisemi ve artmis glukoz, protein kinaz C (PKC) yolu, AGE yolu, poliol
yolu ve heksosamin yolu dahil olmak iizere metabolik yollar1 aktive etmektedir. Bu

yollardaki degisiklikler oksidatif strese yol agarak hiicresel hasar olusturur (41).

Son zamanlarda artan kanitlar, hipergliseminin aktive ettigi yollarla tetiklenen
oksidatif stres ve inflamasyonun diyabet ve komplikasyonlarinin patogenezinde
onemli rolii oldugunu gostermektedir (31, 41). Diyabet ve hiperglisemi
proinflamatuar bir mikro ortam olusturarak nefropati, retinopati ve ndropati gibi

mikrovaskiiler komplikasyonlarin olusmasinda 6nemli rol oynar (32, 33).



Oksidatif stres degisik yollarla hiicresel hasara ve fonksiyonlarin bozulmasina
katkida bulunmaktadir (31). Oksidatif stres tiretildikten sonra, IL-1B, IL-6, tiimor
nekrozis faktor alfa (TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinlerin olusumunu arttirarak
inflamasyona yol agar. Oksidatif stres niikleer faktor kappa B (NF-kB), p53
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) gibi hiicre i¢i sinyal yollarini etkileyerek

patogeneze katkida bulunur (34)

Diyabetin  en 6nemli mikrovaskiiler komplikasyonu olan ndropati
patofizyolojisinde de benzer siireclerin rol aldig1 inflamasyon etkili olmaktadir (35).
Hiperglisemi, ¢cok sayida metabolik yolu aktive eder (34). Ayrica, hiperglisemi
mitokondriyal fonksiyonlar1 bozarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimini arttirir
(41) (Sekil 2). Oksidatif stres ve kombinasyondaki bu klasik yollar, NF-xB gibi
transkripsiyon faktorlerini aktive eder (35). Ayrica, disfonksiyonel mitokondri aracili
apoptoz veya biyoenerjetik tiikkenme ile birlikte bu yollar néronal hasara yol agabilir
(36). Bu siireclerin etkilesmesiyle aktive olan IL-6 gibi sitokinlerin dahil oldugu

inflamatuar bir siireg ile hiicresel hasar veya piropitoz olusur (35).
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Sekil 2. Diyabetik noropati patogenezi (35).

Klinik ve deneysel calismalarin sonuglarindan elde edilen veriler, T2DM
hastalarinin doku, plazma ve serumlarinda oksidatif stres biyobelirteclerinin dnemli
Olciide arttig1, buna karsilik anti-oksidan enzimatik seviyelerininin azaldigini

gostermektedir (36).



2.4. Hipokampiis ve Bilissel islevler

Hipokampiis, dentat girus (DG), subikiiler kompleks ve entorhinal korteks ile
birlikte hipokampal yapiy1 olusturan beyin bdlgelerinden biridir. Hipokampiis, cornu
ammonis denenen ii¢ ana yapidan (CA1-CA3) olusur (37, 38). Hipokampal yap1
lateral ventrikiiliin temporal boynuzunun tabaninda yerlesmistir ve temporal loblarin

medial boliimleri ile iliskilidir (37).

Hipokampiisun alt bolgeleri noral devrelerle birbirine baglantilidir (39).
Hipokampal yap1 entorhinal korteks vasitasiyla beynin geri kalani ile bilgi aligverisi
yapar. Subikiiler korteks, hipokampiis ve entorhinal korteks arasindaki gecis alanini
temsil eder (37, 38). Hipokampal bilginin i¢sel akisi, kapali bir devre seklinde ve
biiylik 6l¢iide tek yonlii ve glutamaterjik bir yolu izler (39) (Sekil 3).
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Sekil 3. Hipokampiisiin fonksiyonel anatomisi (39).

Hipokampiis beynin degisik bolgelerinden (prefrontal korteksten, anterior
cingulate gyrus, premamiller bolge) ve beyin sapindaki retikiiler formasyondan gelen
bilgileri alir. Bu baglantilardan dolayr hipokampiis korteks ve beyin sapindaki
aktivitelere duygusal veya visseral bir etki katabilir (38). Hipokampiis serotonin,
norepinefrin ve dopamin ndrotransmitterini kullanan sistemlerden girdi almaktadir.
Ayrica, hipokampiis kendi i¢cinde monoaminerjik, kolinerjik ve y-aminobiitirik asid

(GABA) erjik afferent baglantilar1 vardir (38, 39).

Hipokampiis hipotalamus, amigdala ile birlikte, baz1 6zellesmis islevlerde rol
alan limbik sistemin iiyesidir. Limbik sistem bazi giidiisel faaliyetlerin (yeme-igme,

cinsellik, korku, 6fke, hafiza gibi) yiiriitiilmesinde gorev alan, birbirine bagl néron



aglarina verilen addir ve beyin sapiyla 6n beyin arasinda yer alir. Limbik sistemin
isleyisinde gorev alan diger yapilar talamus, hipotalamus ve bazal ganglionlardir
(40). Hipokampiis, duygularin diizenlenmesi, motivasyon, hormonal ve otonomik
aktivite ve hafiza olusumu gibi birgok 6nemli iglevde rol oynar. Hipokampiisiin en
1yi bilinen iglevi 6grenme ve hafizadaki roliidiir (38, 40). Hipokampiisiin uzun siireli
hafizalarin olusturulmasinda ¢esitli kortikal alanlardan bilgi aldig1r ve birlestirdigi
bildirilmektedir (40). Ayni1 zamanda, hipokampiis mekansal bellekte rol oynar;
olaylarin nerede olduklarin1 ve birbirleriyle iliskisini takip etmeye izin verir; bu
nedenle biligsel haritalarin olusumunda etkilidir (38). Hipotalamus ile hipokampiis
arasindaki baglant1 sebebiyle c¢esitli endokrin fonksiyonlarin diizenlenmesine de

katki1 saglamaktadir (40).

2.5. Diyabet ve Bilissel Islev Bozukluklar

Diyabetin biligsel fonksiyon bozukluklarina sebep oldugu uzun zamandir
bilinmektedir. Diyabetle iligkili biligsel islev bozukluklari, hafif diizeyde hafiza ve
o6grenme bozukluklarindan vaskiiler veya norodejeneratif demansa kadar bir aralig

kapsar (1, 3, 42).

2.5.1. Diyabetik bilissel islev bozukluklarinin patofizyolojisi

Bir¢ok arastirmada diyabetik biligsel islev bozukluklarina etki eden faktorler ve
olusum mekanizmasi ile ilgili bulgular ortaya konmustur (43, 44). Hiperglisemi
degisik yollarla biligssel bozulmalara sebep olmaktadir. Kronik hipergliseminin klinik
bir gostergesi olan hemoglobin Alc (HbAlc) seviyeleri, T2DM'li bireylerde diisiik
bilissel islevle iligkili bir belirleyici gibi goriinmektedir (45). Hipergliseminin
tetikledigi AGE’lerin birikmesinin ¢esitli mekanizmalarla hiicresel hasara neden
olarak biligsel bozulmada etkili oldugu diistiniilmektedir (46). Diyabetik bilissel islev
bozukluklarina etki eden faktorlerden birisi de hipoglisemidir. Hipoglisemi beyindeki
enerji metabolizmasini bozabilir, bu da ndronal dejenerasyona ve hipokampiisiin
atrofisine neden olabilir. Hipoglisemi ataklariyla olusan beyindeki kiimiilatif hasar

kognitif bozukluga katkida bulunur (47).



Diyabetik bilissel bozuklugunda rol alan diger bir mekanizma ise insiilin
direncidir. Insiilin direnci, glukoz aliminmn / kullaniminin azalmasi ve bununla
birlikte insiilin yiikselmeleri ile karakterize edilir. Insiilin direnci T2DM ve
metabolik sendrom da rol oynamaktadir (48). Hiperinsiilinemi ve instilin direnci olan
hastalarda oryantasyon, hafiza, dikkat ve hesaplama gibi biligsel islevler
bozulmaktadir (49). Artmis beta-amiloid protein iiretimi T2DM ve AD arasinda
glukoz intoleransmm1 ve insiilin direncini tetikleyebilir (50). Insiilin hipokampal
fonksiyonlarin siirdiiriilmesi icin gereklidir. Insiilin direnci bu fonksiyonlari olumsuz

etkileyerek 6grenme ve hafiza bozukluguna yol agar (51).

Diyabetin en Onemli makrovaskiiler komplikasyonlarindan biri olan
arteriyoskleroz, serebral hemodinamiyi bozar. Kronik serebral iskemi ve hipoksi,
enerji metabolizmasini olumsuz etkiler; bu degisiklikler T2DM hastalarinda bazi
bilissel islevlerin bozulmasina neden olur (52). Ayrica, T2DM’li bireylerde serebral
mikrovaskiiler hastalik, yasla iliskili kognitif bozukluklar1 hizlandirir (53).
Hipergliseminin vaskiiler endotel fonksiyonu iizerine bozucu etkileri, vaskiiler akisi
ve gecirgenligi degistirmesinin yaninda kan-beyin bariyerinin biitlinliigiiniin de
bozulmasi ile sonuglanabilir. Bu bozukluklarin etkisiyle beynin metabolik
gereksinimleri uygun sekilde karsilanamaz; Ozellikle norotransmitter tedarikinin

bozulmasi bilissel islev bozukluklarini ortaya cikarir (54).

Diyabetik biligsel bozukluklarin olusum mekanizmasinda yer alan bir diger
faktor ise oksidatif strestir (31). Oksidatif stresle iliskili serbest radikaller
proteinlerin, lipidlerin ve genetik molekiillerin yapisim1 degistirerek noéronlarin
islevsel ve yapisal bitinliglinii bozabilir (55). Ayrica, degisik yollar ve

mekanizmalar ile sitokinlerin de dahil oldugu bir inflamasyon siirecini baslatir.

Birgok metabolik hastalik ile inflamasyonun yakin iligkisi ortaya konmustur
(56). inflamasyon MSS’de yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin altinda yer alan
onemli etkenlerden biridir. Diyabet ve bazi norodejeneratif hastaliklarda sitokinlerin
ve glial hiicrelerin aktive oldugu noroinflamasyon rol almaktadir (57, 58). Biligsel
degerlendirmesi bozuk diyabetik hastalarda bazi inflamatuar belirtegler yiiksek
bulunmustur (59). Demans hastalarinin beyinlerinde ve plazma 6rneklerinde artmis
inflamatuar protein seviyeleri bulunmustur. Bunlar, proinflamatuar sitokinleri serbest

birakan ve ndronal dejenerasyona katkida bulunan toksik bir uyarici olarak hareket



ettigi goriinen mikroglia hiicrelerini aktive eder. C reaktif protein (CRP), TNF-a ve
IL-1B ve IL-6 gibi inflamatuar proteinlerin plazma seviyelerinin, artan bilissel

bozulma riski ve diisiik 6grenme yetenegi ile iliskili oldugu bulunmustur (60).

Hiperglisemi ile olusan AGE'ler ve onlarin reseptorleri (RAGE) kognitif
fonksiyon bozuklugu olan yasli diyabetik hastalarin dolagiminda artmistir (61, 62).
RAGE, immiinoglobulin ailesine ait bir transmembran reseptoriidiir (62) ve damar
duvarinda inflamatuar tepkilere neden olarak diyabet komplikasyonlarinda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Son ¢alismalar AGE ve RAGE seviyeleri ve biligssel bozulma
arasindaki iliskiyi gostermistir (63).

2.6. inflamasyon
2.6.1. inflamasyon ve sitokinler

Sitokinler, ¢cok genis bir biyolojik fonksiyon araliginda rol alan, kii¢iik
molekiil agirlikli proteinlerdir. Basta bagisiklik sistemi olmak {izere hiicrelerin
aktivasyonu, farklilasmasi, cogalmasi ve hiicreler arasi iletisimde rol oynarlar (64).
Sitokinler, kendilerini salgilayan hiicrelere (otokrin etki), yakindaki hiicrelere
(parakrin etki) veya bazi durumlarda uzak hiicrelere (endokrin etki) etki edebilir.
Sitokin genel bir isimdir; diger isimler arasinda lenfokin (lenfositler tarafindan
yapilan sitokinler), monokin (monositler tarafindan yapilan sitokinler), kemokin
(kemotaktik aktiviteye sahip sitokinler) ve interlokin (bir 10kosit tarafindan yapilan

ve diger 16kositler iizerinde etkili sitokinler) bulunur (65).

Sitokinler birgok hiicre tipi tarafindan salgilanirlar; bunlar arasinda
makrofajlar, B lenfositleri, T lenfositleri, mast hiicreleri, endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve gesitli stromal hiicreler gibi immiin hiicreleri sayilabilir (64). Farkli
hiicre tipleri ayn1 sitokin salgilayabilir veya tek bir sitokin birkag¢ farkli hiicre tipinde
etki edebilir. Ayrica benzer islevler farkli sitokinler tarafindan uyarilabilir (64, 65).
Bir sitokin, hedef hiicrelerine ilave sitokinler yapmak i¢in genellikle bir kaskadda
tiretilirler. Sitokinler ayn1 zamanda sinerjistik veya antagonistik olarak da hareket

edebilirler (64).
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Proinflamatuar sitokinler, inflamasyonda rol alan immiinoregiilator sitokinler
icin genel bir terimdir. Bir inflamatuar yanitin net etkisi proinflamatuar ve
antiinflamatuar sitokinler arasindaki denge ile belirlenir. Proinflamatuar sitokinler
agirliklt olarak aktive edilmis makrofajlar tarafindan iretilir ve inflamatuar
reaksiyonlarin yukar1 regiilasyonunda rol oynar (66). IL-1B, IL-6 ve TNF-a en
bilinen proinflamatuar sitokinlerdir. Diger proinflamatuar mediatorler olarak diger
interlokin ailesi (IL8, IL18, IL20, IL33 ve digerleri), interferon (IFN)-y, timor
bliylime faktorii (TGF)-B, koloni stimule edici faktor (GM-CSF) ve cesitli diger
kemokinler sayilabilir (67). Enfeksiyon, travma, iskemi, aktive olmus T hiicreleri
veya toksinler tarafindan uyarilan IL-1pB ve TNF, inflamatuar aracilarin kaskadini
baslatir. Bu sitokinler ya endojen pirojenler gibi davranarak sekonder mediatorlerin
ve proinflamatuar sitokinlerin sentezini yiikseltir ya da inflamatuar hiicreleri ¢eker

(68).

2.6.2. Noroinflamasyon

Noroinflamasyon, MSS’nin normal yapisini ve fonksiyonlarini, ¢esitli bozucu
etkilere karsi korumak i¢in kullanilan bir savunma mekanizmasidir (69). Aym
zamanda, noroinflamasyon iki ucu keskin bir kili¢ gibi davranir. Bir tarafta
norodejenerasyonu siddetlendirir, diger taraftan ise ndronlarin iyilesmesini
kolaylastirir (71). Noroinflamasyonun yasa bagli ve noérodejeneratif hastaliklara bagl

noronal hasar i¢in 6nemli bir faktér oldugu kabul edilmektedir (69, 70).

Noroinflamasyon olusumunda immiin hiicrelerin, glial hiicrelerin ve néronal
hiicrelerin dahil oldugu bir inflamatuar siire¢ olugsmaktadir (72). Ek olarak, periferal
inflamasyon cesitli mekanizmalar yoluyla beyin inflamatuar tepkilerini arttirir (73).
MSS inflamasyonu ile iliskili bazi hastaliklarin olusumunda sitokinler énemli rol
oynamaktadir (11, 74). Bu c¢aligmalarda degisik bulgular elde edilmesine ragmen,
mekanizma tam olarak anlasilamamistir. Noroinflamasyon siirecinde c¢esitli

mediatdrleri, sitokinlerin ve inflamazomlarin da énemli bir yeri vardir (75) (Sekil 4).

11



Central Peripheral
inflammation inflammation

“'\ Cytokines
AGEs

Astrocytes \ Macrophages

v
St
Lo . Neurotoxins IFLSM

signals

SFA <

e

Neurotoxins

AGEs

SFA

IFLSM: Inflammasomes
SFA: Saturated fatty acids AGEs
AGEs: Advanced glycation end products

Sekil 4. Noroinflamasyon olusumunda baglica yollar (74).

Hayvan calismalarindan elde edilen bulgular, diyabetteki artmis sitokinlerin
beyinde 6zellikle hipokampiiste nérogenezi etkileyebilecegi ve noronal hasara sebep

olabilecegini gostermektedir (76, 77).

2.6.3. Diyabet patogenezinde ve komplikasyonlarin gelisiminde inflamasyon

MSS’nin gelismesi ve fizyolojisinde sitokin aglarinin 6nemli roli vardir
(78). MSS inflamasyonunda, kanla taginan hiicrelerin kismi etkisi olmakla beraber,
agirlikli olarak mikrogevrede anormal degisikliklere lokal bir doku tepkisi etkili olur
(11, 79). AD gibi dejeneratif hastaliklarda, MSS'de yerlesik hiicreler tarafindan
tiretilen proinflamatuar sitokinler etkili olurken,  Multiple Skleroz (MS) ve
ensefalitler gibi noroinflamatuar hastaliklarda istilaci 16kositler rol alir (80, 81) (Sekil
5). Baz1 norolojik hastaliklarda inflamazomun aracilik ettigi kaspaz 1'i aktivasyonu
sonucu IL-1B ve IL-18 sitokinlerin {iretimi artar ve piroptotik hiicre o6limi

gerceklesir (81).
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Sekil 5. Noroinflamasyon ve ndrodejenerasyonda sitokin aktivasyonu (11).

T2DM gelisimi ve ilerlemesinde inflamatuar siireglerin etkin roliinii gosteren
cok sayida arastirma yapilmistir. IL-1 ve IL-6, inflamatuar siire¢lerde gorev alarak,
T2DM ve insiilin direncinin geligimi ile iligkili proinflamatuar sitokinlerdir (83, 84).
Obezitenin, insiilin direnci ve T2DM’nin bir arada oldugu ve metabolik sendrom
olarak bilinen metabolik patolojilerin, kronik inflamasyon ile yakin iligkisi
tanimlanmstir (82). Inflamasyonun T2DM ve insiilin direncinin gelisiminde rolii

ortaya konmustur (83, 84).

2.6.4. Diyabetik bilissel islev bozukluklarinda inflamasyonun rolii

Diyabetik hayvan ¢aligmasinda, kimyasal bir ajanla indiiklenen oksidatif stres
aracili inflamasyonun diyabetle iligkili bilissel bozukluklar1 arttirdigi gosterilmistir
(85). Baska bir ¢alismada, gestasyonel diyabetin néroinflamasyona; hipokampal
noronlar1 da fonksiyonel bozukluga ve sican yavrularinda bilissel degisikliklere
neden oldugu gosterilmistir (86). STZ verilen hayvanlarin plazmasinda ve
dokularinda IL-6 ve TNF-a diizeyleri artmis, BDNF diizeyleri ise azalmis

bulunmustur (87). Bu ¢alismanin sonucu, STZ'min sadece pankreas beta hiicrelerine
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sitotoksik degil, aym1 zamanda oksidatif stresi indiikleyerek hipotalamik ve
hipokampal noronlar1 etkileyerek biligsel islev bozukluguna sebep olabilecegini
gostermistir. Diyabetin neden oldugu bilissel bozukluklara karst degisik ajanlarin
koruyucu etkilerinin incelendigi ¢aligmalarda, bu ajanlarin TNF-a, IL-1p, IL-6 gibi
proinlamatuar sitokinleri azaltti§i bulunmustur. Ayn1 zamanda, oksidatif stresi de

azaltarak ve inflamasyonu diizelterek koruyucu etki gosterdigi ifade edilmistir (88,

89).

2.7. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicrede zararli etkilere sahip reaktif tiirlerin artmasi, bunlari
etkisiz hale getirecek mekanizmalarin yetersiz kalmasi seklinde ifade edilebilir.
Reaktif tiirler fizyolojik fonksiyonlarda énemli bir rol oynar (90). ROS ve reaktif
azot tiirlerinin (RNS) agir1 iiretilmesi, lipidler ve proteinler gibi hiicresel yapilar ile
DNA ve RNA gibi niikleik asitlerin hasarlanmasina neden olur (91). Ayrica, reaktif
tiirler metabolik siiregleri ve mitokondri fonksiyonunu bozar (92). Bunun yaninda,
oksidatif stres hiicre i¢i sinyalizasyonu etkileyerek fizyolojik fonksiyonlar1 da etkiler.
Serbest radikaller diyabet, norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar,

kanser gibi bir¢ok patolojik durumda rol oynar (93).

Serbest radikaller normal hiicresel metabolizmanin iiriinleridir. ROS ve RNS
olan serbest radikaller, hem endojen hem de eksojen kaynaklardan olusabilir (94).
Orta ve ya diisliik seviyelerde serbest radikaller faydali etkilere sahiptir; immiin
fonksiyonunda, cesitli hiicresel sinyal yolaklarinda, mitojenik cevapta ve redoks
diizenlemesinde oldugu gibi cesitli fizyolojik fonksiyonlarda bulunur (95). Fakat
daha yiiksek konsantrasyonda ROS ve RNS oksidatif stres ve nitrozatif stres
olusturur, bu da biyomolekiillerde potansiyel hasara neden olur (94). Oksidatif stres
ve nitrozatif stres bir tarafta asir1 serbest radikal iiretimi, diger tarafta enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidanlar eksikligi oldugunda gelisir (95).

Oksitleyiciler ve serbest radikal tiirleri, hiicrelerde fizyolojik ve siirekli olarak
olusur ve redoks sinyallesmesine katilabilir. Ancak, patolojik kosullar altinda, bu
tiirlerin olusumu lipidler, sekerler, proteinler ve DNA gibi farkli biyomolekiillerin
oksidatif hasarini arttirabilir ve ya bunlara aracilik edebilir (96). Enzimatik ve

enzimatik olmayan yolaklarin etkisiyle birka¢ biyolojik oksidan olusur (Sekil 6).
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Bunlar arasinda siiperoksit (O2"") , hidrojen peroksit (H202), hipoklorit, molekiiler
oksijen, hidroksil radikal (OH"), peroksinitrit (ONOQO"), azot dioksit (NO2) , karbonat
radikal (CO3™") ve digerleri sayilabilir (97).

Stiperoksit iyon radikali degisik yollarla ve genellikle mitokondride iiretilir.
Nitrik oksit (NO) farkli dokularda, farkli nitrik oksit sentazlar1 (NOS) tarafindan
tiretilen kiigiik bir molekiildiir (35). Kan basinct diizenleme, diiz kas gevseme,
norotransmisyon, savunma mekanizmalari ve immiin diizenleme gibi bir¢ok
biyolojik aktivitede yer alir. Peroksinitrit (OONO"), siiperoksit ve nitrik oksit (NO")
arasindaki reaksiyondan olugur. Oldukga toksiktir; lipidleri, proteinleri ve DNA'y1
okside eder (97). Tirozin amino asidi oksidasyonundan olusan nitrotirozin kalintilari,

peroksinitritten kaynakli hiicresel hasarin belirteci olarak kabul edilir (101).

mitochondria

H,O H,O
Oxygenases soD “i Fe.Cu z DNA
Flavoproteins S = ‘ .
Hemeproteins 2 CA Lipids
Xenobiotics GPX .OH Proteins
NOX PRX SUgATrS
macrophages co, l
NOS ONOO- Coa.-
neutrophils
Damage
NO NO,  signaling
HOCI

Sekil 6. Baslica oksidan kaynaklar1 ve {iretim yollar1 (97).

Ozetle, oksidatif stres ile artmis serbest radikaller hiicresel proteinlere,
lipitlere, niikleik asitlere zarar vererek enerji metabolizmasini ve hiicre
sinyallemesini bozar (94). Ayrica, genetik mutasyonlara sebep olarak, immiin
aktivasyonu ve inflamatuar olusum siirecini tetikleyerek bir¢ok hiicresel fonksiyon

bozukluguna yol acar (96).

2.7.1. Oksidatif stres biyobelirtecleri

Oksidatif stresin degerlendirilmesinde degisik yontemler gelistirilmistir.
Bunlar dort ana grupta toplanir: Kan hiicrelerinde akim sitometrisi ile ROS 6l¢ilimii,
lipitler, DNA ve proteinlerin ROS kaynakli modifikasyonlarina dayali markerler,
redoks durumunun enzimatik elemanlar1 ve insan viicut sivilarinin toplam

antioksidan kapasitesidir (98).
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ROS tarafindan olusturulmus degisikliklere dayali isaretleyiciler,
mikrogevrede ROS ile etkilesime girerek modifiye edilir, sistemik ve ya dokuya 6zgii
oksidatif stresi yansitabilecek belirteglerdir (99). Lipitler, DNA ve proteinler in vivo
olarak asirt ROS ile modifiye edilebilecek molekiil ornekleridir (98). Lipid
oksidasyonunun son iirlin tespiti yaygin olarak kullanilan bir oksidatif stres
belirtecidir. Malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) lipid

oksidasyonunun en ¢ok arastirilan son iirlinii temsil eder (99).

DNA  bilesenlerinin ROS/RNS ile oksidasyonu, c¢esitli DNA
modifikasyonlarina yol acan baslica DNA hasar kaynagidir. HO radikal tiim piirin ve
pirimidin bazlar1 ile reaksiyona girerek gesitli tirlinler iiretir; en yaygin olani 7,8-
dihidroksi-8-okso-2'-deoksiguanoz (8oxodG) idir (100). Proteinler, normal ve ya
oksidatif stres kosullar1 altinda olusturulan ROS ve RNS i¢in genis bir hedefi temsil
eder. En yaygin kullanilan protein oksidasyon {iriinleri; nitrotirozin, gelismis

oksidasyon protein lriinleri, okside LDL ve iskemi modifiye albiimin sayilir (98).
Nitrotirozin

3-nitro-tirozin (3-NT), bir polipeptit i¢inde ve ya serbest tirozin tortularindan
meydana gelebilecek tirozin oksidasyon {iriiniidiir. 3 NT, peroksinitrit ROS ve RNS

ile reaksiyonusonucu olugmaktadir (101) (Sekil 7).
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I

ROS/lipid peroxidation

Lipid peroxidation
adducts (ALEs)

Sekil 7. Proteinlerin oksidatif modifikasyonlar1 (101).

Peroksinitrit, O2"" ve nitrik oksit (NO) arasindaki diflizyon kontrollii
reaksiyonun {irtiniidiir. Peroksinitrit dogrudan ve dolayli (sekonder radikal ara

maddeler yoluyla) oksidasyon reaksiyonlarina katilabilir. Peroksinitrit, in vitro ve in
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vivo olarak protein tirozin nitrasyonuna neden olabilir (97, 102). Tirozin nitrasyon,
hiicrelerde ve dokularda NO tiirevli oksidanlarin reaksiyonlarinin bir 6zelligidir ve
oksidatif hasarin bir biyobelirteci olarak islev goriir (102). Protein tirozin nitrasyonu,
protein yapisindaki degisikliklere ve hiicre homeostazini etkileyen fonksiyonlara
aracilik edebilir. Biyolojik sistemlerdeki tirozin nitrasyonu, ya peroksinitritten
tiremis radikallerle ya da diger NO bagimli oksidatif siireglerle desteklenebilen
serbest bir radikaldir (97). Proteinlerdeki tirozin ve tirozin kalintilarina reaktif
oksijen ve azot tiirleri peroksinitrit ile reaksiyona girerek 3-NT ve 3-nitrotirosin-
proteinleri (3-NTProt) iiretirler. 3-NT ve 3-NTProt, nitrozatif stresin biyobelirtegleri
olarak yaygin sekilde kabul edilir (102).

Genel olarak, tirozin oksidasyonu farkli oksidatif adimlarla olusturulan ve
ardindan NO:z ile reaksiyona giren bir tirozin radikalinin olugumu ile iki asamal1 bir
islemdir. Biyolojik numunelerdeki 3-NT'nin belirlenmesi i¢in kiitle spektrometresi,

ELISA, gaz ve ya sivi kromatografi teknikleri gelistirilmistir (103).

3-NT, inflamatuar hastaliklarda stabil bir oksidatif/nitratif stres belirteci
olarak tamimlanmistir, ancak klinik biyobelirte¢ olarak kullanimi  halen
sorgulanmaktadir. Bazi c¢alismalar, 3-NT plazma seviyelerinin astim, diyabet,

kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklarda arttigin1 gostermistir (110).

2.7.2. Diyabet ve oksidatif stres

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, diyabet patogenezinde ve
komplikasyonlarinin gelisiminde oksidatif stresin rolii daha belirgin hale gelmistir
(34). Klinik calismalarin sonuglarindan elde edilen kanitlar, oksidatif stresin T2DM
ile iligkili oldugunu gostermektedir. T2DM hastalarinda pro-oksidanlarin ve oksidatif
stresin neden oldugu dokuya zarar veren biyolojik diizeylerin arttig1 bildirilmistir

(36, 104).

T2DM'nin patofizyolojisi hakkinda elde edilen bulgular, insiilin direncinde,
bozulmus insiilin sekresyonunda, anormal hepatik glukoz iiretiminde ve sonucta
belirgin T2DM gelisiminde ROS ve oksidatif stresin sorumlu ana faktorler arasinda
yer aldigin1 ortaya koymustur (105). ROS ve oksidatif stres ¢esitli proinflamatuar
mediatdrlerin, transkripsiyonel aracili molekiiler ve metabolik yolaklarin

aktiflestirilmesi yoluyla diyabet olusumuna yol agar (108).
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Bir¢ok deney ¢alismasinda, hipergliseminin pankreas 3 hiicrelerinde oksidatif
stresi indiikleyerek hasar olusturdugu arastirilmistir (106). Glukoz kaynakli oksidatif
stres olusumunu agiklamak icin g¢esitli yollar dnerilmistir, ancak en 6nemli potansiyel
yollar ROS'un iiretildigi, glukozamin, otoksidasyon, oksidatif fosforilasyon ve
glikozilasyon yollaridir (107). Insan ¢alismalarindan elde edilen sonuglara gére de
hiperglisemi, oksidatif stres liretimiyle sonug¢lanan ROS'u indiiklemekten sorumlu en

onemli nedensel faktorlerden biri olarak kabul edilmistir (36).

Oksidatif stres inflamasyonu tetikleyerek diyabet ve komplikasyonlarinin
patogenezinde rol oynar. Oksidatif stres iiretildikten sonra, 6zellikle IL-f3, IL-6, TNF-
a ve IL-1PB'ye bagl sayisiz bagka sitokin ve kemokinler gibi ¢esitli proinflamatuar
aracilarin olusumunu kuvvetlendirir (105). Oksidatif stres NF-xB ve p53 MAPK gibi
transkripsiyonel aracili stres sinyal yollarini1 etkileyerek T2DM'in patogenezine

katkida bulunur (106).

Oksidatif stress endotel disfonsiyonuna yol acarak diyabetin vaskiiler
komplikasyonlarinin gelismesine katkida bulunur. Uzun siireli hipergliseminin
diyabetik hastalarin kan damarlarinda endotel disfonksiyonu gelismesine yol agan

oksidatif stresi tetiklemekte sorumlu oldugu anlasilmistir (34, 102).

Hipergliseminin indiikledigi oksidatif stres hiicre i¢inde ROS {iretimini artirir
(41). Cesitli yollarla transkripsiyon faktorlerini aktive ederek biiylime faktorleri,
inflamatuar sitokinleri, kemokinleri, hiicre dongiisii diizenleyici molekiilleri ve
antinflamatuar molekiilleri dahil olmak iizere ¢ok sayida genin ekspresyonuna yol
acabilir (108, 109). ROS iiretimi arttik¢ca, polyol yolaginin akisi, hiicre i¢i ileri
glikozilasyon son iriin olusumu, PKC aktivasyonu ve heksozamin yolaginin akisi
gibi metabolik siirecler etkilenir (108). Ayrica hiperglisemi Krebs dongiisiinii
bozulmasina, mitokondri zarinda elektron transferinin inhibisyonu ve serbest
radikallerin birikmesine yol agar (36). Bu bozulmalar, dogal antioksidan
molekiillerin tilkenmesi ve vaskiiler hiicrelere zararin yani sira, gen ve protein
ifadesinde, kan akiginda ve endotel hiicre gegirgenligindeki degisikliklere neden olur.
Bu degisiklikler T2DM'nin patogenezi ve ilerlemesininde etkili olmaktadir (106,
108).
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Diyabetin olusumunda ve seyrinde yer alan patofizyolojik mekanizmalari
daha iyi anlamak i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmistir (34). Son zamanlarda, ¢ok
sayida arastirmaci asirt ROS ve RNS olusmasinin, hiperglisemi tarafindan baglatilan
komplikasyonlarin gelisiminde kilit bir bilesen oldugunu 6ne siirmektedir. Bu reaktif
tiirlerin asir1 iiretimi ve ya yetersiz sekilde uzaklastirilmasi vaskiiler disfonksiyona,
hiicresel proteinlere, membran lipidlerine ve niikleik asitlere zarar vererek diyabet ve

komplikasyonlarinin olugmasinda etkili olur (109).

2.7.3. Diyabetik bilissel islev bozukluklarinda oksidatif stresin rolii

Beyin ¢ok yogun oksijen tiikettigi i¢in oksidatif metabolizmas1 yliksektir;
ayrica beyinde yiliksek miktarda bulunan doymamis yag asitleri nedeniyle
oksidasyona ve peroksidasyona duyarlidir (110). Yaslanma ile ortaya g¢ikan bazi
degisiklikler, baz1 norodejeneratif hastaliklar oksidatif stres ve nitratif hasarlar ile
iligkili oldugu bilinmektedir (7). Hafiza ve 6grenmeden sorumlu merkez olan
hipokampiis, nitratif hasara son derece duyarlidir. Aym1 zamanda, daha onceki
calismalarda hiperglisemiye bagli olarak nitrotirozin hipokampiiste arttigi
gosterilmistir.  Bu artisin  oksidatif stres ve diyabet ile olusan endotelial
disfonksiyonundan  kaynaklanmis  olabilecegi  diisiiniilmektedir. ~ MSS’de
monosit/makrofaj sisteminin bir temsilcisi olan mikroglia hiicrelerinde oksidatif
stresin etkisiyle stiperoksit ve asirt indiiklenebilir iNOS yapimi ile NO sentezinin

arttig1 gosterilmistir (110) (Sekil 8).
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Sekil 8. Beyinde ger¢eklesen nitro oksidatif stres (110).
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2.8. inflamazomlar

Inflamazomlar, enfeksiyon ya da stresin etkisiyle aktive olan hiicresel
molekiiler platformlaridir ve dogustan gelen bagisiklik savunmasi igin
proinflamatuar sitokinlerin olgunlagsmasini tetikler (111). Bir¢ok inflamatuar hastalik
ile bozulmus bagisiklik yanitlarin uyarlanmasinda ve bu yolun énemini vurgulayan

cok sayida arastirma yapilmistir (112).

Inflamazomlar, NLRP3, NLRC4, absent in melanoma 2 (AIM2) ve NLRP6
dahil olmak {iizere cesitli proteinler etrafinda olusturulan bir grup protein
kompleksidir (111). Inflamazomlar, patojen ile iliskili ve hasarla iliskili tehlike
sinyallerinin tespit edilmesini takiben Oriintli tanima reseptorleri tarafindan aktive
edilir (113). Inflamazom aktivasyonu, proinflamatuar sitokinler olan interldkin IL-1p
ve IL-18'in kaspaz-1'e bagli olgunlagmasini tesvik ederek piroptotik hiicre 6liimiine
neden olur (115, 116). Inflamazom aracili islemler, mikrobiyal enfeksiyonlar

sirasinda, metabolik siireclerde ve mukozal immiin yanitlar1 diizenlemede 6nemlidir

(112).

Inflamazomlar enfeksiyoz hastaliklarin 6tesinde diizensiz inflamatuar aktivite
ile iliskili birgok inflamatuar bozuklukta rol alirlar (116). Inflamatuar siiregteki
roliiniine ek olarak, inflamazom reseptdr bilesenleri ayrica hiicresel proliferasyon,
gen transkripsiyonu ve tiimorogenezis gibi cesitli biyolojik olaylar1 diizenleyebilir
(113). Son gelismeler, farkli inflamazomlarin aktif hale geldigi molekiiler
mekanizmalar hakkindaki anlayis1 biiyiik 6lciide arttirdi. Insan  verilerinin
destekledigi fare modellerinde inflamazomlarin, metabolik bozukluk ve
norodejeneratif hastaliklarin baslatilmasinda ve ya ilerlemesinde onemli bir rolii

oldugu gosterilmistir (114).
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Sekil 9. inflamatuar hastalikta inflamazom aktivasyon mekanizmasi (114).

T2DM’de, NLRP3 inflamazomu hem adacik  hiicrelerinde hem de miyeloid
hiicrelerinde aktive edilir (Sekil 9). B hiicrelerinde yiiksek glukoz, tioredoksin
(TRX) ile etkilesime giren proteini (TXNIP) arttirir (114). Hiicre i¢i ROS ayrica
TXNIP'de TRX'den ayrismasina yol acan bir konformasyonel degisiklige neden olur.
TXNIP daha sonra NLRP3'li baglar ve onun aktivasyonunu tesvik eder (115).
Miyeloid hiicrelerde, CB1 reseptori NLRP3, adaptér protein ASC ve IL-1P
ekspresyonunu arttirir. Doymus yag asidi (SFA), hiicre ici AMP-aktiflestirilmis
protein kinazi (AMPK) inhibe eder. Bu, mitokondriyal ROS'ta artisa yol agan
otofajiyi azaltir. CD36, hiicre i¢i olarak amiloid formuna doniistiiriilen ¢oziiniir
adactk amiloid polipeptidinin  (IAPP) igsellestirilmesini  kolaylastirir.  Bu
fagolizozomu bozar ve katepsin salinnmina bagli olarak NLRP3 inflamazomunu

aktive eder (114, 115).

Insan ve hayvan calismalarindan elde edilen kanitlar, infalamtuar olaylarin
metabolik bozukluk ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi hastaliklarin baglatilmasinda

ve ya ilerlemesinde etkili oldugunu giiclii bir sekilde ortaya koymaktadir (112, 116).

2.8.1. NLRP3 inflamazomu

NLRP3, niikleotit baglayici oligomerizasyon bolgesi benzeri reseptdr (NLR)
igeren bir protein ailesinin tiyesidir (118). Arastirmalarda, NLRP3 aktivasyonu ile
ilgili degisik mekanizmalar bildirilmesine ragmen tamamen anlasilmis degildir.
NLRP3 inflamazomu ¢ok sayida uyaran dizisine cevap olarak aktive olur, ardindan

birgok asagi akis olaylarini indiikler (117). Hiicreden potasyum (K") akisi,
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mitokondriyal ROS  olugmasi, NLRP3%in mitokondriye translokasyonu,
mitokondriyal DNA ve ya kardiyolipin salinimi1 ve lizozomal katepsinlerin sitozole

salinmasi NLRP3 aktivasyonunda rol alir (118) (Sekil 10).
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Sekil 10. NLRP3 inflamazom aktivasyonun mekanizmasi (117).

Ayrica, lipopolisakkarit (LPS), oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein
(oxLLDL) gibi ¢esitli maddeler, NF-kB yolu ile NLRP3 aktivasyonuna yol agar (118).
Olas1 mekanizmalarin tetiklemesiyle NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu, pro-
kaspaz-1'in oto parcalanmasiyla aktif kaspaz-1’e doniisiimii ile sonuglanir. Aktif
kaspaz-1, pro-IL-1 B ve pro-IL-18'1 olgun formlarina ayirir, bunlar daha sonra

gasdermin-D’nin (GSDMD) N-terminal fragmani tarafindan olusturulan porlardan

salmir (117, 118).

NLRP3 inflamazomu PH, AH gibi nérodejeneratif, MS gibi néroinflamatuar
hastaliklarla birlikte ateroskleroz, diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklar ile

yakindan iliskisi oldugu bir¢ok ¢alismada ortaya konmustur (119, 120).

2.8.2. Diyabet ve komplikasyonlarnda inflamazomlarin rolii

Dogal immiin sistemin aktivasyonunun neden oldugu kronik, diisiik dereceli
inflamasyonun, tip 2 diyabetin patogenezinde ve baslica komplikasyonlarinda 6nemli
bir rol oynadigina dair 6nemli kanitlar vardir (12). Hipergliseminin neden oldugu
inflamasyonun kilit mekanizmalar1 arasinda proinflamatuar sitokinlerin iretimi, artan

oksidatif stres ve inflamazom aktivasyonu bulunur (121) (Sekil 11). NLRP3, bugiine
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kadarki en iyi karakterize edilmis inflamazomdur ve IL-1p ve IL-18 sekresyonu i¢in
molekiiler bir platform gorevi goriir (122). Tip 2 diyabet hastalarinda pankreatik
adaciklarda amiloid birikimi, lizozomlarin bozulmasi, ROS artis1, oksitlenmis diisiik
yogunluklu lipoprotein (oxLDL) ve NLRP3 inflamazom aktivitesinin arttig1 tespit
edilmistir (126).
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Sekil 11. Diyabet sirasinda NLRP3 inflamasyon aktivasyonu (122).

Ortaya c¢ikan kanitlar, NLRP3 inflamazom aktivasyonunun, sitokinlerin
olgunlagmasina ve salgilanmasina yol actigi ve bu yolla obeziteye bagl inflamasyon,
insiilin direnci ve tip 2 diyabet gelisiminin patojenik mekanizmalarinda rol
oynadigmi gostermistir (123). Son zamanlarda yapilan bir ¢ok c¢alisma, NLRP3
inflamazomun dahil oldugu inflamasyonun obezite, ateroskleroz ve tip 2 diyabet

dahil olmak iizere gesitli metabolik hastaliklarda rol aldigini1 gostermistir (124, 125).

2.9. Diyabetin Deneysel Hayvan Modelleri

Hayvan modelleri, hastalik patofizyolojisinin  arastirilmasinda  ve
tanimlanmasinda; yeni tedavilerin ve tedavi ajanlarin degerlendirilmesinde 6nemli
katkilar ~ sunmaktadir (127). Hayvan c¢alismalari, hastaligin  olusumunu
etkileyebilecek genetik ve ¢evresel faktorleri in vivo olarak kontrol etme firsat1 verir.
Diyabetin patofizyolojisi ve molekiiler mekanizmalarin1 aragtirmak igin degisik
modeller tanimlanmistir. Bu modeller baslica iki gruba ayrilir; genetik modeller ve

kimyasalla indiiklenmis modellerdir (127, 128).
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Tip 1 diyabetin temel 6zelligi, pankreas beta hiicrelerinin otoimmiin yikimidir
ve insiilin tiretimi eksikligine neden olmaktadir (19). Hayvan modellerinde, insiilin
tiretimindeki bu eksiklik, cesitli farkli mekanizmalarla saglanir; beta hiicrelerinin
kimyasal ablasyonundan, kendiliginden otoimmiin diyabet gelisen kemirgenlere
kadar degisebilir (129). Kimyasal olarak indiiklenen tip 1 diyabetli modellerde, beta

hiicrelerinin biiyiik bir kismi tahrip olur ve hiperglisemi olusur.

Diyabet, genellikle stabil hiperglisemi saglamak i¢in deneyin baslamasindan
5-7 giin 6nce indiiklenir (130). Diyabeti tetiklemek i¢in iki ana bilesik kullanilir:
STZ veya alloksan (129). Kimyasal olarak indiiklenen diyabetin bir dezavantaji,
kimyasallarin viicudun diger organlarina zarar verebilmesidir (130). STZ ve ya
alloksan uygulamasindan sonra karaciger, bobrek, akciger, bagirsaklar, testis ve
beyindeki P450 izoenzimlerindeki degisikliklerin rapor edildigi goriilmiistiir (129).
STZ  [2-deoksi-2-(3-(metil-3-nitrosoiireido)  -d-glikopiranoz],  streptomycetes
achromogenes tarafindan sentezlenir, intraperitoneal (ip) veya intravendz (iv)
uygulamasindan sonra, pankreas beta hiicresine Glut-2 tasiyicidan girer (131).
DNA’nin alkilasyonu ile hiicre 6liimiine neden olur; ayrica diger etkilesimler ile
hiicresel ATP’de bir azalmaya ve ardindan insiilin iiretiminin inhibe edilmesine yol

acar (129).

Tip 2 diyabet, insiilin direnci ve insiilinin yeterince iiretilememesi ile
karakterize edilir (21). Bu nedenle, tip 2 diyabetli hayvan modelleri, insiilin direnci
modellerini ve / veya beta hiicre yetersizligi modellerini igerme egilimindedir (128).
Tip 2 diyabet obezite ile yakindan baglantili oldugundan, tip 2 diyabetin mevcut
hayvan modellerinin ¢ogu obezdir. Obezite, dogal olarak olusan mutasyonlarin ve ya
genetik manipiilasyonun sonucu olabilir (130). Alternatif olarak, obezite yiiksek yag
beslemesi ile tetiklenebilir. Tip 2 diyabet i¢in kullanilan bircok model gelistirilmistir
(127, 128).

2.9.1. Deneysel hayvan modellerinde davranis testleri

Ogrenme ve hafiza siireglerini motive etmenin bir araci olarak sudan kagmayi
kullanan hayvanlar icin gesitli deneysel prosediirler gelistirilmistir (132). Oncelikle
mekansal Ogrenmeyi ve hafizayr 6l¢mek i¢in tasarlanan su labirenti gorevleri,

Ozellikle kemirgenlerde yaslanmanin, deneysel lezyonlarin ve ilag etkilerinin
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degerlendirilmesinde oldukg¢a faydali olmustur (133). 25 yildan fazla bir siiredir
Morris su labirent (MWM) testi aragtirmacilar tarafindan en yaygin kullanilan ve

kabul edilen yontem olmustur (134).

Deneysel bellek modelleri arasinda ise 3 panelli pist diizenegi, modifiye arti
labirent testi, 1s1nsal kollu labirent testi, Morris su labirenti testi, yeni obje tanima
testi, pasif sakinma testi, korku kosullanmasi testi ve yiyecek tercihi testleri
bulunmaktadir (135). MWM testi, kemirgenlerde biligsel fonksiyonu degerlendiren
diger yontemlerle karsilastirildiginda bir takim avantajlar sahiptir (136). Kiiclik bir
laboratuvarda kurulmasi oldukca kolaydir, nispeten ucuz ve uygulamasi kolaydir.
Ayrica kuru ortamda uygulanan bellek testlerine gore avantaji deney hayvanlarinin

kokuyu takip ederek yol alma olasiligini en aza indirmesidir (135, 136).

MWM, sakli bir kagis platformunu bulmak ve agik ylizme arenasinin
cevresindeki baslangic noktalarindan dolasmak icin uzak isaretlere dayanan
kemirgenler i¢in mekansal Ogrenmenin bir testidir (135). Mekansal Ogrenme,
tekrarlanan denemeler arasinda degerlendirilir ve referans hafizasi, platform
bulunmadiginda platform alani tercihi ile belirlenir (132). Su tanki, i¢i su ile
doldurulmus genis bir havuz ve havuz i¢inde bulunan bir kacis platformundan
olugsmaktadir. Su bir boya ile opaklastirilarak platform gizlenmis olur; su i¢ine konan
deney hayvanlar1 sakli platformu bularak havuzdan kagmayi O6grenirler (137).
Hayvanlara platformu bulmalari i¢in 60 sn siire taninir ve platformu bulma siireleri
kaydedilir. Bu siire, sakli platformu bulma siiresi (kagis latansi) olarak tanimlanir
(138). Bu calismada, deneysel diyabet olusturulmus sicanlarin &grenme

fonksiyonundaki degisiklikleri incelemek amaciyla MWM testi kullanilmstir.
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3. GEREC VE YONTEM

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 7.09.2017 tarihli ve 2017-15-07/09 numarali onayi ile c¢aligmamiz
gerceklestirilmistir (Ek-1). Calisma Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 2017-26259946-01 nolu proje

olarak desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda Kobay Deney Hayvanlar1 Labaratuari’ndan temin edilen
agirliklart 275-350 gr arasinda degisen 24 adet yetiskin erkek Wistar-Albino cinsi
sigan kullanilmistir. Hayvanlarin bakimlari deney siiresince Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Labaratuarinda yapilmistir. Tiim
sicanlar rahat hareket edebilecekleri biiyiikliikte, tistii kapali tel kafeslerde, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik dongiisiiyle, sicakligin 20-25°C ve nemin %50-60 oldugu
aynt ortamda tutulmuslardir. Hayvanlar bir kafeste 6 sican olacak sekilde
barindirilmiglardir. Giin asir1 kafes temizligi yapilmis, siganlarin giinliik olarak igme

sular1 degistirilmis ve standart pelet yem ile beslenmistir.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

4 haftalik calisma siiresi boyunca birebir takip i¢in sicanlarin basina ve
kuyruklarina isaret konularak kimliklendirilmistir. Deney hayvanlari, normoglisemik
kontrol (NK), diyabetik kontrol (DK), olmak iizere her grupta 12 hayvan olacak

sekilde 2 ana gruba ayrilmistir. Deney gruplart,

a) NK grubu: 12 tane hayvandan olusmaktadir. Diger sicanlarla ayni siire, ayni
laboratuar kosullarina tabi tutularak agirlik ve kuyruk kanlarindan kan glukoz
takibi yapildi.

b) DK grubu: STZ enjeksiyonundan sonra diyabet olarak kabul edilen 12 tane
hayvandan olugmaktadir. Bu hayvanlara c¢alisma boyunca hicbir tedavi
uygulamadan kan glukoz ve viicut agirlik takibi yapilmistir. Diyabetik gruptaki

hayvanlardan 4 tanesi diyabet olusturulduktan 28 giin i¢inde dlmiislerdir.
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3.3. Deney Hayvanlarinda Diyabet Olusturulmasi

DK grubundaki siganlara 0.1 M sitrat tamponu (pH:4,5) i¢inde ¢oziilen STZ
(Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA) 60mg/kg dozunda i.p. olarak
uygulanmistir. Bu gruptaki sicanlarin igme suyuna, muhtemel hipoglisemiye bagl
6liim ve konviilsiyon gibi komplikasyonlar1 engellemek i¢in, ilk 48 saat %5 glukoz
eklendi. STZ uygulamasindan 72 saat sonra Olciilen aglik kan seker degeri 250
mg/dL’nin {izerinde olan hayvanlar diyabetik olarak kabul edilip calismaya bu

hayvanlarla devam edilmistir.
3.4. Kan Glukoz Diizeylerinin ve Viicut Agirhklarim Olgiilmesi

Bir gece oncesinden ag¢ birakilan hayvanlarin baglangi¢ kan glukoz diizeyleri
ve agirliklart Slgiilmiistiir. 4 hafta boyunca aglik kan glukoz 6l¢iimii 6ncesi biitiin
sicanlarin glinlik agirlik takibi yapilmistir. Kan glukoz 6l¢iimii kuyruk veninden
enjektdr yardimiyla alinan kan 6rnekleri ile glukometre cihazi (Vivachek/Almanya)

kullanilarak yapildi. Olgiimler 1, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde tekrarland.
3.5. Davrams Testi

MWM testi Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Labaratuarinda gercgeklestirildi. Davranis testi, sabit aydinlatma ve
sicaklik kontrollii bir ortamda, saat 10-15 arasinda yapildi. Yiizdiirme egitimlerine

baslamadan 6nce hayvanlarin agirliklart tartild.
3.5.1. MWM testi

Bu calismada hipokampiise bagli 6grenme fonksiyonlarmin degerlendirilmesi
icin MWM testi kullanilmigtir. Deney hayvanlart deneyin 23.giiniinde sakli
platformu bulmak i¢in egitilmislerdir. MWM diizenegi; ¢cap1 150 cm, derinligi 60 cm
olan daire seklinde bir havuz ve su yiizeyinin 2 cm altinda kalacak sekilde 10x10 cm

boyutunda bir platformdan olusur (Sekil 12).
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Deney oncesi MWM tanki 45 cm yiiksekliginde, siit tozu ile opaklastirilmis
ve 24+1 °C’de 1sitilmis ¢esme suyu ile doldurmustur. Deneyin yapildigi odanin
duvarlarina, sicanlar ic¢in ipucu olusturabilecek farkli sekiller asildi ve deney
stiresince ayni1 giysilerin giyilmesine, odada sessiz olunmasina ve denekler igin ekstra
bir uyaran olusturmamaya dikkat edildi. Su tankinin dis yiizii lizerinde kuzey (K),
bat1 (B), gliney (G) ve dogu (D) olmak {izere olmak dort farkli sanal kadrana

ayrilmigtir.

Sekil 12. Caligmamizda kullanilan Morris su labirenti (A). Gizli platformu bulmaya
calisan sigan (B).

Egitim yiizdiirmelerinde si¢anlar her giin, giinde 4 kez farkli yonlerden
havuza birakildilar (Sekil 13). Egitim yiizdlirmelerinin yapildigi giinlerde platform
kuzeybati (KB) kadraninin ortasinda tutulmustur.

Her bir sicana sakli platformu bulmalar1 i¢in 60 saniye verildi. 60 saniye
icinde platformu bulamayan siganlara yardim edilerek platformu bulmalar saglandi
ve yaklagik 15 saniye platform iizerinde kaldiktan sonra havuzun digina alindilar. Ve
boylece hayvanlar platformun yerini 6grenmis olacaktir. Her bir denek 5 giin
boyunca giinde 4 defa egitime alinacaktir. Her bir ylizdiirme esnasinda hayvanlarin

sakl1 platformu bulma siireleri kaydedilmistir.
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Giin Egitim 1 | Egitim2 | Egitim3 | Egitim 4
1 G B K D
2 B K G
B D
3 K D G B
4 D G B K
5 G B K D G
Probe KB

Sekil 13. Sicanlarin havuza birakildiklar yonler (K: kuzey, D:dogu, G: giiney, B: bat1).

3.6. Doku Orneklerinin Alinmasi

Davranis testlerinin bitiminden sonra tiim sicanlara i.p sekilde yiiksek doz
anestezi (sodyum tiyopental) verilerek feda edildi. Beyin dokular1 c¢ikarilarak
hipokampiisler buz iistiinde hizlica izole edilerek calismanin yapilacag: giine -80 °C

de derin dondurucuda saklandi.

3.7. Nitrotirozin, NLRP3 ve IL-1 B Diizeylerinin Belirlenmesi

3.7.1. Fosfat tampon soliisyonun (PBS) hazirlanmasi

0.8g NaCl (Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany), 0.144g Na2HPO4
(Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany), 0.02g KCIl (Sigma Chemical Co.,St.
Louis, MO, US), ve 0.024g KH2PO4 (Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany)
balon jojeye konuldu ve distile su ile hacmi 100ml’ye tamamlanarak ¢&ziinmesi

sagland1. Cozeltiye IN HCI eklenerek pH’s1 7.2-7.4 olmasi saglandi.

3.7.2. Doku homojenatlarimin hazirlanmasi

Doku ornekleri -80 °C saklanan dondurucudan ¢ikarildiktan sonra buz
iistlinde ¢oziinmesi saglandi. Ardindan doku oOrnekleri tartilip 1/9 oraninda PBS
eklenilerek mekanik homojenizatérde homojenize edildi. Homojenize edilen dokular
2-8°C’de 20 dakika stireyle 3000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden elde edilen
siipernatantlar caligmada kullanildi. Nitrotirozin, NLRP3 ve IL-1f  diizeyleri

enzyme-linked immiin sorbent assay (ELISA) yontemi ile gergeklestirildi.
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3.7.3. Nitrotirozin tayini

Nitrotirozin Ol¢iimii, 3-NT (3-Nitrotyrosine) ELISA kiti (Elabscience
Biotechnology, Cin, katalog no: E-EL-0040) kullanilarak gerceklestirildi. Standartlar
hazirlanip kitin her kuyucuguna sirasiyla 50 upl standart, 50 pl ornek, 50 pl
biotinylated detection antibody, 100 ul HRP conjugate eklenip inkiibasyonu takiben
5 defa yikama islemi gergeklestirildi. Her kuyucuga 90 pl substrate reagent, 50 pl
stop soliisyonu eklenip ELISA (Awareness, Chromate 4300, USA) cihazinda 450 nm
dalga boyunda okutularak 6l¢iim yapilmistir.

3.7.4. NLRP3 tayini

Hipokampilis NLRP3 diizeyeri, Rat NACHT, LRR and PYD domains-
containing protein 3 (NLRP3) ELISA kiti (SinoGeneClon Biotechnology, Cin,
katalog no: SG-21234) kullanilarak gerceklestirildi. Ik &nce kitin kullanim
klavuzuna gore standartlar hazirlandi. Elisa kitin her kuyucuguna sirasiyla 50 pl
standart, 40 ul 6rnek soliisyon, 10 ul 6rnek, 50 ul HRP conjugate eklenip 37°C’de 30
dakika boyunca inkiibasyon islemi ger¢eklestirildi. Ardindan her kuyucuga 50 pl
kromojen A soliisyon, 50 pul kromojen B soliisyon, 50 pl stop soliisyonu eklendi ve

plate ELISA cihazinda 450nm dalga boyunda okutularak 6l¢tim yapildi.
3.7.5. IL-1p tayini

IL-1B ol¢iimii, Rat IL-1B (Interleukin 1 Beta) ELISA kiti (Elabscience
Biotechnology, Cin, katalog no: E-EL-R0012) kullanilarak 6l¢iildii. Kitin kullanim
klavuzuna uygun olarak standartlar hazirlandi. Kitin her kuyucuguna sirasiyla 100 pl
standart, 100 pl o6rnek, 1000 pl biotinylated detection antibody, 100 pul HRP
conjugate ve 90 pl substrate reagent konuldu ve 15 dakika boyunca 37°C’de inkiibe
edildi. Son olarak her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenip ELISA cihazinda 450
nm dalga boyunda okutularak 6l¢tim yapildi.
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3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel ~degerlendirmeler, SPSS 22 istatistik paketi kullanilarak
gergeklestirildi.  Gruplar arast  farkliliklar Mann whitney U testi ile
degerlendirilmistir. Sonuglara ait p degeri 0.05’den kii¢iik olmasi durumunda
degerler istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. Deney parametreleri

ortalama + standart hata (SE) olarak sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarimin Viicut Agirhiklar: ve Kan Glukoz Diizeyleri

Kontrol ve diyabet hayvanlarinin viicut agirlig1 baslangicta farkli degilken, 4
hafta sonunda diyabet grubunda anlamli sekilde azalmistir (p<0.05) (Tablo 1).
Diyabetik gruba ait kan glukoz diizeylerinin normoglisemik kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir (p<0.05) (Tablo 1).

Tablo 1. Deney Gruplarina Ait Viicut Agirliklar1 ve Kan Glukoz Diizeyleri

Deney hayvanlari Viicut agirligi (g) Kan glukoz (mg/dL)
Kontrol (n=12) 361.7+4.15 134.7+4.35%
Diyabet (n=8) 257.7£9.7 427434 9%

& Kontrol grubuna gore anlamli farklihig1 gostermektedir.

4.2. Deney Hayvanlarinda MWMT Sonuclar:

5 giinliik egitim siiresinde kontrol ve diyabet hayvanlarinin sakli platformu

bulma stirelerine ait bulgular Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. MWMT de Sakli Platformu Bulma Siireleri

Sakl1 platformu bulma siireleri (sn)

Deney hayvanlari 1. giin 2. glin 3. giin 4. glin 5. giin
Kontrol (n=12) 18.58+1.74 21.8543.18 15.57+1.71 14.42+1.10  15.62+1.19

Diyabet (n=8) 22.50+1.75  21.7042.88 22.04+2.17 18.13+3.43  23.50+2.23%

&Sakl1 platformu bulma siireleri arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Degerler ortalama + SE

seklinde verilmistir. n= kullanilan hayvan sayisi
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Diyabet grubunun MWMT’de sakli platformu bulma siiresinin 1. 3. ve 4.
giinlerinde kontrol grubuna kiyasla yiliksek bulunmasia kargin istatistiksel olarak
anlamlilik bulunamamistir (p>0.05). Normoglisemik kontrol ve diyabetik gruplar
arasinda sakli platformu bulma stireleri agisindan 5. giinde istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunmustur. Sakli platformu bulma siiresi diyabetik hayvanlarda kontrol

grubuna gore 5. giinde daha uzun oldugu saptanmistir (p<<0.05) (Sekil 14).
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Sekil 14. Tim gruplarimn MWMT’de sakli platformu bulma siiresi (sn). Degerler
ortalama + SE seklinde ifade edilmistir. & Kontrol grubuna gore

(p=0.008) anlaml1 farklilig1 gostermektedir.

4.3. Diyabetik Hayvanlarda Oksidatif Stres Degisiklikleri

Hipokampal dokuda 6lgiilen nitrotirozin degerleri, kontrol grubunda 1.64+0.05
ng/mL, diyabetik hayvanlarda 2.08+0.12 ng/mL bulunmustur. Diyabetik hayvan
grubunun, oksidatif stresi yansitan hipokampal nitrotirozin degerleri kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmigtir (p<<0.05) (Sekil 15).
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Sekil 15. Hipokampiis dokusunda nitrotirozin (ng/mL) diizeyleri. Degerler ortalama
+ SE olarak verilmistir. ¢ Kontrol grubuna gore (p=0.007) anlaml

farklilig1 gostermektedir.

4.4. Diyabetik Hayvanlarda inflamazom Degisiklikleri

Hipokampal dokuda oSlgiilen NLRP3 degerleri, kontrol grubunda 5.0+0.24
ng/mL, diyabet hayvanlarinda 7.88+0.57 ng/mL bulunmustur. Diyabetik hayvan
grubunda, inflamasyon aracisi olarak hipokampal NLRP3 degerleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir (p<0.05) (Sekil
16).
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Sekil 16. Hipokampiis dokusunda NLRP3 (ng/mL) diizeyleri. Degerler ortalama =+
SE olarak verilmistir. ¢ Kontrol grubuna gére (p=0.000) anlamli farklilig1

gostermektedir.
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4.5. Diyabetik Hayvanlarda Sitokin Degisiklikleri

Hipokampal bolgede IL-1B degerleri kontrol grubunda 2.07+0.16 ng/mL
bulunmusken, diyabetik hayvan grubunda 1.65+0.12 ng/mL idi. Iki grup arasinda
fark anlamli degildi (p>0.05). 28 giinliikk diyabetin hipokampal alanda IL-1P

diizeylerinde anlamli bir artisa neden olmadig1 saptanmustir (Sekil 17).
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Sekil 17. Hipokampiis dokusunda IL-1P (ng/mL) diizeyleri. Degerler ortalama + SE

seklinde olarak verilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir

(p>0.05).
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5. TARTISMA

Calismamizda STZ enjeksiyonu sonrasi kan glukoz diizeylerinin 300 mg/dl
tizerinde seyrettigi gozlenmistir. Kan glukoz diizeylerine paralel olarak 28 giinliik
deney siiresince diyabtik hayvan grubun viicut agirligi kontrol grubuna gore belirgin
olarak azaldig1 saptanmistir. 28 giinliik diyabet sonrasinda MWM ile degerlendirilen
kognitif fonksiyonlarin bozuldugu da belirlenmistir. Ozellikle MWM egitiminin
5.giiniinde istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde sakli platformu bulma siireleri
diyabet ile uzamistir. Uzamis sakli platformu bulma siiresi diyabetle 6grenmenin
yavasladigin1 gostermektedir. MWM’de elde edilen bu sonuglar literatiirdeki diger
yaymlarla benzerlik gostermektedir (6, 9, 139, 143, 147). Bunun yami sira
calismamizda hipokampiiste nitrotirozin ve NLRP3 seviyelerinde artis oldugu
saptanmistir. Deneysel ¢alismalarda DM’nin kognitif islemlerle ilgili temel alan olan
hipokampiiste negatif etkilerinin oldugunu ve bu etkinin oksidatif stres aktivasyonu,
antioksidan enzim azalmasi ve apoptotik siireclerin aktive olmasi ile gerceklestigi
bildirilmektedir (6, 9, 139, 143).

DM kronik kompleks bir hastaliktir ve MSS {izerine bir takim olumsuz yan
etkileri bulunmaktadir. Diyabetik hastalarin  azalmis kognitif performans
gosterdikleri ve normal saglikli bireylere gore beyin goriintiileme calismalarinda
hacim azalmas1 gibi anormalliklerin gdzlendigi bildirilmektedir (146). 2006 yilinda
Mijnhout ve arkadaslar1 bu alanda aragtirma yapmay1 kolaylastirmak ve bu hastaligin
taninmasin1 giiclendirmek i¢in yeni bir “diyabetle iliskili kognitif azalma” yani
“’diyabetik ensefalopati’” kavramini ortaya koymuslardir (153).

Diyabetik ensefalopati noropsikiatrik hastaliklar ve kognitif fonksiyon
bozukluklar1 ile karakterize olan diyabetin komplikasyonlarindan biridir. Cesitli
calismalar DM’ nin vaskiiler demans ve AD’nin gelisiminde bir risk faktorii oldugu
gostermistir. Vaskiiler disfonksiyon, anormal glukoz metabolizmasi, bozulmus
insiilin sinyali, SOR ve inflamasyon diyabetik ensefalopatinin patolojik siirecinde rol
oynar (141, 154). Deneysel tip 1 diyabet modellerinde cok genis c¢esitlilikte ndronal
degisikliklerin oldugu saptanmistir. Bu patolojik anormallikler; sinaptik degisiklikler,
dejenerasyon, artmig serebral mikrovaskiiler permeabilite, ndronal kayiplari
icermektedir ve bu etkiler kognitif bozukluklara ve demans gelisimindeki risk

artisina yol agmaktadir (144).
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Hipokampiis kisa ve uzun dénem hafiza ile iligkili beyin alanidir ve DM gibi
metabolik hastaliklara son derece duyarlidir (155). Cesitli ¢alismalar hipokampiis
tizerinde diyabetin negatif etkilere sahip oldugunu ve hipokampal néronlarda
apoptoza neden oldugunu gostermistir. Hipokampus, uzun siireli depolama icin
serebral hemisferlerin uygun kismina am gondererek ve gerektiginde bunlar
toplayarak bir hafiza gostergesi olarak islev goriir (144). Hipokampiis striatum ve
kortekse gore daha az kapiller yogunluga sahiptir ve bu nedenle vaskiiler
disfonksiyona daha duyarlidir. Diyabetle birlikte noronal hasar, kayip, serebral
mikrovaskiiler hasarin yanisira glial hiicre aktivasyonu ve inflamatuar cevabin
gelisimi kognitif fonksiyon bozukluklarin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir
(156).

MWM  hipokampal lezyon modellerinde  kognitif  fonksiyonlar
degerlendirmek ic¢in siklikla tercih edilen bir testtir. Bu testte problem ¢dzme,
gelismis segicilik, dikkat, dis diinyanin i¢ temsillerinin olusturulmasi ve ilgili
bilgilerin depolanmasi ve alinmasi gibi ¢ok sayida kognitif bileseni icerir (144). STZ
ile olusturulan diyabetik sicanlarda MWM testi ile degerlendirilen kognitif
performans azalmasinin 10 hafta sonra basladig: bildirilmektedir (157). Diger bazi
caligmalarda ise 30 giinliik diyabet siiresi sonrasinda MWM testinde 68renme ve
hafiza bozukluklarinin oldugu gésterilmistir (139, 158, 159). Bizim ¢alismamizda bu
calismalara benzer sekilde diyabet olusturulmasindan 4 hafta sonra daha erken
donemde 6grenme bozukluklarinin gelistigi saptanmigtir.

Hiperglisemi diyabetik komplikasyonlarin olusumunda temel patofizyolojik
faktordiir. Intraselliiler hiperglisemi mitokondriyal SOR’un yapimima neden olarak
proinflamatuar sitokinlerin yapiminda artisa, resiprokal olarak sitokinlerin yapiminin
artist SOR yapimini arttirmaktadir. Bu dongiiden dolay1 oksidatif stres ve inflamatuar
siirecler diyabette kognitif bozukluklarin gelisiminde temel rol oynamaktadir.
Deneysel diabetik sican beyinlerinde IL-6, IL1-B (146, 147, 148) ve TNF-a (6,11)
gibi sitokinlerin artisinin MWM testinde performans azalmasi ile iligkili oldugunu
saptanmistir.

NLRP3, ILI-B olusumunda temel mediatérdiir. Aktivasyon sonrasinda
NLRP3 adaptoér protein ASC ile etkilesir, pro-kaspaz-1’1 aktive ederek NLRP3
inflamazomu olusur. NLRP3 inflamazomu, kaspaz-1 aktivasyonu ile pro-IL-f’nin
biyolojik olarak aktif IL-1B’ya doniistimiinii saglar (154). Calismamizda diyabetik

sigan hipokampiisiinde NLRP3 diizeylerinin normoglisemik kontrol grubuna gore
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yuksek oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu ile birlikte MWM testinde saptanan
O0grenme performansinda azalma NLRP3’lin diyabetle olusan kognitif fonksiyon
bozukluklarinin gelisiminde rol oynadigini gostermektedir. Zhai ve arkadaslar
(2018) yaptiklar1 calismada diyabetik farelerin hipokampiislerinde NLRP3 ve IL-j
diizeylerinin artarken kognitif fonksiyonlarin azaldigini géstermislerdir. Ayrica ayni
calismada NLRP3 inhibitoriintin kullaniminin diyabetik farelerde bu etkileri tersine
cevirdigi gozlenmistir (154). Bizim calismamizda elde ettigimiz bulgular bu
calismada saptanan diyabetik farelerde hipokampal NLRP3 diizeylerinin artis1 ile
benzerlik gostermektedir. Ancak biz ¢alismamizda IL-B diizeylerinde diyabetik
siganlarda nomoglisemik kontrollere gére anlamli bir artis tespit edemedik.

Zhou ve arkadaslar1 (2017) yaptiklar1 c¢aligmada 12 haftalik diyabet
sonrasinda hipokampal dokuda IL-6, IL-1P sitokinlerin artigini testpit etmislerdir
(148). Li ve arkadaglar1 da (2014) 26 giinliik diyabet sonrasinda IL-1J seviyesinde
artisin oldugu bulmuslardir (146). Bu bilgilere ek olarak literatiirde 7 giinliik diyabet
sonrast IL-1B artisinin oldugunu gosteren bulgular yer almaktadir (160).
Calismamizda STZ uygulamasindan 28 giin sonra hipokampiisde IL-1f seviyelerinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamistir. Bu durumun diyabetin siiresi, kullanilan hayvan tiiri ve Olglim
metoduna bagli olarak degisebilecegini diistinmekteyiz.

NLRP3 diyabette 0©nemli inflamatuar hedef olarak goriilmektedir.
Hipokampiiste NLRP3 yapimmin olmadig1 farelerde kognitif fonksiyonlarin
korundugu gosterilmistir (161). Iskemik beyin hasar1 sonrasnda NLRP3
inhibitoriiniin kullaniminin diyabetik sicanlarda norovaskiiler yeniden sekillenme ve
kognitif fonksiyonlarin korunmasinda etkili oldugu goriilmistir (162). NLRP3
aktivasyonu ve diyabete bagli komplikasyonlar arasinda yakindan iligki oldugu
saptanmistir (163). Menu ve Vince (2011) diyabet ve komplikasyonlarinin
gelisiminde NLRP3 anormal aktivasyonve IL-1B’nin yapiminin artisinin etkisini
tanimlamiglardir (164). NLRP3’lin diyabetik retinopatinin gelisiminde retinal
hiicrelerde permeabilite ve apotozu artirarak etkili oldugu bildirilmektedir (150, 165).
Zhang ve arkadaglar1 (2017) retinal hiicre kiiltiiriinde NLRP3 inhibit6rii uygulamasi
ile yiiksek glukoz ortaminda IL-1B salintminin ve retinal hiicre apoptozunun
azaldigin1 gostermislerdir. NLRP3’ilin diyabetik kardiyomiyopati (152) ve nefropati
(166) gelisiminde rol oynadigi ¢esitli ¢aligmalarda ortaya konmustur. NLRP3

inflamazom inhibitorii tip 2 diyabet ve ateroskleroz gibi iflamatuar hastaliklarda
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potansiyel bir tedavi ajani olarak onerilmektedir (167). Bu bilgiyi destekleyecek
sekilde NLRP3 inhibisyonunun diyabete bagli olarak gelisen nefropati (163),
kognitif fonksiyon bozukluklari ile anksiyete ve depresyon benzeri davranisi (154),
retinal hiicre hasarini (152) ve serebral iskemik hasar1 (168) azaltmada etkili oldugu
gosterilmistir.

Diyabetle ortaya ¢ikan norodejenerasyonda inflamatuar cevap, SOR’un
tretimi ve reaktif nitrojen tiirlerinin olusumu arasinda yakindan bir iliski
bulunmaktadir (149). Ayrica son c¢aligmalarda diyabetin SOR iiretimindeki artisa
neden olarak apoptotik néronal dliimle sonuglandigi ortaya konmustur. Beyin katalaz
enziminin bulunmamasi ve glutatyon diizeyinin diistikliigli nedeniyle oksidatif hasara
son derce duyarhidir (156). Nitrik oksit, superoksit radikali ile peroksiniti olusturarak
nitrozatif stresin olusumuna neden olur. Nitrozatif stres nitrik oksit sentaz yapiminin
ve nitrit seviyesininde artisa, astrosit aktivasyonu ve protein nitrasyonuna yol agarak
kognitif bozukluklara ve nérodejenerasyona neden olmaktadir (140). Calismamizda
oksidatif stresin bir gostergesi olarak hipokampal alanda Olgiilen peroksinitritle
tirozin reaksiyon irlinii olan nitrotirozin diizeyleri diyabetik grupta normoglisemik
kontrollere gore anlamli yiiksek bulunmustur. Nitrotirozin seviyesinin diyabetik
grupta artisinin  MWM ile degerlendirilen O6grenme bozukluklarinda etkili
olabilecegini diisiinmekteyiz. Sadraie ve arkadaslar1 (2019) nitrotirozin seviyesindeki
artisin kognitif fonksiyon bozukluklarin gelisiminde etkili oldugunu goéstermislerdir
(140). Benzer seklide Alzheimer hastaligit modellerinde de nitrotirozin seviyesinin
arttigr  bulunmustur. Tirozinlerin nitrasyonu hafiza bozuklugunu proteinlerin
fosforilasyonu ve konformasyonel degisimini inhibe etmesiyle ortaya ¢ikarmaktadir
(142). Kelly-Cobbs ve arkadaslar1 (2012) diyabetik si¢ganlarda hem plazma hem de
orta serebral arterde nitrotirozin diizeylerinde artiglarin olugunu gostermislerdir
(145). Bu bulgular da gozoniine alinirsa calismamizda elde ettigimiz diyabetik
kosullarda hipokampal alanda artan nitrotirozin diizeyinin 6grenme bozukluklarinin
olusumunda rol oynayabildigini gostermektedir.

Sonuglarimiz STZ ile olusturulan diyabetik kosullarda hipokampal alanda
NLRP3 ve nitrotirozin diizeylerinin artisinin diyabete bagli olarak gézlenen 6grenme

bozukluklarinin fizyopatolojisinde yer aldigin1 gostermektedir.
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6. SONUCLAR

Kronik hiperglisemi ile karakterize olan DM’ nin 6grenme ve hafiza kayiplar
ile karakterize kognitif fonksiyon bozukluklarmi igeren MSS’de ¢esitli
komplikasyonlara neden olmaktadir. Artan kan glukozunun, 6grenme ve hafizadan
sorumlu beyin bdlgesi olan hipokampiiste olusturdugu oksidatif stresin tetikledigi
inflamatuar siirecin kognitif bozukluklarin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Bu
inflamasyon siirecinde inflamazomlar rol alir ve bunlarin karmasik etkilesimleri

neticesinde hiicre hasarina sebep olan proinflamatuar sitokinlerin iiretimi artar.

Calismamizin sonuglar1 diyabetik sicanlarda MWM testi ile degerlendirilen
o0grenme fonksiyonlarin bozuldugu gosterilmistir. Bunun yani sira ¢alismamizda
diyabetik kosullarda hipokampiiste nitrotirozin ve NLRP3 seviyelerinde artis oldugu
saptanmis ve bunlarin diyabete bagli olarak gozlenen 6grenme bozukluklarinin
fizyopatolojisinde yer almaktadir. Diyabet ile hipokampal IL-1p diizeylerinde bir
degisiklik saptanmadi. DM’de kognitif fonksiyon degisimleri ile hipokampal
nitrozatif stres, NLRP3 ve IL-1p arasindaki iligki tam olarak arastirilmamistir. Bu
nedenle calismamizda diyabetik sigan hipokampiisiinde NLRP3, IL-1p ve nitrotirozin
diizeylerinin belirlenmesi ve bunun bilissel islev bozukluklarinda rol alan

mekanizmalar1 aydinlatmaya c¢alistik.
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