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OZET

Meryem Ergeng, Melatoninin Diabetik Sicanlarda Depresyon Benzeri Davranis
ve AGE Diizeylerine Etkisi, Biilent Ecevit Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2018.

Diyabette depresyon ve anksiyete gibi noropsikiyatrik hastaliklar siklikla
gozlenmektedir. Cesitli calismalarda depresyon ve anskiyete ile iliskili beyin alanlar
olan hipokampiis ve prefrontal korteks (PFC)’de advanced glycation end product
(AGE) diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Amacimiz diyabetik siganlarda antioksidan
ve antiinflamatuar etkileri bilinen melatoninin anksiyete ve depresyon benzeri
davranig ile hipokampiis ve PFC’de AGE ve S100 kalsiyum baglayici protein B
(S100B) diizeyleri tizerine etkisini incelemektir. Calismamizda 36 adet erkek Wistar-
Albino cinsi sigan kullanildi ve streptozotosin (STZ) (60 mg / kg) ile diyabet
olusturulduktan sonra 4 hafta siire ile melatonin (10mg/kg) uygulandi. Hayvanlar; 1)
diyabet+melatonin uygulanan grup (n:10), 2) diyabetik kontrol (n:10), 3)
normoglisemik kontrol (n:8), 4) normoglisemik+ melatonin uygulanan grup (n:8)
olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Tiim gruplara, elevated plus maze (EPM) testi ve
zorlu ylizme testi (FST) uygulanarak anksiyete ve depresyon benzeri davranislar test
edildi. AGE ve S100B diizeyleri alinan hipokampiis ve PFC 6rneklerinden ELISA ile
olgiildii. Gruplar arasindaki farklar Kruskal-Wallis ile, ardindan post-hoc Bonferroni
testi ile gruplar igindeki farklar degerlendirildi. Davranig testlerinin sonuglarina gore
diyabetik sicanlarda anksiyete ve depresyon benzeri davraniglarin arttign fakat
melatonin uygulanan diyabetik si¢anlarda her iki davranigin da azaldig1 goriilmiistiir.
Calismamizda diyabetle PFC’de ve hipokampiiste AGE diizeylerinin arttigi, S100B
igeriginin ise azaldigi goriilmiistiir. Diyabette melatonin uygulamasi ile bu
alanlardaki AGE diizeylerini azalttigi ve S100B seviyelerinin ise korundugu
saptanmigtir. Sonug olarak, diyabet ile ilgili davranis degisiklikleri melatonin ile
engellenebilmistir. Melatoninin antidepresan ve anksiyolitik etkilerini  beyin
dokularinda AGE diizeylerini disiirerek ve S100B diizeylerini koruyarak

olusturdugu ilk kez ¢alismamizda gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, AGE, S100B, Depresyon benzeri davranig, Anksiyete

benzeri davranig, Melatonin



ABSTRACT

Meryem Ergeng, The Effect Of Melatonin on Depresive Like Behaviour and
AGE Levels in Diabetic Rats, Biilent Ecevit University, Institute of Health
Sciences, Department of Physiology, Master of Science Thesis, Zonguldak, 2018.
Neuropsychiatric diseases such as depression and anxiety are frequently observed in
diabetes. Several studies have shown increased levels of AGE in hippocampus and
prefrontal cortex, which are brain areas and associated with depression and anxiety.
Our aim is to investigate the effects of melatonin, which is known with its
antioxidant and anti-inflammatory effects, on anxiety and depression-like behavior
and AGE and S100 calcium binding B protein (S100B) levels in hippocampus and
prefrontal cortex (PFC) in diabetic rats. In our study, 36 male Wistar-Albino rats
were used and after they were made diabetic by using streptozotocin (STZ) (60 mg /
kg), for a period of four weeks melatonin (10 mg / kg) was administered. Animals
are divided in four groups; 1) the group which are administered diabetes+ melatonin
(n:10), 2) diabetic control group (n:10), 3) normoglycemic control group (n:8), 4)
normoglycemic + melatonin treated group (n:8). By applying an elevated plus maze
(EPM) test and a forced swimming test (FST) anxiety and depression-like behaviors
were tested in all groups. AGE and S100B levels were measured from the samples
taken from the hippocampus and PFC. Differences between groups were evaluated
with Kruskal-Wallis followed by a post-hoc Bonferroni test to evaluate the
differences with in the groups. The results of the behavioral tests have shown that in
diabetic rats, anxiety and depression-like behaviors increased however in diabetic
rats which are administered melatonin both behaviors decreased. In our study,
prefrontal cortexes and hypocampal AGE levels increased, while S100B content
decreased with diabetes. It was determined that melatonin administration decreased
the levels of AGE in these areas and the S100B levels were kept protected. As a
result, behavioral changes associated with diabetes could be prevented by melatonin.
We have shown for the first time that antidepressive and anxiolytic effects of

melatonin occur by reducing brain tissue AGE levels and maintaining S100B levels.

Keywords: Diabetes, AGE, S100B, Depression-like behavior, Anxiety-like

behavior, Melatonin
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1.GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM) diinyadaki en yaygin endokrin metabolik hastalik
olup pankreas, retina, periferik ve santral sinir sisteminde fonksiyon bozukluklarina
neden olmaktadir. Insanlarda ve hayvan c¢alismalarinda diyabetin santral sinir
sisteminde yapisal degisikliklere neden olarak kognitif ve affektif hastaliklara neden
olabilecegi ve sonugta vaskiiler kokenli beyin komplikasyonlarini artirdigi
bildirilmektedir (1). Bu etkilenmenin sonucunda depresyon ve anksiyete diyabetik
kisilerde ve deney hayvanlarinda siklikla gézlenmektedir (2,3). Diyabet, depresyon
ve anksiyete arasindaki etkilesimi ortaya ¢ikarmak amaciyla bir¢ok fizyopatolojik
mekanizma ortaya konmustur. Bunlar arasinda ndrotansmitter saliimi ve
miktarindaki degisiklikler, hipotalamo-hipofizer aksin fonskiyon bozuklugu, sinaptik
plastisitede azalma, inflamatuar cevap, mikroglial ve astrositlerin aktivasyonu,
depresyon ve anskiyete ile iligkili beyin alanlari olan hipokampiis ve prefrontal
korteks (PFC)’te oksidatif stres artis1 yer almaktadir (1,3,4).

Glukozun da aralarinda bulundugu indirgenmis sekerler Maillard reaksiyonu
ile non-enzimatik olarak protein, yag ve niikleik asitlerin serbest amino gruplari ile
reaksiyona girer. Bu erken glikasyon iiriinleri daha ileri reaksiyona girerek aralarinda
geri doniistimsiiz ¢apraz kopriilerle heterojen makroprotein tiirevleri olan advanced
glycation end product (AGE)’leri olusturur. AGE’ler sadece glikoz ile degil aynm
zamanda dikarbonil ile (glioksal, metilglioksal gibi) veya hidroksialdehid
(gliselaldehid ve glikoaldehid) bilesikleri ile olusur. AGE’ler oldukga reaktiftirler ve
cevrelerindeki amino gruplart ile etkilesmeye ve capraz koprii kurmaya devam
ederler. Diyabetik hastalarda AGE’lerin birikimi ateroskleroz, miyokardiyal
hipertrofi, Alzheimer hastaligi (AD), nonalkolik yagh karaciger hastaligi ve kronik
inflamasyon gibi patolojilerle iliskili oldugu bilinmektedir (5,6). Damarlarda, néronal
ve renal dokularda AGE ve reseptorleri arasindaki etkilesim DM’nin ¢esitli
komplikasyonlarinin olusumunda &nemli rol oynamaktadir (7). AGE birikimi
yaslanma, norodejenerasyon ve DM ile iliskili AD patofizyolojisinde rol alir (8).
AGE ve serbest oksijen radikalleri (SOR) arasinda bir dongii bulunmaktadir: AGE
SOR yapimini uyarirken SOR da AGE yapimini uyarir (5,7). Oksidatif stres artiginin
yan1 sira AGE proapoptotik proteinlerin ve proinflamatuar genlerin yapimini artirict
etkiye sahiptir (9). Boylece uzun siireli oksidatif stres artis1 ndrodejeneratif apoptotik

stiregleri baglatmada rol alir (1).



Wang ve arkadaglar1 (2009) diyabet ile ortaya cikan depresyon benzeri
davranig ve demanstan AGE’nin sorumlu oldugunu bildirmektedir (10). AGE’ler
oksidatif stres artisina neden olmaktadir. Artan oksidatif stresin depresif durumlarda
rol oynadig1 klinik ¢alismalarla gosterilmistir. Depresif hastalarda plazma
antioksidan seviyesinde azalma tespit edilmistir ve bu nedenle antioksidan tedavinin
diyabetle ortaya ¢ikan depresyonu azaltabilecegi ileri siiriilmektedir (1). Bu bilgileri
destekler sekilde, Tang ve arkadaslar1 (2015) bir antioksidan olan HzS uygulamasinin
diyabetik sicanlarda depresyon benzeri davranisi oksidatif stresi azaltarak etkili
oldugunu gostermislerdir (11).

Astrositler glikojen icermektedirler ve glikojeni laktata doniistiirerek ndérona
verirler. Astrositlerin bu fonksiyonu diyabetin ileri agsamalarinda degisebilmektedir.
Astrositler hipergliseminin erken donemlerinde aktive olarak S100 kalsiyum
baglayici protein B (S100B)’nin yapimini arttirdigir gosterilmistir (12). S100B
kalsiyum baglayict bir proteindir ve beyinde glial hiicreler tarafindan yapilir. S100B
salindiktan sonra AGE reseptorlerine baglanabilir ve ¢esitli hiicrei¢i sinyal
yolaklarin1 aktive edebilir (13,14). S100B ozellikle astrositler ve oligodendrositler
tarafindan yapilir ve salgilanir. Bu nedenle glial hiicre aktivasyonunda bir belirteg
olarak kabul edilmektedir. Kandaki S100B seviyesinin degisimi c¢esitli
norodejeneratif hastaliklarda bir belirteg olabilecegi bildirilmektedir (15). Major
depresif ve bipolar hasta plazmalarinda S100B miktarmin arttigi gosterilmistir (14).
Ayni zamanda sican depresyon modelinde ve major depresif insan astrositlerinde
S100B immunoreaktivitesinin salgilanmanin artmasi nedeniyle azaldigi saptanmistir
(15). Diyabetik hayvanlarda astrositlerin reaktivitesini gosteren Glial Fibriller Asidik
Protein (GFAP) ve S100B’nin arttigi gosterilmistir. Bu reaktif proteinlerin
yapiminda diyabetle artan SOR’un etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (16).

Melatonin hormonu (N-acetyl-5-methoxytryptamine) pineal bezden sirkadyen
ritme bagli olarak salgilanmaktadir. Melatonin pek ¢ok fizyolojik fonksiyonu 1s1k-
karanlik siklusuna gore kontrol etmektedir. Melatoninin bu siklik saliniminin ayni
zamanda antioksidan enzimlerin aktivite ve gen yapimlarim1 kontrol ettigi
bildirilmektedir. ~ Melatoninin ~ metabolitleri ~ olan ~ N1-acetyl-N2-formyl-5
methoxykynuramine (AMFK) ve N1-acetyl-5-methoxykynuramine (AMK)’nin
peroksinitrit (ONOQO"), nitrik oksit (NO) ve hidroksil (OH") radikallerini ortadan
kaldirarak SOR temizleyicileri oldugu bildirilmektedir (9). Melatoninin siganlarda

pankreas, noral, renal ve retina gibi dokularda diyabetle ortaya c¢ikan



komplikasyonlar1 azaltmada etkili oldugu gosterilmistir. Melatoninin ¢esitli deneysel
calismalarda antioksidan (17-20) ve antiinflamatuar (21) ozellikler gosterdigi
saptanmistir. Melatoninin aym1 zamanda mitokondrial elektron sizintisinm
engelleyerek mitokondri seviyesinde SOR’un olusumunu engelleyebilmektedir.
Diyabetik hayvanlarda melatonin uygulamasimin plazma ve dokularda lipid
peroksidasyon diizeylerini azalttig bildirilmektedir (22,23,24).

DM’de oksidatif stres artis1 ve antioksidan defans mekanizmalarinin azalmasi
gozlenmektedir. Ayrica hipergliseminin SOR’u artirarak lipid peroksidasyonuna
neden oldugu da bildirilmektedir. Artmis lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim
aktivitesi depresyonda gozlenen bir durumdur (11,25). Melatoninin bu etkilerinin
yani sira stres modellerinde antidepresan etkili oldugu da gosterilmistir (26,27). Bu
bulgular1 destekleyecek sekilde depresyon hastalarinin gece melatonin salinimlarinin
azaldig1 da gosterilmistir (28). Bu ¢alismanin amaci diyabetik siganlarda antioksidan
ve antiinflamatuar etkileri bilinen melatonin uygulamasinin depresyon ve anksiyete
benzeri davranis ile hipokampiis ve PFC’de AGE ve S100B protein diizeyleri lizerine

etkisini incelemektir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1.Diyabetin Tanim ve Tarihcesi

DM, insiilin salgisi yokluguna ve/veya hedef dokularda insiiline olan
duyarliligin azalmasina bagli olarak ortaya ¢ikan karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasi bozukluklariyla karakterize bir sendromdur (29).

Diyabet M.0O.1500’lii yillarda eski Misirlilar tarafindan fazla idrar yapmakla
karakterize bir hastalik olarak tarif edilmistir (30). Kapadokyali hekim Aretacus
(M.S. 81-133) hastaligin baz1 belirtilerini tanimig ve hastalarin kilo kaybetmesini de
dikkate alarak ‘diabetes’ adin1 kullanmustir (31). Yine antik ¢ag hekimlerinden olan
Ibn-i Sina (M.S. 980-1037) damar komplikasyonlarindan bahsetmis ve ayaklarda
olusan diyabetik gangreni tammlamstir (32). 17.yy’da Ingiliz Doktor Thomas Willis
hastalarin idrarinin tadina bakarak tathi oldugunu tespit etmis ve idrardaki tatlilig
anlatmak i¢in de ‘mellitus’ kelimesini eklemistir (33). 19.yy’da Fransiz fizyolog
Claude-Bernard glikozun karacigerde glikojen olarak depolandigini bulmustur (34).
1869°da Paul Langerhans, langerhans adaciklarini tanimlamig ve 1889°da Mering ve
Minkowski yaptiklar1 kopek deneyiyle hastaligin pankreasla ilgili oldugunu
kanitlamislardir (35,36).

Yapilan ¢aligmalarin hepsi hastaligin patogenezinin aydinlatilmasinda 6nemli
rol oynamustir. Fakat etkili bir tedavi yonteminin gelistirilebilmesi 1921 yilinda Dr.
Frederick Banting ve asistan1 Charles Best’in insiilini kesfetmesiyle gergeklesmistir
(31). Yine o yillarda sigir ve domuz pankreaslarindan elde edilen izole insiilin ticari
olarak satilmaya baglanmistir. Insiilinin etkinliginin artirilabilmesi ve toksik
etkilerinin azaltilabilmesi i¢in farmakokinetigi degistirilmis ve farkli katki maddeler
eklenerek modifiye edilmistir. 1978 yilinda domuz insiilinin insan insiilinine
benzerligi ortaya konulduktan sonra 1982 yilinda rekombinant DNA teknolojisi ile

tiretilen insan insiilini kullanilmaya baglanmustir (35,37).
2.2.Epidemiyoloji
DM diinyadaki en yaygin endokrin metabolik hastalikdir (1) ve siklig1 tiim

tilkelerde artarak devam etmektedir (38). Uluslararasi Diyabet Federasyonu (IDF)
Diyabet Atlasi'nin 7. baskisinda diyabet prevalansinin 2015'ten bu yana diinya



niifusunun %7.6'sina ulastigmi ve bu degerin ozellikle Asya popiilasyonlarinda
yiikselmekte oldugu bildirildi (39). IDF tahminlerine dayanarak, diyabet vakalarinin
%70'inden fazlas1 gelismekte olan iilkelerde yasamaktadir (40). Ozellikle son yillarda
hizla gelismekte olan Cin’in Hindistan’1 da geride birakarak en ¢ok diyabet hastasi
olan tilke haline geldigi bildirilmektedir (41).

Ayrica diyabet prevalansi yasla birlikte artmaktadir. Diyabet en yogun 40-59
yaslar1 arasinda goriiliirken, en yiliksek yasa 6zgii prevalansin 60-79 yas arasindaki
kisilerde oldugu bildirilmektedir (42). 65 yas ve iistii bireylerde 2005 ve 2050 yillari
arasinda diyabet vakalarimin 4.5 kat artmasit Ongoriilmektedir (43). Gelismis
ilkelerde diyabet en sik 65 yas lizeri bireylerde goriiliirken, gelismekte olan
tilkelerde 45-65 yas arasinda goriilmektedir (44).

Diyabet ve komplikasyonlari birgok iilkede baslica mortalite nedenleridir
(39). Diinya Saglik Orgiitii’niin 2015 verilerine gore diinyadaki 6liim nedenleri
arasinda diyabet 6. sirada yer almaktadir (45). IDF’nin 7. Diyabet atlasina gore her 6
saniye de bir kisi diyabete baglh hayatim1 kaybetmektedir ve bu rakam 2015 yilinda
yaklagik 5 milyon insan olarak tahmin edilmistir (39). Diyabete atfedilebilecek
mortalitenin en yiiksek oran1i  %25.7 ile 50-59 yas arasindaki Giineydogu Asya
kadinlarinda oldugu bildirilmistir (46). Ayrica diyabet 20-79 yas araliginda
yetiskinlerde kiiresel nedenli tim mortalitenin %12.8'ini olusturdugu ve bu 6liimlerin
4 milyondan fazlas1 diisiik ve orta gelirli tilkelerde gergeklestigi bildirilmistir (47).

IDF’nin verilerine goére Avrupa’da Almanya ve Rusya’dan sonra diyabet
prevelanst acisindan %12.5 ile 3.sirada Tirkiye yer almaktadir ve 6,5 milyon kadar

diyabet hastasi oldugu bildirilmektedir (39).

2.3.Diyabetin Simiflandirilmasi

Hastalikta izlenecek tedavi yontemi agisindan hipergliseminin patogenezini
anlamak oldukc¢a 6nemlidir. Diyabet vakalarinin biiyiik ¢ogunlugu tip 1 diyabet ve tip 2
diyabet olarak adlandirilan iki etyopatogenetik kategoriye girmektedir (48). Bu iki tip
seker hastaliginin yani sira gebe kadinlarda ortaya ¢ikan ve gestasyonel diyabet olarak
adlandirilan diyabet tiirii de vardir. Gestasyonel diyabet siklikla tip 2 diyabet
gelisiminden Once gelismesi nedeniyle Onemli olarak goriilmektedir (49). Ayrica
genellikle 25 yasindan 6nce gelisen hiperglisemi ile karakterize, B hiicresi islevinde

monogenetik bozukluklarla iligkili diyabetin diger spesifik tipleri de tanimlanmustir (48).



2.3.1.Tip 1 diyabet

Tip 1 Diyabetes Mellitus (Tip 1 DM) pankreasin B hiicrelerinin yikimina
bagl insiilin yetersizligi sonucu ortaya c¢ikan hiperglisemi ve insiilinopeni ile
karakterize kronik metabolik bir hastaliktir ve tiim diyabetli olgularin yaklasik
%10’unu olusturmaktadir (48). Tip 1 diyabet genellikle 30 yasin altinda ortaya
¢ikmasindan dolayr geng tipi (jiivenile onset) diyabet seklinde tanimlanir (29).
IDF’nin 7. Diyabet Atlasi’nda diinya ¢apinda 542 bin ¢ocugun tip 1 diyabetli oldugu
ve her yil 86 bin yeni vakanin teshis edildigi tahmin edilmistir (39). Tip 1 diyabette
pankreas insiilin iiretmede basarisiz olur, kandaki insiilin diizeyi diiser ve sonugta
hiperglisemi olusur. Bu tip diyabetli kisilerin diizenli insiilin enjeksiyonu yapmasi
gerekir, bu nedenle insiiline bagimli DM olarak da adlandirilmaktadir (49). Tip 1
DM’nin kesin nedeni bilinmemekle birlikte, baslica semptomlar1 sik idrara ¢ikma,
susama, kilo kaybi, ekstremitelerde yorgunluk ve zamanla gérme, bobrek fonksiyonu
ve duyu/motor sinir fonksiyonlarindaki degisikliklerdir (50).

ADA tarafindan yapilan etiyolojik siniflamada tip 1 diyabetli olgularin
cogunlugunu (%90) olusturan Tipl A formu otoimmun bozukluklarla iligkilidir (48).
TiplA diyabete sahip hastalarin plazmalarinda, ¢ogu P hiicreleri tarafindan iretilen,
Glutamik Asit Dekarboksilaz (GAD), protein tirozin fosfataz benzeri molekiil 1A-2,
insiilin, karboksipeptidaz-H, osteopontin, glima 38, Cinko transporter (ZnT8) gibi
otoantijenleri yabanci olarak algilayan ve immun yanit olusturan otoantikorlar
mevcuttur (51). Yaygin olarak kabul edilen goriise gore bu otoantikorlar T hiicreleri
(CD4 + ve CD8+) makrofajlar araciligiyla hiicresel bagisiklik anormalliklerini
olusturmaktadir (52). Ayrica otoimmiin prosesin potansiyel tetikleyicileri genetik ve
cevresel faktorleri igerebilmektedir (53).

Tip 1 diyabette genetik yatkinlik gézlenmektedir (29). Genetik anormallikte
farkl farkli genlerin rol oynadig1 bilinmesine ragmen esas olarak 6.kromozomun kisa
kolunda yer alan MHC (Major Histocompatibility Complex)’deki insan l6kosit
antijeni (HLA) onemlidir (54). Otoimmunite ve genetik faktorlerin disinda tizerinde
durulan bir diger 6nemli konu ise gevresel faktorlerdir (53,55). Cevresel faktorlerin
genetik yatkinligi bulunan bireylerde anormal otoimmun yanitin baslamasinda
tetikleyici, bazense baskilayici rol oynadigi diisiiniilmektedir (56). Tip 1 DM ile
iligkisi oldugu bilinen cevresel faktorlerin basinda viral enfeksiyonlar, toksinler,

diyet ve stres gelmektedir (57). Ayrica bazi kimyasal ajanlarin ve ilaglarin da



pankreasin B hiicrelerinde haraplanma yaparak Tip 1 DM gelisimini kolaylastirdigi
saptanmustir  (48,58). Ozellikle kemirgenlerde tek doz streptozotosin (STZ)
enjeksiyonu ile tip 1 diyabet olusturulabilmektedir (58).

2.3.2.Tip 2 diyabet

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip 2 DM), insiilin sekresyonu, insiilin etkisi veya
her ikisindeki kusurlardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik
bir hastaliktir (53). Tiim diyabetli olgularin yaklasik %90°1n1 olusturan tip 2 diyabet
(48), siklikla 40 yasindan sonra gelisir ve bu nedenle yetiskin basglangigli diyabet
olarak da adlandirilmaktadir (29,48). Sik idrara ¢ikma, susuzluk hissi ve kilo kayb1
gibi semptomlar1 olmakla birlikte bu semptomlar ¢ok siddetli degildir. Bu yiizden
hastaligin teshisi zaman alabilir (50). Tip 2 diyabetli bireyler genellikle yasamlarini
devam ettirebilmek icin insiilin tedavisine ihtiya¢ duymazlar ve ¢ogunlukla oral
alinan antidiyabetik ilaglar kan sekeri seviyesini kontrol etmeye yardime1 olur (48).

IDF’nin 7. Diyabet Atlasi’nda diinya ¢apinda 20-79 yas araligindaki yaklasik
415 milyon yetigkinin diyabetli oldugu ve artan sehirlesme, niifusun yaslanmasi,
ekonomik kalkinma, sagliksiz beslenme aligkanliklari, yetersiz fiziksel aktivite gibi
faktorler gbz oniinde bulundurularak bu rakamlarin daha da yiikselebilecegi tahmin
edilmektedir (39).

Insiilin direnci ve pankreatik B hiicrelerinden yetersiz insiilin sekresyonu gibi
altta yatan mekanizmalar hastaligin seyrini belirler (53). Baslangicta, pankreatik [
hiicreleri instilin direncine cevap olarak insiilin sekresyonunu arttirarak hiperinsiilinemi
ortaya ¢ikar. Ilerleyen zamanlarda B hiicre morfolojisi bozulmaya baslarsa insiilin
tiretimi insiilin direncinin {istesinden gelmek igin yetersiz kalir ve kan sekeri seviyeleri
yiikselebilir (59). Hiperglisemiye uzun siire maruziyet ise mikro ve makrovaskiiler
kokenli diyabetik komplikasyonlarin olugsmasinda 6nemli rol oynar (50).

Obez ya da asir1 kilolu olmak bir miktar insiilin direncinin olusmasina neden
oldugundan obezite tip 2 diyabet i¢cin dnemli bir risk faktoriidiir. Bu tip diyabette tip
1 diyabette oldugu gibi otoimmunite bulgular1 yoktur (48). Fakat genetigin 6nemli
rol oynadig1 diistiniilmektedir (29). Obezite ve genetigin yan1 sira artan yas, sedanter
yasam, polikistik over sendromu, gebelik sirasinda diyabet Oykiisii, hipertansiyon,
dislipidemi, mevcut veya gegmiste kardiyo-vaskiiler hastalik (KVH)’lar tip 2 diyabet

i¢in tanimlanmis diger risk faktorleridir (50).



2.4.Deneysel Diyabet Olusturulmasi ve STZ

Diyabet  arastirmalarinda, deneysel diyabet hayvan  modellerinin
olusturulabilmesi, insan deneklerinde gereksiz ve etik acidan zorlayici
arastirmalardan kaginmaya ve bu hastaligin kapsamli bir bilimsel goriisiini elde
etmeye yardimci olan 6nemli bir aragtir (49). Fare, sican, maymun ve tavsan gibi
bir¢cok hayvan tiirii ile deneysel diyabet modelleri olusturulabilmektedir (60). Ayrica
kimyasal ya da cerrahi olarak indiiklenen, diyetle indiiklenen ve simdi transjenik
veya knock-out tiirevli DM modelleri gibi ¢esitli yontemler olmasina ragmen, bu
teknikler i¢in gereken siire ve 6nemli kaynaklardan dolayi, kimyasal olarak iiretilen
DM, en hizli ve en uygun maliyetli segenektir (61,62). Bu patolojik durum ig¢in
siklikla tercih edilen diyabetojenikler ise; alloxan ve STZ’dir (49). 1963’te ilk defa
diyabet olusturdugu tespit edildikten sonra STZ, deneysel diyabet olusturmasinin
yanisira hastalik patolojisini ve hastaliga bagli komplikasyonlar1 anlamada ayrica
yeni antidiyabetik ilaglar1 gelistirebilmek i¢in planlanan arastirmalarda siklikla
kullanmaktadir (63).

Temelde antimikrobiyal bir ajan olan STZ hala klinik olarak pankreastaki
metastatik adacik hiicreli karsinomanin tedavisi igin kullanilmaktadir (63) ve
kimyasal formiilii 2-deoksi-2-[3-metil-3-nitrozoure] 1-D-glukopiranoz olarak bilinir
(58) (Sekil 1). Kimyasal yapisinda glukoz ihtiva eden STZ pankreasin B hiicreleri
icerisine GLUT-2 glukoz tastyicilart tarafindan alinmaktadir ve burada spesifik
kimyasal Ozellikleri, yani alkillendirme potansiyeline bagli olarak sitotoksisiteye
neden olmaktadir (61). Fakat bu sitotoksisite sadece B hiicreleriyle sinirli degildir.
GLUT-2 tastyicilart pankreas disinda bobrek ve karacigerde de bulunmaktadir ve bu
nedenle yiiksek doz STZ bu organlarda da haraplanmaya neden olabilmektedir (63).
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Sekil 1: STZ nin kimyasal yapis1 (61).



2.4.1.STZ’nin etki mekanizmasi

STZ uygulamasindan sonra insiiline bagimli diyabet, en az {ic mekanizma
araciligiyla olustugu varsayilmaktadir. Bu mekanizmalardan birincisi ve en
muhtemel mekanizmasi olarak kabul edileni STZ, GLUT-2 tasiyicilari ile B hiicreleri
icine alindiktan sonra kimyasal yapisindaki nitroziire gruplarinin dekompozisyonu ile
DNA bazlarinda alkilasyona neden olur (49). DNA'nin tahrip edilmesi, asiri
uyarilmis olan poli (ADP-riboz) polimeraz-1'i (PARP-1) aktive eder ve hiicresel
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+) ve adenozin trifosfat (ATP) depolarini
azaltir. B hiicrelerinin ATP'sinin azaltilmasi ise B hiicresi nekrozuyla sonuglanir (58).
STZ’ye bagli olusan DNA hasarinda rol oynadig: diisiiniilen bir diger mekanizma ise
hiicre icine alinan STZ’nin NO yapimini artirmasi sonrasinda NO’nun siiperoksit
anyonu (O2") ile etkilesime girerek peroksinitrit olusturmasiyla gergeklesir (64).
NO'nun toksik miktarlarda agiga ¢ikmasi, mitokondriyal DNA’y1 koruyucu enzim
olan akonitazi inhibe eder. (61). Son olarak da, STZ, DNA fragmantasyonuna
katkida bulunan reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ni de olusturmaktadir (65). NO ve ROS
ayr1 ayr1 hareket ederek ya da oldukca toksik peroksinitrit olusturarak DNA
parcalanmasina ve STZ'nin neden oldugu diger zararhi degisikliklere katkida
bulunabilir. Akonitaz, peroksinitrit igeren reaktif azot tiirleri ile birlikte siiperoksit ve
hidrojen peroksit (H202) gibi ROS tarafindan engellenmektedir (64). Siiperoksit
olusumu, STZ'nin mitokondri iizerindeki etkisinden ve artmis ksantin oksidaz
aktivitesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (62). Tiim bu {i¢ patolojik mekanizma
da esas hedef B hiicrelerindeki DNA alkilasyonudur (60) (Sekil 2).
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Sekil 2: Streptozotosinin etki mekanizmasi. (MIT: mitokondri, XOD: ksantin oksidaz)
(62).

STZ ilk olarak B hiicrelerinin glukoza yanitin1 ortadan kaldirarak devaminda
kalic1 B hiicre hasar1 ve kaybina yol agtigi diisiiniilmektedir (61). B hiicrelerindeki
STZ etkisine, kandaki insiilin ve glukoz diizeylerindeki degisiklikler eslik eder (62).
Ag birakilan sicanlara STZ uygulamasindan 2 saat sonra kandaki insiilin diizeyinde
diisiise bagl hiperglisemi, yaklasik 6 saat sonrasinda ise kandaki insiilin diizeyindeki
yiikselmeye bagli hipoglisemi gozlenir (62,65) (Sekil 3). Sonugta STZ ile indiiklenen
hayvanlarda insan Tip 1 DM’nin karakteristik Ozellikleri olan insiilin eksikligi,

hiperglisemi, polidipsi ve poliiiri gdzlenir (60).
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Sekil 3: STZ enjeksiyonundan sonra trifazik kan sekeri ve insiilin seviyeleri (64).

2.4.2.STZ ile indiiklenen diyabet hayvan modelleri

STZ ile hem deneysel tip 1 diyabet hem de tip 2 diyabet modelleri
olusturulabilmektedir (60). Tip 1 diyabet, kemirgenlerde tek bir STZ enjeksiyonu ile
indiiklenebilirken, tip 2 diyabet icin kemirgen diyetinde degisiklik ya da farkli bir
ilagla kombinasyon yapilmasi gerekmektedir (49,58). Bununla ilgili literatiirde
tanimlanmis 3 farkli yaklasim vardir ve bunlar; ‘yagli beslenme ve STZ’,
‘nicotinamide-STZ” ve ‘fruktozdan zengin beslenme ve STZ’ modelleridir (63). STZ
diger bir diyabetojenik ajan olan alloksana kiyasla daha genis doz araligina sahiptir
ve hem sicanlarda hem de farelerde tercih edilebilmektedir (62). Genel olarak
siganlarda Tip I diyabet olusturmak icin 40-60 mg/kg doz aralig1 intravendz veya
intraperitoneal (i.p) olarak tek bir doz uygulanmasi yeterli olmaktayken 40 mg/kg’in
altindaki dozlarda etkinlik gostermeyebilmektedir (61). Fakat B hiicrelerine dogrudan
toksik etki ile siddetli tip 1 DM olusturulmak istenen deneylerde yiiksek tek doz STZ
dozu tercih edilmektedir (63).
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2.5.Diyabetin Komplikasyonlari

DM akut ve kronik komplikasyonlara neden olabilen morbidite ve mortalitesi
yiiksek bir hastaliktir (66). Bu komplikasyonlarin gelisimi kronik hiperglisemi,
dislipidemi ve oksidatif stresin neden oldugu bir dizi pro-inflamatuar ve pro-fibrotik
yolagin aktivasyonu ile iliskilidir (67).

Diyabetik ketoasidoz (DKA), hiperglisemik hiperosmolar sendrom (HHS),
hipoglisemik koma baslica akut komplikasyonlaridir. DKA, diyabetin en sik goriilen
akut hiperglisemik komplikasyonudur ve hiperglisemi, asidoz ve ketoniiri triadindan
olusur (68). HHS ise DKA’ya kiyasla daha nadir gelisen ve daha yiiksek
hiperglisemi, ozmotik diiirez, diisiik ketoasidoz ve daha agir dehidratasyona neden
olan fatal bir akut komplikasyonudur (69).

Kronik komplikasyonlar1 mikrovaskiiler ve makrovaskiiler patolojiler olmak
tizere iki grupta incelenmektedir (70). Kronik komplikasyonlarin gelismesi
hiperglisemiye maruziyet siiresiyle dogrudan iligkilidir. Diyabete 6zgiin
mikrovaskiiler patolojiler siklikla retina, renal glomeriil ve periferik sinirlerde
gelismektedir. Hiperglisemi kontrol altina alinamadiginda korliige, son donem
bobrek yetmezligine ve ndropatiye yol agmaktadir. Makrovaskiiler komplikasyonlar
ise; KVH, serebrovaskiiler hastaliklar, periferik damar hastaligi ve diyabetik ayak
olarak gruplandirilmaktadir ayrica miyokard infarktiisii, inme ve ekstremite
amputasyonlar1 gozlenen bu komplikasyonlar arasindadir (71).

Diyabette makrovaskiiler kaynakli hastaliklar daha erken gelisir. Bunun en
onemli nedeni ve ilk adimi olarak ateroskleroz gosterilmektedir. Yapilan
aragtirmalar, diyabetin hem insanlarda hem de hayvan modellerinde aterosklerozu
hizlandirdig1 goriigiindedir (72). Ateroskleroz diinyadaki yetiskinlerde goriilen en
yaygin morbitide ve mortalite nedenidir. Diyabette ateroskleroza bagli olarak %55
Oliimlerden koroner arter hastaligi sorumludur. Son yillarda yapilan g¢alismalar,
aterosklerozun inflamatuar bir hastalik oldugunu ve yiiksek duyarli C-reaktif protein
(hsCRP)’in serumdaki yiikselmesini bu inflamasyonun bir gostergesi olarak kabul
etmektedir (73). Shin ve arkadaslarinin (2013) yaptigi ¢alismada vaskiiler kokenli
komplikasyonlarla iligkili olarak 6zellikle diyabetli hastalarda hsCRP diizeyleri
hipertansif gruba gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bunun sonucunda ise
diyabetik grupta, hipertansif gruba kiyasla endotel disfonksiyonunun daha hizli
ilerledigi bildirilmistir (74). Aterosklerozun patogenezinde AGE'lerin, endotel ve
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endotel oncii hiicreler tizerinde pro-apoptotik etki ile endotel disfonksiyonunda rol
oynadig1 bildirilmektedir. Ayrica endotel yenilenmesi, vazodilatasyon, trombosit
agregasyonu ve lokosit kemotaksisinin inhibisyonunda rol oynayan NO’nun iiretimi

ve aktivasyonu yine AGE’ler tarafindan bozulabilmektedir (75).

2.6.Diyabetin Noropsikiyatrik Komplikasyonlar:

Diyabet birgok sistem ve organi etkileyen kronik bir hastalik olmasina
ragmen genellikle gozler, bobrekler ve periferik sinir sisteminde olusturdugu
bozukluklar {izerinde durulmaktadir. Aslinda diyabet serebral metabolizma igin
stirekli glikoza ihtiya¢ duyan beyni de 6nemli dlgiide etkileyebilir, gecici veya kalici
biligsel anormallikleri indiikleyebilir (76). Insanlarda ve hayvan c¢alismalarinda
diyabetin santral sinir sisteminde yapisal degisikliklere yol agarak kognitif ve affektif
hastaliklara neden olabilecegi ve sonucta vaskiiler kokenli beyin komplikasyonlarini
artirdig1 bildirilmektedir (1,19,25).

Diyabette depresyon ve anksiyete gibi ndropsikiyatrik hastaliklar siklikla
gozlenmektedir. Diyabet ile karakterize edilen vaskiiler endotel disfonksiyonu
ozellikle de major depresyon gibi norolojik bozukluklarda 6nemli rol oynamaktadir.
Beyinde olusacak noroinflamasyon ve oksidatif stres, kan beyin bariyerinin yiiksek
gecirgenligi ile norovaskiiler disfonksiyona mekaniksel olarak baglidir (77). Ayrica
uzun siireli yapilan epidemiyolojik arastirmalara gore diyabetli bireylerde AD ve
vaskiiler demansin goriilme siklig1 diyabetli olmayan bireylere gore daha yiiksektir
(78). Diyabet, AD’nin gelismesini, kronik hiperglisemiye bagli AGE’lerin artmasi,
beyindeki anormal insiilin sinyali, tekrarlayan hipoglisemi, oksidatif stres,

ateroskleroz ve vaskiiler lezyonlar yoluyla kolaylastirabilmektedir (79).

2.7.Diyabet Komplikasyonlarimin Patofizyolojisi

Diyabetin  kronik  komplikasyonlarinin  gelisiminde  hipergliseminin
indiikledigi hemodinamik ve metabolik yolaklarin aktivasyonu oOnemli rol
oynamaktadir. En 1yl tanimlanmis hipergliseminin neden oldugu hasar
mekanizmalari; polyol yolagmin aktivitesinin artmasi, heksozamin yolaginin
aktivitesinin artmasi, diagilgliserol-protein kinaz C (PKC) aktivasyonunun artmasi,

AGE yapimimin artmasidir (80). Fakat bu yolaklarin aktivasyonu igin sadece
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hipergliseminin etkisi yeterli olmayabilir (81). Yine diyabette gelisen
dislipidemi, artmig oksidatif stres ve antioksidan kapasitesindeki diisiisler,
inflamatuar hadiseler ve diyabette vaskiiler komplikasyonlar ile iligkili sinyal
yollarim1  etkileyen ekstraselliiler degisiklikler fizyopatolojik siirecin temel
mekanizmalarindan oldugu kabul edilmektedir (66). Ayrica ROS bu yolaklarda ortak
bir alt akig aract oldugu da bilinmektedir (67).

2.7.1.Polyol yolaginin aktivitesinin artmasi

Aldoz Rediiktaz (AR); polyol yolagin birinci ve hiz sinirlayici asamasini
olusturur. AR nikotinamid adenin diniikleotide fosfat (NADPH) bagimli, monomerik
bir enzimdir. Hiperglisemik ortamda, yliksek glukoz seviyesi polyol yolag: aktive eder
ve NADPH’ nin kofaktorliigii sayesinde glukoz enzimatik konversiyon ile sorbitole
dontigiir. Daha sonra NAD+’ nin NADH’e indirgenmesi ve sorbitol dehidrogenaz
enzimi (SDH) araciligiyla fruktoz olusur (82) (Sekil 4). Kronik hiperglisemiye bagl
polyol yolagin aktivitesinin artmasi, NADPH / NADP oranimi degistirir; glutatyon
rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GPx) sistemini zayiflatir; indirgenmis
glutatyon / oksitlenmis glutatyon (GSH / GSSG) oranim diisiiriir (83). GSH diizeyi
diistince hiicresel antioksidan seviyesi diiser, ROS iiretimi artar ve oksidatif stres
olusur. Bu nedenle, polyol yolu aymi zamanda bir oksidatif stres kaynagidir (84).
Ayrica glukozun sorbitole doniismesinde bir AGE 6nciilii olan 3-deoksiglukozon (3-
DG) olusur. Bu reaktif dikarbonil bilesigi daha sonra non-enzimatik reaksiyonlara
girerek AGE’leri olusturur. Dolayisiyla polyol yolagi AGE’lerin olusumunu
kolaylagtirarak da diyabetik komplikasyonlarin patofizyolojisinde énemli rol oynar
(85).

NMDPH  xoops NAD¢ NADK

Glucose Lﬁ Soritol Lﬁ Fructose

. k
Sekil 4: Aldoz Rediiktaz ve Polyol Yolu (82).
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2.7.2.Heksozamin yolaginin aktivitesinin artmasi

Hiperglisemi ve/veya insiilin direnci bu yolagin aktivasyonunu tetikler ve
burada hiz sinirlayict enzim glukozamin-6-fosfat amidotransferaz (GFAT) tir. GFAT
glikoliz yolagindaki asir1 birikmis fruktoz-6- fosfati glukozamin-6-fosfata yonlendirir
(80). Yolun ana iiriinii uridin difosfo-N-asetil glukozamin (UDP-GIcNACc) 'dir. O-
GIcNAc artis1, siklikla serin fosforilasyonuna ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
transkripsiyon faktorii Spl etkisiyle plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1),
transforming growth factor-p (TGF-p1) gibi faktorlerinde artigina yol agar. Bu yolun
da ROS iiretimi ve oksidatif stres ile ilgili oldugu ve diyabetik komplikasyonlarda rol

oynadig@1 bilinmektedir (84).

2.7.3.PKC aktivasyonunun artmasi

Memeli dokularinda yaygin olarak bulunan PKC en az 12 izoformlu serin /
treonin kinaz ailesinden olusur. Hipergliseminin yol actig1 diagilgliserol (DAG) artis1
bu izoformlarin ¢ogunu aktive eder. Ayrica bu izoformlarin aktivitesi Ca*? iyonuna
ve fosfotidilserine bagimlidir. PKC, vaskiiler hiicrelerin  gegirgenliginin
diizenlenmesi, hiicre dis1 matris sentezi, hiicre biiylimesi, anjiyogenez ve vaskiiler
diiz kas kontraktilitesinin regiilasyonu gibi ¢esitli vaskiiler fonksiyonlarin sinyal
iletiminde rol oynayan diizenleyici bir enzimdir (81). Ayrica PKC hedef proteinleri
fosforile eder, cesitli sitokinlerin yapiminda da artisa neden olur. Ornegin, PKC
aktivasyonu ile endotelin 1, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), vaskiiler
endotelyal growth faktér (VEGF), transforming growth factor-p (TGF-B), PAI-1 gibi
mediatorlerin sentezi artar. Bunlar vaskiiler gecirgenlikte artis, kollagen ve
fibronektin birikimine bagli damar yapisinda ve kan akiminda bozulmalara neden
olur. Ayrica PKC, mitokondriyal NADPH oksidazi aktive ederek oksidatif stres
olusturur. Baz1 PKC izoformlarinin hiperglisemi sonucu gelisen SOR ile indiiklenen
doku hasarina neden oldugu bilinmektedir (80). Yapilan ¢alismalarda AGE’lerin ve
oksidanlarin DAG diizeylerini artirarak PKC’yi aktive edebilecegi yoOniinde

sonuglara ulagilmistir (86).
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2.7.4.AGE yapimimin artmasi

AGE'ler sari-kahverengi renge sahip bir otofloresanstir ve intra-
intermolekiiler ¢apraz baglar ile karakterize heterojen bilesiklerdir (87). AGE
olusumu esnasinda glukozunda aralarinda bulundugu indirgen sekerler protein, yag
ve niikleik asitlerin serbest amino gruplari ile reaksiyona girer. Bu bilesikler arasinda
spontan ve non-enzimatik olarak gergeklesen biyokimyasal tepkime glikasyon ya da
Maillard reaksiyonu olarak adlandirilir (88). Bu reaksiyonda saatler igerisinde
indirgen sekerlerin karbonil grubu ile proteinlerin serbest amino grubu arasinda geri
dontigimlii Schiff bazi olusur ve daha sonra giinler icerisinde HgAlc gibi erken
glikasyon {irlinleri yani amadori {rlinleri olusur. Schiff bazinin yeniden
diizenlenmesi, proteinlerin serbest amino gruplarina, glikoz miktarina ve bir alkalin
pH degerine baglidir (85). Bu erken glikasyon iiriinleri daha ileri reaksiyona girerek
aralarinda geri dontisiimsiiz ¢apraz kopriilerle heterojen makroprotein tiirevleri olan
AGE’leri olusturur. AGE’ler oldukga reaktiftirler ve ¢evrelerindeki amino gruplari
ile etkilesmeye ve ¢apraz koprii kurmaya devam ederler (5,6). Normalde AGE’lerin
olusum siireci yavag ilerlerken diyabette kronik hiperglisemiye bagli olarak
olusumlar1 daha hizlidir ve hiicre dis1 matrikste artig gosterir (80). AGE’ler sadece
glukoz ile degil ayni zamanda dikarbonil (glioksal, metilglioksal gibi) veya
hidroksialdehid (gliselaldehid ve glikoaldehid) bilesikleri ile lipid peroksidasyonu ve
inflamatuar cevap yoluyla da iiretilebilir (5,6) (Sekil 5).

Hiperglisemide artmis ROS lipid peroksidasyonuna neden oldugu
bildirilmektedir. Biyolojik zarlarin ana bilesenleri olan ¢oklu doymamis yag asitleri
ROS tarafindan saldirtya ugradiginda gelisen bir dizi reaksiyon zinciri sonrasinda
lipid peroksidasyonu meydana gelir. Lipid peroksidasyonuyla olusan glioksal,
metilglikoksal ve 3-deoksiglukoson gibi reaktif dikarbonil bilesikleri AGE o6nciilleri
olarak kabul edilir. Dikarbonil bilesiklerin reaktivite derecesi olduk¢a yiiksektir ve
proteinlerin terminal aminoasit rezidiisiiyle non-enzimatik reaksiyona girerek AGE
olusumuna yol agabilmektedir (85).

Son donemlerde hipergliseminin indiikledigi hasar mekanizmalar1 arasinda
etkilesim oldugunu kabul eden calsmalarin sayis1 giderek artmaktadir ve 6zellikle
AGE’nin hizlandirilmis olusumu ve AGE’nin reseptorii (RAGE) ile olan etkilesimi
tizerinde durulmaktadir. Diyabetli bireylerde kronik hiperglisemi ve oksidatif stres

etkileri ile serum ve doku diizeyi AGE seyiyeleri saglikli bireylere nispeten daha

16



yiksek bulunmustur (67). Ayrica bir¢cok arasgtirmaci, AGE'nin reseptoriine
baglanmasi in vitro modellerde ROS f{irettigini ve ¢esitli hiicre tiplerinde apoptozu

indiikledigini bildirmistir (89).
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Sekil 5: Maillard reaksiyonu, polyol yolagi ve lipid peroksidasyonu ile AGE’lerin
yapimi (85).

2.7.4.1.AGE reseptorleri

AGE ve AGE tarafindan yapisal degisiklige ugramis proteinleri baglayabilen
RAGE, AGE-R1, AGE-R2, AGE-R3 gibi reseptorler ve hiicre ylizeyi molekiilleri
tespit edilmistir. AGE’nin RAGE ile etkilesimi diyabet, inflamasyon,
norodejenerasyon gibi ¢esitli hastaliklarin gelisimde rol oynadigi bilinmektedir (14).
RAGE immiinoglobiilin siiper ailesinin ¢ok ligandli bir sinyal iletim reseptoriidiir
(90). RAGE vaskiiler hiicreler, inflamatuar hiicreler, glomeriiler epitel hiicreleri,
santral ve periferik sinir sistemi ndronlari, kardiyomiyositler gibi c¢esitli hiicre
tiplerinde eksprese edilirler (91). AGE-RAGE etkilesiminin, ¢esitli hiicrelerde
oksidatif stres olusumu ve inflamatuar, trombojenik ve fibrotik reaksiyonlari
uyandirdigini ve dolayisiyla diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinda merkezi bir rol

oynadigi bildirilmistir (7) (sekil 6). Ayrica RAGE’ye baglanan ligandlar; RAGE’nin
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ekpresyonunu artirir. Yapilan deneylerde RAGE’nin ekspresyonu saglikli insanlarda
ve hayvan modellerinde diisiik seviyelerdeyken, KVH, diyabet, inflamasyon,
tiimorler ve norodejenerasyon gibi hastaliklarin varliginda daha yiiksek seviyelerde

oldugu bildirilmektedir (91).

@ =>
& _ ace )
] R

NAD(P)H oxidase MAPK/ERK
|
R(l)S /

NOL

< NF-xB

-

Increased transcription of pro-inflammatory and
profibrotic cytokines + chemokines (e.g. TGF-p, CTGF,
PDGF, TNF-«, IL-1, IL-6 and RAGE)

-

Sekil 6: AGE-RAGE etkilesimi ¢esitli hiicrelerde oksidatif stres olusumu ve

inflamatuar, trombojenik ve fibrotik reaksiyonlar1 uyandirir (72).

RAGE’ler AGE disinda farkl ligandlar1 da baglayabilir ve bunlardan bazilar
S100 / kalgranulin familyasinin bir¢ok tiyesi, yiiksek mobilite grup kutusu 1
(HMGBI), amiloid B-peptid ve B-tabakali fibriller, lizofosfatidik asit (LPA), mebran
atak kompleksi 1 (Macl) ve kompleman komponent (Clg)’dir (91). S100
proteinlerinin tanimlanmis en az 25 iiyesi vardir ve hiicresel kalsiyum homeostazini
diizenleyen, hiicresel fonksiyonlarla ilgili ¢esitli enzimleri modiile edebilen kalsiyum
baglayic1 proteinlerdir (92). Bu iiyelerden S100B, S100A4, S100A6, S100A11,
S100A12, SI00A13 ve S100P’nin RAGE ile hiicre dis1 6zelliklerinin degisebilecegi
gosterilmistir(93). S100B’nin AGE’ye nispeten daha diisiik konsantrasyonlarda bile
RAGE’yi aktive edebilecegi bildirilmistir (6,14,80,91). S100B salindiktan sonra
AGE reseptorlerine baglanabilir ve ¢esitli hiicre ici sinyal yolaklarin1 aktive edebilir

(13,14).
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2.7.5.Lipid peroksidasyonu

Hipergliseminin ROS’u artirarak lipid peroksidasyonuna neden oldugu da
bildirilmektedir (11,25). Biyolojik zarlarin ana bilesenleri olan ¢oklu doymamis yag
asitleri ROS tarafindan saldirtya ugradiginda lipit peroksidasyonu gergeklesir. Ik
olarak peroksil radikali gibi oldukca reaktif {riinler olusur ve daha sonra lipit
hidroperoksitler ve hidrojen peroksit lireten daha ileri oksidasyona neden olur. En
nihayetinde ise malondialdehit (MDA), 4-hidroksi-trans-2-nonenal (HNE) ve a-
oksoaldehidler (glioksal, metilglikoksal, 3-deoksiglokson ve akrolein ) gibi reaktif
karbonil tiirleri olusur. (85). Diyabette enzimatik ve enzimatik olmayan oksidatif
stres belirteclerini degerlendiren ¢alismalarda, toplam siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi ve lipid peroksidasyonu diyabetiklerde saglikli  kontrollerle
karsilastirildiginda daha yiiksek oldugunu gosterilmistir. Dahasi lipit peroksidasyonu
hem hipertansif-diyabetik hem de diyabetik-normotensif gruplarda sadece hipertansif

ya da normotensif olan kontrollere kiyasla belirgin sekilde arttigi bildirilmistir (94).

2.7.6.ROS iiretiminin artmasi

ROS, normal hiicre metabolizmasinin yan iriliniidiir ve siiperoksit,
peroksinitrit, hidroksil, NO gibi serbest radikalleri ve hidrojen peroksit gibi radikal
olmayan bir dizi molekiil ailesini temsil eder (95). Memeli hiicrelerinde ROS
iretiminin ana kaynagi mitokondrilerdir (83). Mitokondriyal elektron tagima zinciri
ile siiperoksidin agir1 {iretilmesi ise diyabetik komplikasyonlarin patolojisinde rol
oynayan AGE yolaginin, polyol yolaginin, heksozamin yolaginin, PKC
aktivasyonunun artmasina neden olur (80). Ayrica ROS ile AGE’ler arasinda pozitif
geri besleme dongilisii bulunmaktadir. Hiperglisemide artmis ROS, lipidlerin ve
glukozun oksidasyonunu hizlandirarak AGE'lerin hizlandirilmis olusumuna neden
olurken, AGE-RAGE etkilesimi sitozolik NADPH oksidaz bagimli mekanizmalar
yoluyla ROS olusumunu baslatabilir ya da bazi hiicre tiplerinde mitokondriyal
stiperoksitin indiiksiyonu yoluyla oksidatif stresin asagi dogru amplifiye edilmesine

katkida bulunabilir (91) (Sekil 7).
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Sekil 7: Diyabette ROS’un tiretim yolaklari (83).

2.7.7.Antioksidan mekanizmalar

Antioksidanlar, okside edilebilir bir substrata gore daha diisiik
konsantrasyonda bulunmasi durumunda, o substratin oksidasyonunu geciktirme veya
Onleme yetenegine sahip olan maddelerdir (53). Antioksidan fonksiyonlar,
olusumlarinda ROS’un rol oynadigi; oksidatif stres, DNA mutasyonlar1 ve diger
hiicre hasar parametrelerini diigiirerek, kanser, otoimmiin hastaliklar ve diger
dejeneratif hastaliklarin goriilme sikligin1 azaltabilmektedir (94). Antioksidan
enzimlerin gen ekspresyonunu ve aktivitesini diizenleyen birden fazla faktor vardir
ve hiicrenin oksidatif durumu birincil faktordiir. Hem endojen hem de ekzojen
ajanlar oksidanlar gibi davranarak hiicrenin oksidatif dengesini degistirirler. Bunlarin
yani sira farklilasma ve yaslanma gibi gelisimsel degisiklikler, inflamasyon ve
antioksidan enzimlerin hormonal regiilasyonu da antioksidan enzimlerin gen
ekspresyonunu ve aktivitesini etkileyebilmektedir (17).

Antioksidan savunma sisteminin ilk hattini, vitamin C, vitamin E, GSH,
karotenoidler gibi diisiik molekiillii siipiiriiciiller ve ROS’un reaktivite derecesini
diisiirebilen SOD, katalaz, GPx gibi endojen enzimatik antioksidanlar olusturur (17).

En onemli ve bol miktarda bulunan sipiiriici GSH’dir ve oksitlenmis formu
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GSSG’dir. GSSG/GSH orani hiicresel redoks-durumunu belirler (75). Major

endojen ve ekzojen kaynakli antioksidanlar Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1: Major endojen ve ekzojen antioksidanlar (94).

ENDOJEN ANTIiOKSIDANLAR EKZOJEN ANTIOKSIDANLAR

Siiperoksit dismutaz > C vitamini (askorbik asit)
Katalaz > E vitamini (a tokoferol)
Glutatyon peroksidaz > A vitamini (B karoten)
Tiyoller > Fenolik antioksidanlar
Urikasit > Lesitinler
Bilurubin > Asetilsistein
Melatonin > Ekzojen selenyum

>

Metal baglayict proteinler Cinko
Indirgenmis Koenzim Q

Alfa lipoik asit

YV V V V V V V V VYV V

Endojen organik selenyum

Diyabette oksitatif stres artisi ve antioksidan defans mekanizmalarinin
azalmasi gozlenmektedir (11,25). Diyabette ROS seviyesi katalaz (CAT enzimatik /
enzimatik olmayan), SOD ve GSH-Px gibi antioksidanlar tarafindan yikiminin
azalmasi veya uretimindeki artisa bagl yiikselir ve bu enzimlerin seviyelerindeki

degisikler diyabetik komplikasyonlarin olusumuyla yakindan iliskilidir (53).

2.8.Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) hormonu pineal pezden sirkadyen
ritme bagl olarak salgilanmaktadir. Fakat bunun yami sira harder bezi, deri,
bagirsaklar ve immun sistem gibi nonendokrin organlar tarafindan da {iretildigi
bilinmektedir (96). Melatonin pek ¢ok fonksiyonunu igik-karanlik siklusuna gore
kontrol etmektedir (9). Uyku uyaniklik dongiisii, pubertal gelisme, lokomotor
aktivite ve mevsimsel adaptasyonun diizenlenmesinde rol oynayan melatonin ayni
zamanda antinosiseptif, antidepresan, anksiyolitik, antineofobik, noroprotektif,
antiinflamatuar, agr1 diizenleyici, kan basincinm disiiriicti, anti-tiimor ve antioksidan

gibi ¢esitli fizyolojik ve biyolojik fonksiyonlara da sahiptir (97).
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2.8.1.Melatonin metabolizmasi, sentezi ve reseptorleri

Melatonin salinim1 ve sentezini etkileyen en 6nemli faktor 1siktir. Pinealosit
hiicreleri 1s18a duyarlhidir ve siiperior servikal gangliyondan ¢ikan sinyallerin
pinealositleri uyarici etkisi karanlikta artar. Buna bagli olarak gilindiiz saatlerinde
yaklagik 0-20 pg/dl olan melatoninin kan konsantrasyonu, gece saatlerinde 50-200
pg/dl diizeyine ¢ikar ve gece saat 02-04 arasinda bu konsantrasyon pik yapar (98)
(Sekil 8).
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and numerous other organs

Sekil 8: Aydinlik-karanlik siklusuna gére melatonin sentezi (99).

Retinohipotalamik yollarla alinan 151k bilgileri viicudun sirkadiyen ritmini
diizenleyen suprakiazmatik ¢ekirdek (SCN)’e ulastiktan sonra paraventrikiiler
niikleusa gecer ve burdan spinal kordun iist torasik segmentindeki intermediolateral
niikleus (IMLN)’a ve daha sonra siiperior servikal gangliyona (SCG) iletilir. Bu SCG
hiicreleri internal koroid sinir (ICN) ve konarian sinirler araciligiyla pineal beze

ulasir (98) (Sekil 9).
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Sekil 9: Melatonin {iretim yolagi (98).

SCN’den gelen karanlik bilgisi, SCG’dan uzanan post ganglionik sinir
terminallerinden norepinefrin (NE) salinmasina neden olur. Salinan NE pinealosit
hiicre membranindaki reseptorlerine baglanir. Adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu
sonucunda melatonin sentezinde hiz sinirlayici enzim olan aralkilamin N-
asetiltransferaz (AANAT)’in aktivetisini artiran cAMP sentezi artar. Daha sonra
Serotonin AANAT ile asetillenerek N-asetilserotonin’e doniistiiriiliir. Son olarak,
hidroksi indol-O-metil transferaz (HIOMT) yardimi ile melatoninin biyosentezi
olusur (98,99,100) (Sekil 10). Hayvan deneylerinde AANAT enzimi aktivitesinin
insanlara benzerlik gosterdigi, dolayisiyla melatoninin kan diizeyinin karanlikta
arttig1 gosterilmistir, yine insanlarla paralel olarak 1s18a maruz kalindig: diger bir

ifadeyle giindiiz saatlerinde melatonin kan konsantrasyonu hizla azalmaktadir (98).
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NH 3 ), AANAT

Sekil 10: Melatonin sentezi ve gorev alan enzimler. Melatonin, triptofan tiirevi bir
indoldiir ve pinealositlerde triptofan, triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-
hidroksit triptofana dondstiiriliir. 5-hidroksitriptofan aromatik bir L-amino
asit dekarboksilaz enzimini kullanarak 5-hidroksitriptamin (serotonin)'e
donisiir.  Serotonin  AANAT ile asetillenerek N-asetilserotonin’e
dontistirilir. Son olarak, HIOMT yardimi ile melatoninin biyosentezi
olusur (99).

Melatoninin biiyiik bir oranda iiretildigi pineal bezde depolanmasi s6z konusu
degildir. Ayrica hem suda hem lipitte ¢oziiniirliik 6zellikleri; salinan melatoninin,
hiicre membranlarindan kolayca gecerek beyin omurilik sivist (BOS) da dahil bir¢ok
viicut bolmesine ulagsmasina olanak saglar. Dolayisiyla kandaki melatonin
konsantrasyonu pineal aktiviteyi sadakatle yansitir. Melatoninin biiyiik ¢cogunlugu
hidroksilasyon  yoluyla karacigerde metabolize olur ve metaboliti 6-
hidroksimelatonin (stilfat ya da glukuronid formda) idrar yoluyla atilir. Ayrica pineal
bez ve retinada melatonin deasetilaz ile deasetilize edilirken, diger hiicrelerde serbest
radikaller tarafindan metabolize edilebilir (100).

Melatonin aktivetisini ya direkt radikal siipiiriicii olarak ya da reseptor
bagimli siire¢ler veya bagimsiz yolaklar vasitasiyla gergeklestirir (96). Melatonin
beyindeki etkilerinin ¢ogunu G-protein bagh reseptorler (GPCR)’i araciligiyla
yapmaktadir. Memelilerde 7-transmembran GPCR ailesi iiyelerinin iki alt tipi

tanimlandi1 ve bunlar MT1 ve MT2’dir. MT1 reseptorleri, retina, yumurtalik, testis,
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meme bezi, koroner arterler, safra kesesi, aorta, karaciger, bobrek, deri ve
kardiyovaskiiler sistemde ifade edilirken (101), MT2 reseptorlerinin serebellumda,
retinal yollarda ve ganglion hiicrelerinde bulundugu bildirilmistir (98). MT1 ve MT2
reseptorleri benzer etkiler gdosterebilecegi gibi ayni1 beyin bolgesinde ya da vaskiiler

sistemde ters etki de yapabilecegi diisiiniilmektedir (101).

2.8.2.Bir antioksidan olarak melatonin

Melatonin iki yan zincire, bir 5-metoksi ve 3-amid grubuna sahip bir
indolamindir. Molekiil agirligi ve boyutu, kismi hidrofilik ve giglii lipofilik
ozellikleri fizyolojik bariyerleri kolayca ge¢mesine yardimci olur (102). Ayrica bu
yiiksek lipofilik 6zellik hiicre membrenlarint kolayca gegebilmesine, mitokondriye
ulasip orda birikebilmesine olanak saglar. Melatonin, mitokondriyal solunum
zincirinden elektron sizmtisini siirlar ve daha az oksijen molekiiliiniin siiperoksit
anyon radikaline indirgenmesini saglayarak daha fazla ROS {iretimini engeller
(22,24). Bilinen antioksidanlarin ROS’un zararli etkilerini iyilestirmede yetersiz
kalmasindaki nedenlerden birisi; mitokondri hedefli olmamasidir. Melatoninin
oksidatif hasar1 ve iltihab1 azaltmada mitokondride birikebilir antioksidanlar kadar
etkili hatta bazi durumlarda daha etkili oldugu gosterilmistir ve bu anlamda
melatoninin mitokondri hedefli bir antioksidan olarak siniflandirilmasi gerektigine
inanilmaktadir (99). Onceki calismalar, melatonini, en giiclii lipofilik antioksidan
olarak siniflandirilan E vitaminden iki kat daha etkili olarak karakterize etmistir (94).

Melatonin antioksidan etkisini direkt ya da indirekt sekilde gosterebilir.
Melatoninin hem in vivo hem vitro ¢alismalarda, cesitli radikal ve radikal olmayan
reaktif maddelerin etkili bir oksidan siipiiriiciisii oldugu ispatlanmistir (17,20). Yani
bu amfifilik antioksidan hidroksil radikali, siiperoksit anyonu veya NO gibi
oksijenlenmis veya azotlu tiirlerin tlimiinii siipiirebilir. Ayrica melatoninin sekonder,
tiglinciil ve kuaterner metabolitleri de serbest oksijen radikal temizleyici aktivitesi
gosterebilir (94). Ote yandan antioksidan enzimlerin aktivitelerini diizenlenmesinin
yant sira antioksidan enzimlere bagl ¢esitli genlerin yapiminin diizenlenmesinde rol
oynadig1 da ileri stiriilmektedir (17).

Sonug olarak; melatonin hem direkt serbest radikal temizleyici aktivitesi hem
de antioksidan savunma sistemine dolayli katkilar1 nedeniyle protein oksidasyonunu,

lipit peroksidasyonunu, mitokondriyal hasar1 ve DNA yikimini inhibe eder ve
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dolayisiyla oksidatif stresin indiikledigi zararli durumlarin ortadan kaldirilmasina
yardimer olur. Bu nedenle, melatonin uygulamasinin saglikli bir redoks durumunun

idame ettirilmesinde etkili olmas1 beklenmektedir (102).

2.8.3.Bir antiinflamatuar olarak melatonin

Melatonin; ROS iiretilmesine ve pro-oksidan enzimlerin aktivasyonuna yol
acan inflamasyonun baslangici ve ilerleyisi ile savasabilir (96). Melatonin,
inflamasyon reaksiyonlart sirasinda farkli yollarla doku hasarini azaltict etkiler
gosterir. Ote yandan melatonin niikleer faktdr-kappa B (NF-xB)’nin ¢ekirdege
translokasyonunu ve DNA’ya baglanmasini engeller. Bu sayede interlokinler (IL-2,
IL-6) ve tiimor nevroz faktorii-alfa (TNF-a) gibi gesitli proinflamatuvar sitokinlerin
yukar1 dogru diizenlenmesini azaltmis olur. Ayrica melatonin, 16kositlerin endotel
hiicrelerine yapismasini destekleyen yapisma molekiillerinin tiretimini inhibe ederek
doku hasarina katkida bulunan transendotelyal hiicre gociini ve Odemini
zayiflattigina inanilmaktadir (103). ROS’un asir1 {iretimi inflamasyona neden olur.
Niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor 2 (Nrf2), ROS'a karst hiicresel antioksidan
cevabi diizenleyen onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Melatonin, transkripsiyon
faktorii Nrf2'nin ekspresyonunu artirirken TNF-a, IL-1p, IL-6 ve indiiklenebilir nitrik
oksit sintaz (iNOS) da dahil olmak {izere inflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu

da azalttig1 bildirilmistir (21).

2.9.Diyabette Melatonin Kullanim

2.9.1.Diyabet, depresyon ve anksiyete

Depresyon; somatik ve bilissel degisiklikler ile beraber bireyin islev gorme
kapasitesini onemli dl¢lide etkileyen siirekli liziintii ve ilgi kaybiyla karakterize bir
duygudurum bozuklugudur. Hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda
hipokampus, amigdala ve hipotalamus gibi bazi beyin bdlgeleri depresyonun
nedenleri ve sonuglari ile baglantilidir (104).

Depresyon; diyabetik hastalarin saghigindaki genel bir koétiilesme hali ile
iligkilidir ve morbidite ve mortaliteyi arttirmaktadir (1). Depresyonun goriilme siklig1

genel popiilasyona kiyasla diyabetik hastalarda 2 kat daha fazladir (105) ve bu
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prevalans tip 1 diyabetlilerde tip 2 diyabetlilere oranla daha yiiksektir (53). Ayrica
diyabetin siganlarda da depresyon benzeri davranisa neden oldugu yapilan deneysel
calismalarda gosterilmistir (10).

Depresyon arastirmasinda en ¢ok caligilan beyin bolgesi limbik sistemin bir
pargasi olan hipokampiistiir (106). Depresyonda rol oynadigi diisiiniilen bir diger beyin
bdlgesi de hipokampiisle baglantili olan PFC’dir. Duygu ve bilissel fonskiyonlarla iliskili
olan PFC (25), mezokortikal projeksiyon sistem noronlarindan dopamin salinimini
diizenler. PFC'den dopamin salmimi kaygi ve korku diizenlemesiyle ilgili oldugu
diistiniilmektedir (3). Ayrica dopamin; epinefrin ve norepinefrinin bir Onciisii olarak
davranigin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Serotonerjik sistemin eksikligi
depresyonun yani sira obsesif kompulsif bozukluk, yaygin anksiyete bozuklugu ve
travma sonrasi stres bozuklugu gibi rahatsizliklara da yol agabilmektedir (107).

Diyabet ve depresyon arasindaki patofizyolojik iliskiyi anlayabilmek icin
cesitli hipotezler ortaya atilmistir. Ornegin deney hayvanlarindaki diyabet
modellerinde beyinde cesitli degisiklerin oldugu bildirilmistir. Bunlar: noroiletimde
bozulmalar, sinaptik plastitede degisikler, dentat girusda norogeneziste azalma,
oksidatif streste artigtir (1). Hipokampiisiin dentat girusundaki progenitor hiicrelerden
islevsel olarak yeni noronlar liretme siireci norogenezis olarak tanimlanir ve hem
depresyon hem de affektif bozukluklarla yakindan iliskilidir (2). Yetiskin
ndrogenezisin diyabette azaldigi yapilan hayvan ¢aligmalariyla gosterilmistir ve bu
durumun diyabetteki depresyon ve biligsel bozukluklarin etiyolojik bir faktori
olabilecegi one siiriilmektedir (2). Ayrica diyabet, hipotalamo-pituiter-adrenal (HPA)
aksinda hiperaktiviteye neden olur; diyabetik hastalarda kan glukokortikoid
seviyeleri yiiksektir ve glukokortikoid negatif geribildirim hem insanlarda hem de
hayvanlarda bozulmustur (3).

Diyabet ile depresyon arasinda iki yonlii bir etkilesimin oldugu
diistiniilmektedir. Yani depresyon diyabeti tetikleyebilir, diyabet de depresyonun
ortaya ¢ikmasini kolaylastirabilir (108). Ornegin, depresyon insiilin direncine yol
acarak hiperglisemiye neden olurken diyabette artan AGE’ler oksidatif stresi tetikler
ve sonucta depresif durum ortaya ¢ikar (67). Diyabette hipokampiis dahil bir¢ok
beyin bolgesinde oksidatif stres arttisi ile birlikte protein oksidasyonu, DNA hasar1
ve membran lipidlerinin peroksidasyonu noéron Oliimiine katkida bulunur (19).
Diyabetik hayvanlarin PFC ve hipokampiis bolgelerinde artmis lipid peroksidasyon
seviyeleri, SOD ve CAT aktiviteleri ve GSH seviyesindeki azalma yine bu
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bolgelerdeki oksidatif stres artisinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (25).
Ayrica diyabette inflamatuar reaksiyonlar beynin hipotalamus, hipokampiis ve
amigdala gibi bolgelerindeki noronlarin ve ndroglialarin hasar1 ile depresyonu
tetikledigi bildirilmektedir. Dolayisiyla beyindeki artmis inflamatuar reaksiyonlar
hem diyabet hem de depresyon patogeneziyle iligkilidir (104).

Anksiyete (kaygi) hos olmayan duygusal durum, korku ve stres kaynaklarina
tepki olarak tiziicii fiziksel belirtilerle karakterize edilen fizyolojik ve psikolojik bir
durumdur. Genel anksiyete hastaliginda asir1 kaygi ve cesitli konular hakkinda
endisenin alti aydan daha fazla yasandigi gozlenir. Genel anksiyete hastaliginda
kisiler endiselerini kontrol edemezler ve siklikla huzursuzluk, sinirlilik ve kas gerimi
gibi diger semptomlar gosterirler. Eksitator iletide artis ve inhibitor iletide azalma ile
ortaya ¢ikan hipereksitabilite anksiyete benzeri davranisa neden olmaktadir. vy-
aminobutirik asid (GABA) beyindeki inhibitér ndrotransmitterdir. GABA salinimi
inhibitér tonusun korunmasinda ve anksiyete davranisinda 6nemlidir (109). PFC
emosyonel davranigla ilgili beyin alanlar1 olan amigdala ve hipotalamusla
baglantilidir. Depresyondaki insanlarda ve hayvan modellerinde PFC kalinliginda
azalmalar ve morfolojik degisiklikler gozlenmistir (3).

Depresyon ve anksiyete bozukluklari halk sagligi sorunlari olarak kabul
edilmekte ve bu konu yaygin bir sekilde arastirilmaktadir. Post mortem olarak
yapilan ve beyin goriintiileme ¢aligsmalarinda depresyon ve anskiyetedeki hastalarin
hipokampiis ve PFC’de atrofi ve ndron kayiplarinin oldugu gosterilmistir.
Hipokampal morfoloji serotonerjik ileti bozuklugu ve kortizol fazlaligi ile
etkilenmektedir. Bu o6zellikle major depresyondaki hastalarda gozlenmektedir.
Major depresyonun baslangict ve HPA fonskiyon bozuklugu arasindaki iliski
bilinmektedir (110). Oksidatif stres ve inflamasyon bilesenleri major depresif
bozuklukta 6nemli rol oynayan iki faktordiir ve hipokampus, amigdala ve PFC’yi
etkileyerek apoptozu artirir (111). Yapilan meta-analiz ¢alismalarda depresyonlu
hastalarda CRP, IL-6, IL-1p ve akut faz proteini gibi proinflamatuar sitokinlerin,

hatta yeni bir ¢alismada TNF -a'nin da arttig1 sonucuna ulasilmistir (112).

2.9.2.Diyabet ve melatonin

Melatonin pinealositlerden -adrenoreseptor aktivasyonu ile salgilanmaktadir.

Depresyonun monoaminerjik teorisi ve melatonin yapimiin monoaminerjik konrol
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temelinde ele alindiginda depresyondaki hastalarda bu hormonun salgilanmasi ve
diizeyinin noradrenerjik ileti bozukluklar1 ile degisebildigi ileri siiriilmektedir. Pek
cok calisma tarafindan depresyondaki hastalarda sirkadyen ritim ve uyku
bozukluklarinin oldugunu bildirmektedir (113). Preklinik calismalar melatoninin
antidepresan ve anksiyolitik etkili oldugunu gostermistir (26,110,114). Melatonin ve
depresyon arasindaki iliskiyi destekler sekilde depresif hastalarda melatonin salinim
ritminin bozuldugu gosterilmistir. Ayrica melatonin tedavisi ile piramidal hiicre
sayis1 ve dendritik dallanma miktar1 arttigr gosterilmistir (26). Ayrica Esteban ve
arkadaglar1 (2010) melatoninin yasli hayvanlarda serotonin, dopamin ve noradrenalin
noroiletimini monoaminlerin sentezini artirarak etkiledigini gostermislerdir (115).
Tip | ve Tip Il DM beyin de dahil olmak tizere pek ¢ok organda SOR’un
olusumuyla karakterize oksidatif stres artisina neden olmaktadir. Serebral kortekste
diyabetle oksidatif stresin artist néronal Sliime ve norogenezde azalmaya neden
olmaktadir. Kronik depresyon ve anksiyete oksidatif stres artis1 ve hiicresel hasar ile
karakterizedir. Antidepresanlarin ve insiilin tedavisinin oksidatif stresin azalmasinda
etkili oldugu goézlenmistir. Bu da gostermektedir ki hiperglisemi ve depresyon
bulgular1 arasinda bir iliski bulunmaktadir. Melatonin 6zellikle SOR nedeniyle
olusan diyabetik komplikasyonlar1 antioksidan oOzelligi ile engelleyebildigi

gosterilmistir (116) (Sekil 11).
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Sekil 11: Diyabetle ortaya ¢ikan hiperglisemi ve artan oksidatif stresin olusturdugu

patolojik yollar tizerine melatoninin etkisi (116).

Melatonin, diyabet ve metabolik sendrom arasinda etkilesim bulunmaktadir.
Melatonin reseptdr degisimi bozulmus insiilin sekresyonu ve glukoz metabolizmasi
ile birlikte goriilmektedir. Melatonin uygulamasi diyabetik sicanlarda hiperglisemi,
hiperlipidemiyi azaltip antioksidant durumu artirmaktadir. Diyabetle birlikte
melatonin salinimin  bozuldugu hem insan hem de deneysel modellerde
gosterilmistir. Ayrica diyabetik hayvanlarin retinalarinda melatonin  yapiminin
azaldig1 da bildirilmektedir. Diyabetle birlikte pineal melatonin salinimindaki
degisiklikler gozlenmektedir. Melatonin sentezindeki bozulma B-adrenergik reseptor,
cAMP igerigi ve AANAT protein igerigi ve Na-K ATPaz aktivitesinde
gerceklesmektedir. Biitlin basamaklarda genel olarak azalma melatonin sentezinde

diisise neden olmaktadir (117) (Sekil 12).
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Sekil 12: Diyabet ve hiperglisemi ile ortaya ¢ikan melatonin sentezinde azalma
(117).

Deneysel caligmalarda melatoninin antidepresan olarak kullanildigi pek ¢ok
calisma yapilmistir. Melatonin hipokampiisteki proliferatif aktiviteyi artirdigi ve
dendritik yap1 tizerinde baglantilari artirdig1 gosterilmistir (110, 118)

Melatoninin ayn1 zamanda HPA {izerine tonik negatif etkisi ile kortikosteron
salinimi azaltict etkisi bulunmaktadir (114).

Benzodiazepinler anksiyetenin tedavisi i¢in siklikla kullanilan ilag grubudur
ancak sedasyon, tolerans, bagimlilik gibi yan etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle
anksiyete tedavisinde yeni farmakoterapdtik ajanlarin gelistirilmesi glindeme
gelmektedir. Bu hedefler arasinda melatonerjik sistem ilgi odagi olmustur. Melatonin
ruh hali, sirkadyen ritim, uyku ve lireme gibi néroendokrin fonksiyonlarinin yanisira

stres ve anksiyete ile de iligkili bulunmustur (110).
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2.9.3.Depresyon ve AGE

Wang ve arkadaslar1 (2009) diyabet ile ortaya c¢ikan depresyon benzeri
davranis ve demanstan AGE’lerin sorumlu oldugunu bildirmistir. STZ ile olusturulan
diyabetik sicanlarda serum AGE diizeylerinde artis ile birlikte hipokampal
norogenezde azalmanin oldugu sonuclarina ulasmislardir. Dolayisiyla AGE'lerin
hipokampiisteki ¢ogalabilen kok hiicreler tizerindeki zararli etkilere neden olarak
hipokampal fonksiyonu bozabilecegi bildirilmektedir (2).

Diyabette kronik hiperglisemi, dislipidemi ve oksidatif stresin bir sonucu
olarak olusan AGE’ler, diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin gelismesinde ve
ilerlemesinde rol oynayan, hiicrelerde ve dokularda genis etkilere sahip bir
kimyasaldir (72). Ote yandan AGE'lerin ROS’un olusumunu arttirarak ve antioksidan
sistemlerini bozarak oksidatif stresi artirdigi da bilinmektedir (75). Depresif
durumlarda ise oksidatif streste artis ve plazma antioksidan seviyesinde azalma
oldugu klinik ¢aligmalarla gosterilmistir (111,112). Oksidatif stres artisinin yanisira
AGE proapoptotik proteinlerin ve proinflamatuar genlerin yapimini artiric1 etkiye
sahiptir (9). Dolayisiyla uzun siireli oksidatif stres artigsi nérodejeneratif apoptotik
stirecleri baglatma da rol alir (1).

Diyabette AGE’nin RAGE’ye baglanmas1 da oksidatif stres ve inflamatuar
reaksiyonlar1 tetikleyerek endotel hiicre hasarina neden olmaktadir (7). RAGE,
diyabet, inflamasyon ve norodejenerasyon gibi ¢esitli hastalik siireclerinde énemli
rol oynamaktadir (14). Ayrica RAGE’ye baglanan ligandlar; RAGE’nin yapimim
artirir ve ayni zamanda oksidatif strese, proinflamatuar sitokinlerin sentezine ve
salimimina neden olarak diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin gelisimesinde 6nemli

rol oynamaktadir (7,91).

2.9.4.5100B

Metabolik ve oksidatif hasarlar genellikle glial hiicrelerde hizli degisimlere
neden olur. Bu yanitin temel gostergeleri GFAP ve S100B'nin sentezinin artmasi
olarak kabul edilir (119). S100B beyinde glial hiicrelerde 6zellikle de astrositler ve
oligodendrositler tarafindan yapilir ve salgilanir. Bu nedenle glial hiicre

aktivasyonunda bir belirteg olarak kabul edilmektedir (13,14,15).
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Astrositler glikojen icermektedirler ve glikojeni laktata doniistiirerek ndrona
verirler ve diyabetin ileri asamalarinda astrositlerin bu fonksiyonu degisebilmektedir.
Astrositler hipergliseminin erken donemlerinde aktive olarak S100B protein
yapiminin arttigr gosterilmistir (12). SI00B salindiktan sonra AGE reseptorlerine
baglanabilir ve gesitli hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktive edebilir (13,14).

S100B diisiik molekiiler agirlikli (9-13kDa) santral sinir sisteminde primer
olarak astrositlerde bulunan Ca?* baglayan proteindir. S100B proteini kalsiyum
homeostatik fonksiyonu bulunur ve astrositlerden noéroprotektif ve trofik hiicresel
fonksiyonlar igin astrositler tarafindan salgilanmaktadir (16). Noroprotektif faktor
olarak S100B hiicreici Ca** konsantrasyonu artisina neden olan glukoz eksikliginde
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu ve hiicre 6liimiinii engeller. Ayrica S100B
astrosit ¢cogalmasini ve norit biiylimesini saglar. Siddetli beyin hasar1 sonrasinda
serebrospinal sivi (CSF)’da S100B miktarinda artis devam eden yapisal hasar ve
hiicre Oliimiinii yansitabilmektedir. Cesitli calismalarla travmatik beyin hasari
sonrasinda hem CSF hem de plazmada S100B miktarinda artis gézlenmistir (120).

S100B GFAP gibi diger bir asrositik belirtegtir. Beyin hasari sonrasinda
akitve olan mikroglialar IL-1pB, IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinleri salgilar
ve bunlarda glial hiicrelerin ¢gogalmasi ve aktivasyonu sonrasinda S100B miktarinda
artisa yol agar (121). Gri cevherde bu protein astrositler tarafindan yapilirken, beyaz
cevher oligodendrositler tarafindan yapilir. SI00B protein ve mRNA miktarindaki
artisin diyabet de dahil olmak tizere ¢esitli beyin hasarlarinda gozlenmistir. S100B
yapimu ¢esitli psikiyatrik hastaliklarla da degisebilmektedir. Depresyonda olan ve
intihar girisiminde bulunan bireylerin ventral PFC’sinde bu proteinin azaldig:
saptanmigtir (122).

Astrositlerin harabiyeti S100B’nin ekstraselliiler kompartmana, CSF’ye ve
kana sizmasina neden our. Depresyondaki hastalarda astrositlerin harabiyetini
destekler sekilde major depresyondaki hastalarda serum ve CSF’de S100B miktari
artmis olarak bulunmustur. Antidepresanlarin kullanimi ile serum S100B seviyesi
distirilmiistir (122). Bu c¢alismalara ters olarak stres uygulanan siganlarin
hipokampiis ve CSF’de S100B seviyesinin azaldigi tespit edilmistir. Ayrica S100B
seviyesinin serumda stres uygulamasi sonrasinda arttig1 ve antidepresan tedavi ile bu
artis1 engelledigi de saptanmustir. Postmortem ¢alismalarda da hipokampal CAl

alaninda S100B reaktivitesi gosteren astrositlerin azaldigi saptanmistir (15).
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Bununla birlikte hipokampal serum ve CSF S100B degisikliklerinin paralel
olarak gerceklesmedigini ve plazma S100B diizeylerinin CNS ve hipokampal S100B
diizeyleri ic¢in belirte¢ olamayacag ileri siiriilmektedir. Malberg ve arkadaglari
kronik antidepresan uygulamasinin rat hipokampiisiinde S100B seviyesini arttirmada
etkili oldugunu gostermislerdir. (14,123).

Hiperglisemi ile beyinde olusan oksidatif ve metabolik etkilerle astrositlerde
GFAP ve S100B miktarlar1 artar (16). S100B’nin ekstaselliiler etkisi
konsantrasyonuna baghidir. Ornegin nanomolar Kkonsantrasyonda fizyolojik
kosullarda S100B norotrofik ve gliotropik etkili olup beyin gelisiminin hasar sonrasi
onariminda rol oynar. Mikromolar konsnatrasyonlarda ise toksik olabilir ve néroglial
hiicre apoptozuna neden olabilir. Boylece ndroinflamasyon ve ndrodejenerasyon
durumlarindaki noropatolojik degisikliklerden sorumlu olabilecegi {izerinde

durulmaktadir (124).
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3. GEREC VE YONTEM

Biilent Ecevit Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Anabilim
dalinda 9.10.2017-20.12.2017 tarihleri arasinda gergeklestirilen ¢alismamiza
oncesinde Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
6.10.2016 tarihli oturumunda onay alinmistir (Ek-1). Ayrica Biilent Ecevit
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 2016-

26259946-03 nolu proje olarak desteklenmistir.

3.1.Deney Hayvanlari

Calismamizda Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Labaratuari’ndan temin edilen agirliklar1 275-470gr arasinda degisen 36 adet yetiskin
erkek Wistar-Albino cinsi sigan kullanilmistir. Tim siganlarin, ayni bakim
kosullarinda giinliik degistirilen taze musluk suyu ve standart pelet yem ile
beslenmeleri saglandi. Tiim sicanlar rahat hareket edebilecekleri biiyiikliikte {istii
kapali tel kafeslere gruplar halinde barindirildi. 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
sitkadiyen ritimde, sicakligin 20-25°C ve nemin %50-60 oldugu ayni ortamda
tutuldular. Tiim siganlarin bakimlari, Tibbi Arastirmalar Ulusal Dernegi tarafindan
bigimlendirilen “Deney Hayvanlarinin Bakim Prensipleri” ne ve Laboratuar Hayvani
Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan diizenlenen “Laboratuar Hayvanlarinin Bakim ve

Kullanimu i¢in Kilavuz” una uygun olarak yapilmistir.

3.2.Gruplarm Olusturulmasi

Deney hayvanlari; diyabet+melatonin uygulanan grup (D+M), diyabetik
kontrol (DK), normoglisemik kontrol (K), normoglisemik+melatonin uygulanan grup
(K+M) olmak iizere 4 gruba ayrildi.

Deneysel diyabet olusturmak i¢in 20 tane sicana 0.1 M sitrat tamponu (pH
4.5) iginde ¢ozdiiriilerek hazirlanan STZ (SIGMA-ALDRICH, Co, St. Louis, MO,
USA) 60mg/kg olacak sekilde her bir sigana tek doz i.p olarak uygulandi. STZ’nin
olas1 yan etkisi hipoglisemiyi engellemek i¢in enjeksiyondan sonraki ilk 48 saatte
sicanlarin icme suyuna %35 oraninda glukoz eklendi. Enjeksiyon uygulamasini

takiben 72. saatte bakilan kan sekeri diizeyi 250mg/dl’nin {izerinde olan hayvanlar
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diyabet olarak kabul edildi. 19 tane denek diyabetik olarak kabul edilirken bir tane
hayvanda diyabet olusturulamamustir. Normoglisemik kontrol ve
normoglisemik+melatonin gruplarini olusturmak i¢in 16 tane sicana ise 0.1 M sitrat
tamponu (pH 4.5) i.p olarak uygulanmistir.

Melatonin (SIGMA-ALDRICH, Co, St. Louis, MO, USA) %1 etanol iginde
¢oziiliip %0,9 NaCl ile seyreltilerek stok soliisyonu hazirlandi. Daha sonra
diyabet+melatonin tedavisi uygulanan grup (n:10) ve normoglisemik+melatonin
tedavisi uygulanan grup (n:7) siganlarmma 10mg/kg olacak sekilde melatonin i.p
olarak uygulandi. Diyabetik kontrol (n:7) ve normoglisemik kontrol (n:8) grup

sicanlarina ise ayn1 miktarda serum fizyolojik (SF) i.p olarak uygulandi.

Normoglisemik kontrol (n:8): Sitrat tamponu uygulanan 16 tane hayvandan

rastgele 8 tanesi segilerek olusturuldu. 4 hafta boyunca SF i.p olarak uygulandi.

Normoglisemik+melatonin tedavisi uygulanan grup (n:7): Sitrat tamponu
uygulanan 16 tane hayvandan rastgele 8 tanesi secilerek olusturuldu. 4 haftalik tedavi
stirecinde 1 tane sigan 61diigii i¢in grupta 7 tane denek kalmistir. 4 hafta boyunca i.p

olarak melatonin uygulandi.

Diyabetik kontrol (n:7): STZ enjeksiyonundan sonra diyabet olarak kabul
edilen hayvanlardan rastgele 9 tane segilerek olusturulmustur. 4 hafta boyunca SF i.p
olarak uygulandi. 2 tane si¢an 4 haftalik siiregte 6ldiigii icin gruptaki hayvan sayisi

7’ye diismiistiir ve bu grup icin mortalite orani yaklasik %22 olarak belirlenmistir.
Diyabet+Melatonin tedavisi uygulanan grup (n:10): STZ enjeksiyonundan
sonra diyabet olarak kabul edilen hayvanlardan rastgele 10 tane secilerek
olusturulmustur. 4 hafta boyunca i.p olarak melatonin uygulandi.
3.3.Kan Sekerlerinin ve Viicut Agirliklarinin Olgiilmesi
Biitiin si¢anlarin giinliik agirlik takibi yapildi. Kan sekeri kontrolleri kuyruk

venlerinden alinan kan ornekleri ile glukometre (lifechek/ALMANYA) kullanarak

yapildi ve 1.,7.,14.,21.,28. giinlerde olmak iizere haftalik takip yapildi.
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3.4.Davrams Testleri

Davranis testleri, sabit aydinlatma ve sicaklik kontrollii bir ortamda sabah 9

ile aksam 4 arasinda yapild1 ve o giinlerde melatonin tedavisi uygulanmadi.

3.4.1.Elevated plus maze testi (EPM)

29.’uncu (son) melatonin dozundan 24 saat sonra her gruba EPM uygulanarak
anksiyete benzeri davranis degerlendirildi. Test iki acik kolu (50x10), iki kapali kolu
(50x10) ve yerden yiiksekligi 50cm olan labirentte gergeklestirildi (Sekil 13). Sigan
santral platforma konularak 5 dk boyunca;
1. Acik kola giris sayis1
2. Kapali kola giris sayisi,
3. Acik kolda kalma siireleri ve
4. Kapal1 kolda kalma siireleri
kaydedilerek hesaplandi. Kapali kol aktivitesinde artig anksiyete davranisi olarak

kabul edildi. Her sigandan sonra labirent sabunlu su ile temizlenip kurulandi.

Sekil 13: EPM.
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3.4.2.Zorlu yiizme testi (FST)

Test, 24 saat aralikli olarak iki ayr1 oturumda gerceklestirildi. Her iki oturum
icin de ¢apt 35 cm ve derinlik 50 cm olan cam bir silindir kullanildi. Bu tank,
hayvanin kuyrugunun tabana degmesini ve tanktan ka¢masini engelleyecek bir
sekilde 40 cm yiiksekliginde 26° C’de 1sitilmis gesme suyu ile dolduruldu. EPM’ den
24 saat sonra ilk deneme yiizlisii gerceklestirildi. Her hayvan tek tek i¢i su ile
doldurulmus olan tanka birakildi ve 15 dakika yilizmenin ardindan kurulanarak
kafeslerine alindi. Test yliziisii ise ertesi giin (24 saat sonra) gerceklestirildi. 5 dk
sliren test yiizlislinde;

1. Tirmanma siiresi (Sekil 14),

2. Hareketsizlik siiresi (Sekil 15)

kaydedilerek hesaplandi. Test bittikten sonra siganlar kurulanarak kafeslerine
yerlestirildi. Hareketsizlik siiresinin uzamasi depresyon benzeri davranis olarak kabul
edildi.

Sekil 14: FST’de tirmanma davranisi.

38



Sekil 15: FST’de hareketsizlik davranisi.

3.5.Doku Orneklerinin Alinmasi

Tim siganlar davranis testlerinin bitiminden 24 saat sonra yiiksek doz
anestezi (sodyum tiyopental) verilerek feda edildi. Hipokampiis ve PFC buz iistiinde
hizlica ¢ikarildi. Dokular iki esit par¢aya ayrildi ve ¢alismanin yapilacagi giine kadar
-80 °C de derin dondurucuda saklandi.

3.6.AGE ve S100B Diizeylerinin Belirlenmesi
3.6.1.Fosfat tampon soliisyonun (PBS) hazirlanmasi

0,89 NaCl (Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany), 0,02g KCI (Sigma
Chemical Co.,St. Louis, MO, US), 0,144g NaHPOs; (Merck KGaA, 64271
Darmstadt, Germany) ve 0,024g KH:POs (Merck KGaA, 64271 Darmstadt,

Germany) balon jojeye alindi ve hacmi 100ml’ye tamamlanarak ¢oziinmesi saglandi.

AN HCI eklenerek pH’s1 7.2-7.4’¢ sabitlendi.
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3.6.2.Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Deney giinii -80 °C saklanan doku oOrnekleri dondurucudan ¢ikarildiktan
sonra buz iistiinde ¢oziinmesi saglandiktan sonra mekanik homojenizatérde PBS
kullanilarak homojenize edildi. Homojenatlar 2-8°C’de 3000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilerek stipernatantlar analizlerde kullanildi. AGE ve S100B diizeyleri
enzyme-linked immiin sorbent assay (ELISA) yontemi ile ticari kit kullanilarak

gergeklestirilmistir.

3.6.3.AGE tayini

Hipokampiis ve PFC AGE diizeyeri Rat Advanced Glycosylation End
Products (AGEs) ELISA Kkiti (Sun Red Biotechnology, Cin, katalog no: 201711)
kullanilarak olgiildii. Kitin kullanim klavuzuna uygun olarak ilk once standartlar
hazirlandi ve Olgiim islemleri klavuza gore yapildi. Plate ELISA cihazinda

(Awareness, Chromate 4300, USA) 450nm dalga boyunda okutularak 6l¢iim yapilda.

3.6.4.S100B tayini

S100B &l¢iimii, Rat S100 Calcium Binding Protein B (S100B) ELISA Kiti
(Sun Red Biotechnology, Cin, katalog n0:201711) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Kitin kullanim klavuzunda yer alan 6l¢iim esaslar1 temel alinarak ELISA cihazinda

450 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmustir.

3.7.istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesi SPSS 22 istatistik paket programi kullanilarak
yapilmustir. Sayisal degerler ortalama + standart hata (SE) olarak verilmistir. Gruplar
aras1 farkliliklar Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir. Grup i¢indeki anlamlilik
ise Bonferroni testi ile karsilastirilmistir. P’nin  <0.05 oldugu degerler istatistiksel

olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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4 BULGULAR
4.1.Davranis Testleri Sonuclari
4.1.1.EPM sonuglari
Deney gruplariin EPM’de degerlendirilen agik kola giris sayisi, kapali kola
giris sayisi, agik kolda kalma siiresi ve kapali kolda kalma siiresi Tablo 2’de

verilmistir. Gruplar arasinda kapali kola giris sayis1 ve kapali kolda kalma siiresi

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmigtir (p<0,05).

Tablo 2: Gruplarin EPM degerleri

Kontrol Kontrol +Mel Diyabetik | Diyabetik+Mel
Acik Kola 2+0,46 2,28+0,52 1,42+0,2 1,9+0,54
Giris Sayisi
Kapah Kola 0,85+0,26 0,85+0,34 2,6%+0,5 18+0,33
Giris Sayisi
Acik Kolda 174+46,71 210+49,24 126+43,66 184+46,5
Kalma Siiresi
(sn)
Kapalh Kolda 84,2+38,63 90+49,24 238*%+£19,46 | 98,31%+40,18
Kalma Siiresi
(sn)

*Kontrole, # Kontrol+Melatonin grubuna gore, % Diyabetik Kontrol grubuna gore anlaml farklilig

gostermektedir.

4.1.1.1.A¢ik kola giris sayisi

Diyabetik Kontrol grubunda agik kola giris sayist Kontrol ve
Kontrol+Melatonin grubuna gore diisiik bulunmasina karsin istatistiksel olarak
anlamlilik bulunmamamistir. Diyabet+Melatonin grubunda da ag¢ik kola giris sayisi
Diyabetik Kontrol grubuna gore yiiksek bulunmasma karsin istatistiksel olarak

anlamlilik saptanamamistir (p>0,05)(Sekil 16).
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ACIK KOLA GIRIS SAYISI

O T T 1
Kontrol Kontrol +Mel  Diyabetik  Diyabetik+Mel

Sekil 16. Tiim gruplarin EPM testinde agik kola giris sayisi. Sonuglar Ortalama +
Standart Hata olarak gosterilmistir. Gruplarin verileri arasinda anlamli fark

bulunmamaktadir.
4.1.1.2. Kapali kola giris sayisi
Diyabetik Kontrol grubunda kapali kola giris sayist Kontrol ve
Kontrol+Melatonin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunurken,

Diyabet+Melatonin grubunda kapali kola giris sayist Diyabetik Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05) (Sekil 17).
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Sekil 17. Tiim gruplarin EPM testinde kapal1 kola giris sayisi. Sonuglar Ortalama +
Standart Hata olarak gosterilmistir. *Kontrole gore (p=0,004),
#Kontrol+Melatonin grubuna gére p=0,004), Diyabetik Kontrol grubuna
gore (p=0,005) anlaml farklilig1 gostermektedir.

4.1.1.3. Agik kolda kalma siiresi
Diyabetik Kontrol grubunda agik kolda kalma siiresi Kontrol ve
Kontrol+Melatonin grubuna gore diisitk bulunurken, Diyabet+Melatonin grubunda

acik kolda kalma siiresi Diyabetik Kontrol grubuna gére yiiksek bulunmustur. Fakat
bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05) (Sekil 18).
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Sekil 18. Tiim gruplarin EPM testinde acik kolda kalma siiresi (saniye). Sonuglar
Ortalamat Standart Hata olarak gosterilmistir. Gruplarin verileri arasinda

anlamli fark bulunmamaktadir.

4.1.1.4 Kapali kolda kalma siiresi
Diyabetik Kontrol grubunda kapali kolda kalma siiresi Kontrol ve
Kontrol+Melatonin ~ grubuna  gore  anlamli  yiiksek  bulunmustur  ve

Diyabet+Melatonin grubunda kapali kolda kalma siiresi Diyabetik Kontrol grubuna
gore anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05) (Sekil 19).
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Sekil 19. Tiim gruplarin EPM testinde kapali kolda kalma siiresi. Sonuglar Ortalama
*Kontrole gore (p=0,025),

+ Standart Hata olarak gosterilmistir.

*Kontrol+Melatonin grubuna gére p=0,024), ¥Diyabetik Kontrol grubuna

gore (p=0,024) anlaml farklilig1 gostermektedir.

4.1.2.FST sonuglari

Deney gruplarinin FST’de degerlendirilen tirmanma siiresi ve hareketsizlik

stiresi Tablo 3’te verilmistir. Gruplar arasinda her iki davranig siirelerinde de

istatistiksel olarak anlaml farklilik saptanmistir (p<0,05).

Tablo 3: Gruplarin FST Sonuglari

Kontrol | Kontrol +Mel | Diyabetik | Diyabetik+Mel
TIRMANMA
SURESI (sn) 183,5£6,4 | 209+1221 | 84,42*+87 |117,37%&£12,01
HARETETSIZLIK
SURESI (sn) 13,16£6,24 | 6,57+2,99 |63,62%+23,03| 15,3%+5,18

*Kontrole, # Kontrol+Melatonin grubuna gére, % Diyabetik Kontrol grubuna gére anlamh farkliligt

gostermektedir.
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4.1.2.1. Tirmanma Siiresi

Diyabetli gruplarda tirmanma siiresi Kontrol ve Kontrol+Melatonin grubuna
gore anlamli diisiik bulunmustur ve Diyabet+Melatonin grubunda tirmanma stiresi
Diyabetik Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur
(p<0,05)(Sekil 20).
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Sekil 20. Tiim gruplarin zorlu ylizme testinde hareketsizlik siiresi (saniye). Sonuglar
Ortalama + Standart Hata olarak gosterilmistir. *Kontrole gore (p=0,00), #
Kontrol+Melatonin grubuna gére p=0,00), ¢ Diyabetik Kontrol grubuna
gore (p=0,029) anlaml farklilig1 gostermektedir.

4.1.2.2. Hareketsizlik siiresi

Diyabetik  Kontrol  grubunda  hareketsizlik  siiresi ~ Kontrol  ve
Kontrol+Melatonin ~ grubuna  gére  anlamli  yiiksek  bulunmustur  ve
Diyabet+Melatonin grubunda hareketsizlik siiresi Diyabetik Kontrol grubuna gore
anlaml diisiik bulunmustur (p<0,05) (Sekil 21).
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Sekil 21. Tiim gruplarin zorlu ylizme testinde hareketsizlik siiresi (saniye). Sonuglar
Ortalama +Standart Hata olarak gosterilmistir. “Kontrole gére (p=0,01), *
Kontrol+Melatonin grubuna gére p=0,004), ¢ Diyabetik Kontrol grubuna
gore (p=0,008) anlaml farklilig1 gostermektedir.

4.2.5100B Sonuglari

Deney gruplarinin S100B degerleri Tablo 4’te verilmistir. Gruplar arasinda
S100B degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir (p<0,05).

Tablo 4: Gruplarin S100B sonuglari (ng/L)

Kontrol Kontrol +Mel | Diyabetik | Diyabetik+Mel

PFC 582+19,95 566+28,34 | 499,75%+22,79 | 555,53%+13,38

HIiPOKAMPUS | 650,35+15,93 | 684,22+29.83 |540,14™%+20,32 | 675,18%+46,87

*Kontrole, # Kontrol+Melatonin grubuna gére, % Diyabetik Kontrol grubuna gére anlamh farkliligt

gostermektedir.

4.2.1.PFC S100B sonuclari

Tiim gruplarin PFC’den alman doku 6rneklerinde Diyabetik Kontrol grubunun
S100B degerleri Kontrol ve Kontrol+Melatonin grubuna goére anlamlh diisiik
bulunmustur ve Diyabet+Melatonin grubunda ise S100B degerleri Diyabetik Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05)(Sekil 22).

47




S100B (ng/L yasdoku)

PFC

700

&
600 =
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -
0 - . .

Kontrol Kontrol +Mel  Diyabetik  Diyabetik+Mel

Sekil 22.

Tiim gruplarin PFC’den alinan doku Orneklerinin S100B (ng/L yas doku)
diizeyleri. Sonuglar Ortalama + Standart Hata olarak gosterilmistir. *Kontrole
gore (p=0,032), *Kontrol+Melatonin grubuna gére p=0,05), &Diyabetik
Kontrol grubuna gore (p=0,038) anlamli farklilig1 gostermektedir.

4.2.2 . Hipokampiis S100B sonuclari

Tiim gruplarin hipokampiislerinden alinan doku orneklerinde Diyabetik

Kontrol grubunun S100B degerleri Kontrol ve Kontrol+Melatonin grubuna gore

anlamli diisiik bulunmustur. Diyabet+Melatonin grubunda ise S100B degerleri

Diyabetik Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli yiiksek
saptanmustir (p<0,05) (Sekil 23).
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Sekil 23. Tim gruplarin hipokampiisten alman doku &rneklerinin S100B (ng/L yas
doku) diizeyleri. Sonuglar Ortalama + Standart Hata olarak gosterilmistir.
*Kontrole gore (p=0,03), *Kontrol+Melatonin grubuna gore p=0,021),
&Diyabetik Kontrol grubuna gore (p=0,012) anlaml farklilig1 gdstermektedir.

4.3.AGE Sonuglari

Deney gruplariin PFC ve hipokampiis doku orneklerindeki AGE degerleri
Tablo 5°te verilmistir. Gruplar arasinda AGE degerleri agisindan istatistiksel olarak

anlamli farklilik gézlenmistir (p<0,05).

Tablo 5: Gruplarin AGE sonuglar1 (ng/L)

Kontrol Kontrol +Mel | Diyabetik | Diyabetik+Mel

PFC 49,81+2,84 49,88+3,46 | 57,31%+1,19 | 46,865%+1,45

HiPOKAMPUS| 48,5529 49,22+0,7 53,15+0,53 46,5342,41

*Kontrole, # Kontrol+Melatonin grubuna gére, & Diyabetik Kontrol grubuna gére anlamli farklihigi

gostermektedir.

4.3.1.PFC AGE sonuclar

Tim gruplarin PFC’den alinan doku oOrneklerinde Diyabetik Kontrol

grubunun AGE degerleri Kontrol ve Kontrol+Melatonin grubuna goére anlamli
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yiikksek bulunmustur ve Diyabet+Melatonin grubunda S100B degerleri Diyabetik
Kontrol grubuna gore anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05) (Sekil 24).
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Kontrol Kontrol +Mel Diyabetik  Diyabetik+Mel

Sekil 24. Tiim gruplarin PFC’den aliman doku orneklerinin AGE (ng/L yas doku)
diizeyleri. Sonuglar Ortalama + Standart Hata olarak gosterilmistir. *Kontrole
gore (p=0,01), *Kontrol+Melatonin grubuna gore p=0,028), &Diyabetik
Kontrol grubuna gore (p=0,000) anlamli farklilig1 gostermektedir.

4.3.2. Hipokampiis AGE sonuclari
Hipokampiis AGE diizeyleri Diyabet+Melatonin grubunda Diyabetik Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur (p<0,05).

Diyabetik Kontrol grubunun AGE diizeyi diger 3 gruba kiyasla yiiksek olmasina
ragmen bu sonuglar istatistiksel agidan anlamli degildir (p>0,05)(Sekil 25).
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Sekil 25. Tiim gruplarin hipokampiisten alinan doku 6rneklerinin AGE (ng/L yas doku)
diizeyleri. Sonuglar Ortalama + Standart Hata olarak gdsterilmistir.
&Diyabetik Kontrol grubuna gore (p=0,02) anlamli farklilig1 gdstermektedir.
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5. TARTISMA

Calismamizin sonucunda melatoninin diyabetik sicanlarda depresyon benzeri
davranig ile anksiyete davranisini azaltmada etkili oldugu bulunmustur. Bu etkinin
Ozellikle depresyon gibi ruh hali ile iligkili beyin alanlar1 olan PFC ve
hipokampiisteki S100B ve AGE diizeylerindeki degisimlerle olustugu goriilmiistiir.
S100B’nin beyin dokusunda diyabetle birlikte azaldigi ve melatonin tedavisi ile
kontrol gruplart seviyesinde korundugu saptanmistir. AGE diizeyleri ise ozellikle
diyabetle artma egilimi gosterirken, melatonin AGE diizeylerini azaltmada etkili
olmustur.

Diyabet ile pek cok organ olumsuz olarak etkilenmektedir ve bunlarin
arasinda beyin de yer almaktadir. STZ ile olusturulan deneysel diyabet modellerinde
astrosit aktivasyonu, [ amiloid birikimi, néronal hasar ve hafiza bozukluklari
gozlenmektedir. DM AD ve diger demanslarin gelisim riskini artirmaktadir (13).
Ayrica depresyon ve anksiyete gelisim riski de diyabetle birlikte artmaktadir (2).
Klinik ¢alismalar diyabetik bireylerin diyabet olamayanlara gore daha depresif
oldugunu ortaya koymustur. DM, beyinde ¢esitli ndrokimyasal ve hormonal
degisikliklere neden olarak depresyon ve anksiyeteye neden olmaktadir (125).
Bunlarin etkisiyle depresyon ve kognitif fonksiyon bozukluklarinin goriilme riski
diyabetle birlikte artmaktadir (2,126). Hatta depresif hastalarda gece plazma
melatonin ritminin azaldig: tespit edilmistir (26).

Diyabetik insan ve deneysel diyabet modellerinde beyinde gozlenen patolojik
degisiklikler  kognitif ve affektif bozukluklarin ve beyinde vaskiiler
komplikasyonlarin olugum riskini artirmaktadir (25). Ayrica noradrenerjik ve
serotonerjik noroiletimdeki bozukluklarin da diyabetle ortaya ¢ikan depresyonla
iligkili oldugu bildirilmektedir (1). Diyabet ile ortaya ¢ikan kognitif ve affektif
hastaliklarin patogenezinde uzun siireli hiperglisemi major etkili faktor olarak
goriilmektedir. Hiperglisemi cesitli mekanizmalarla doku hasarina neden olmaktadir:
Glukoz ve diger sekerlerin akisinda artis, AGE sentezi ve AGE reseptor yapiminda
artis, PKC yapiminda artis ve heksozamin yolunun asirt uyarimi bu mekanizmalar
arasinda yer almaktadir (80). Ustelik bu mekanizmalar nedeniyle oksidatif stresin
aktive oldugu bildirilmektedir. Boylece SOR’un yapimi artarak antioksidan koruyucu
mekanizmalar bozulmaktadir. AGE fizyolojik olarak ¢esitli dokularda yasla birlikte
olusmaktadir ve olusum hiz1 diyabetle birlikte hizlanmaktadir (127). Son zamanlarda
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yapilan ¢alismalar AGE’nin diyabetik komplikasyonlarin ve AD gibi ndérodejeneratif
hastaliklarin  gelisiminde Onemli rol oynadigmi gostermistir (128). Wang ve
arkadaslar1 (2009) STZ ile diyabet olusturulan sicanlarda artan AGE seviyesinin
hipokampal norogenezi inhibe ettigini ortaya koymuslardir. Arastiricilar aymi
zamanda AGE’nin diyabetle olusan depresyon benzeri davramis ve kognitif
fonksiyon bozukluklarindan AGE miktarindaki artisin sorumlu oldugunu ileri
stirmiislerdir (2). Bizim g¢alismamizda da diyabetle birlikte depresyon ve kognitif
fonksiyonlarla iligkili beyin alanlar1 olan PFC’de ve hipokampilisde AGE
diizeylerinin arttigi gozlenmistir. Ancak AGE diizeylerindeki artis PFC’de
istatistiksel olarak anlamli bulunurken, hipokampiis anlamlilik saptanamamuistir.
Melatonin tedavisi ile AGE diizeylerinde azalma ile birlikte depresyon benzeri
davranista azalma saptanmistir. Bu sonuglar melatoninin diyabetle ortaya g¢ikan
depresyon benzeri davranigi azaltici etkisinin beyin AGE diizeylerini azaltmas ile
gosterdigini ortaya koymaktadir.

FST potansiyel antidepresan ilaglarin test edilmesi i¢in deneysel ¢alismalarda
siklikla kullanilmaktadir. Bu test, sicanlarin, test sirasinda sinirh bir alanda yiizmeye
zorlandiginda, sonunda deneysel kosullara teslim olmak i¢in miicadele etmekten
vazgegmeleri lizerine kurulmustur. Bu garesizlik durumu depresyon benzeri davranis
olarak degerlendirilir. Bizim c¢alismamizda DM sonrasinda siganlar hareketsizlik
stiresinin artmas1 ile depresyon benzeri davranig gostermislerdir. Diyabetik
sicanlarda gozlenen bu degerlendirme daha onceki deneysel calismalarla benzerlik
gostermektedir. FST’de diyabetik fare ve sicanlarin daha fazla depresyon benzeri
davranig gosterdikleri ortaya konmustur (10,25, 129, 130, 131). Melatonin uygulanan
diyabetik si¢anlarda ise hareketsizlik siiresinin kisaldigi ve tirmanma davranigin
artmast ile depresyon benzeri davramigin azaldigi saptanmistir. Daha Onceki
caligmalarda da gosterildigi gibi bizim ¢alismamizda da melatoninin antidepresan
etkili oldugu gorilmektedir (26,27,132,133). Yapilan c¢alismalarda melatoninin
antidepresant etkilerinin daha c¢ok antioksidan olmasiyla iliskilendirilmistir
(27,132,133). Melatoninin antidepresan etkisinde beyinde beyinden kaynaklanan
norotrofik faktor (BDNF) yapimindaki artici etkisiyle ortaya ¢iktigi bildirilmektedir
(27,134). Stefanovic ve arkadaslar1 (2016) melatoninin antidepresan etkisinin ortaya
cikmasinda beyin noradrenalin seviyesini koruyarak gosterdigini saptamislardir.
Bunun da mekanizmasi noradrenalin yikimu ile ilgili enzimlerin yapimini azaltarak

ve vezikiiler noradrenalin tasiyicilarin yapimini artirarak gerceklesmesidir (26). Bu
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bulgulara ek olarak melatoninin hipokampal hiicre saysinin strese bagli olarak
azalmasimi engelledigi c¢esitli arastiricilar tarafindan da gosterilmistir (113,135).

Esteban ve arkadaslar1 (2010) melatonin hipokampiiste monoamin sentezini
artirarak serotonin, dopamin ve noradrenalin noroiletimi iizerinde uzun dénem etkili
oldugunu ortaya koymuslardir (115). Diyabet ile ortaya ¢ikan diger bir davranis
degisikligi de anksiyetedir. EPM ile 6l¢iilen anksiyete davranisi diyabetik siganlarda
arttig1 gosterilmistir (136). Bu testte anksiyete davranisi gosteren sicanlar kapali
kolda agik kola gore daha fazla zaman harcarlar. Calismamizda EPM sonuglari
incelendiginde diyabetik hayvanlarin kapali kolda kalma siirelerinin arttig1
gbzlenmistir. Melatonin uygulanan diyabetik grupta ise kapali kolda kalma siireleri
ile anksiyete davraniglarinin azaldigi saptanmistir. Diyabetle ortaya ¢ikan anksiyete
davramisinda ozellikle hipokampiiste oksidatif stres artisinin  etkili  oldugu
gosterilmistir  (11). Diyabetik hastalarda anksiyetenin %60 oraninda oldugu
bildirilmektedir. Daha 6nceden yapilmis pek ¢ok c¢alismada farkli anksiyete testleri
ile degerlendirildiginde diyabetik hayvanlarin anksiyete benzeri davranis
gosterdikleri saptanmistir (137,138). Siba ve arkadaslar1 (2017) diyabetle ortaya
c¢ikan anksiyete benzeri davranigdan noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) yapimindaki
bozukluklarin rol oynayabilecegini bildirmektedirler (139). Anksiyete davranisi ile
inflamasyon arasinda iliskiyi gosteren calismalar da bulunmaktadir. Ozellikle
proinflamatuar sitokinlerin yapiminda rol oynayan bir transkripsiyon faktorii olan
NF-kB’nin hipokampiiste yapiminin artmasi anksiyete davranisina neden oldugu
tespit edilmigstir (140). Melatoninin hipnotik etkili oldugu ve bu etkide beyin
GABAerjik sinyal yolunu etkileyerek gerceklestirildigi saptanmistir. Melatoninin
hipotalamusda GABA miktarini artirdigi gosterilmistir. Uyku yoksunlugu ile olusan
anksiyete davranisin azaltilmasinda amigdalada GABAerjik ve glutamaterjik ileti
dengesini korumasi ile gergekestirdigi gosterilmistir. Asirt uyarilma sonucu eksitator
iletimin artmasi veya inhibitdr iletimin azalmasi ile anksiyete benzeri davranis ortaya
cikmaktadir. Patolojik anksiyete amigdaladaki eksitasyon ve inhibisyon dengesinin
bozulmasi ile ortaya ¢ikmaktadir (109). Tedavi edilmeyen DM orta diizeyde bir stres
olusturarak c¢esitli noroendokrin cevaplar olusturmaktadir. Bu ndroendokrin
degisikliklerden biri de HPA aktivasyonudur. Kronik hiperglisemi veya HPA
aktivasyonu diyabet ve depresyon arasindaki iligkilidir (141). HPA fonksiyon
bozuklugu depresyon ve anksiyetenin patofizyolojisi ile ilgili oldugu

bildirilmektedir. HPA hiperaktivitesi depresif insanlarda gosterilmistir. Cesitli limbik
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on beyin yapilart HPA aktivitesini kontrol eder. PFC hipotalamus ve amigdala ile
baglant1 kurar ve PFC harabiyeti depresyon ve anskiyeteye neden olmaktadir.
Diyabetik hayvanlarda ve insanlarda PFC gri cevher kalinliginda ve néron sayisinda
azalma gibi morfolojik degisiklikler gozlenmektedir. PFC ayrica mezokortikal sistem
ndronlarindan dopamin salinimini kontrol eder. Mezokortikal dopaminerjik néronlar
ventral tegmental alandan kaynaklanirlar ve prefrontal kortekse uzanir. Dopaminerjik
noronlar korku, anksiyete ve depresyon ile iligkilidir. Dopamin miktarindaki azalma
anksiyete semptomlarini artirmaktadir. Siganlarda PFC dopamin seviyesinde azalma
anksiyeteye neden olmaktadir (142,143). Depresyon benzeri davranisin melatonin
uygulamasi sonrasi diyabetik hayvanlarda azalmasi melatoninin HPA iizerindeki
diizenleyici etkisinden kaynaklanabilir.

Melatonin giiglit SOR temizleyicisi ve noroprotektif olan pineal bezden
salgilanan bir indolamindir (144). Daha onceden yapilmis pek ¢ok calismada
melatoninin diyabetik si¢anlarda gerek glukoz metabolizmasi gerekse diyabetle
ortaya ¢ikan komplikasyonlarmn o6zellikle oksidatif stresin azaltilmasinda etkili
oldugu gosterilmistir (16,23). Melatoninin STZ ile olusturulan diyabetik sican
beyninde ndrokoruycu etkileri bildirilmektedir (16,145). Melatoninin oksidatif stres
ile olusan norotoksisiteyi azaltmasindaki santral mekanizmanin antioksidan
ozelliginden kaynaklandigi bildirilmektedir (19,146).  Jangra ve arkadaslar1 da
(2013) diyabetle ortaya ¢ikan norotransmitter ve davranis degisiklikleri ile oksidatif
stresin melatonin tedavisi ile azaltilabildigini gostermislerdir (146). Wongchitrat
(2016) ve arkadaslar1 yiiksek kan glukoz seviyesinin neden oldugu hipokampal
norogenezdeki azalmanin melatonin uygulamasi ile engellendigini saptanmiglardir
(147).

Kronik hiperglisemi DM’de AGE yapimi ve birikimi ile birliktedir. AGE’nin
RAGE ile etkilesimi inflamatuar cevabin gelisimini tetiklemektedir. RAGE
aktivasyonu diyabetin vaskiiler komplikasyonlart ve AD gibi ndrodejeneratif
hastaliklarin patogenezinde rol oynar (13). AGE’nin dokularda birikimi mikroglial
hiicrelerle astrositlerin aktivasyonuna neden olarak SOR’un ve ndrotoksik
sitokinlerin olusumunu hizlandirir. Literatiirde pek cok yayin astrositlerin diyabetle
aktive oldugunu gostermistir (12, 19, 148). AD ve diger nérodejeneratif hastaliklarda
astrositlerin fonksiyonlarimi yitirdikleri ve glial hiicrelerin aktivasyonu daha hastalik
belirtileri goriilmeden 6nce olustugu bildirilmektedir. Hasara cevap olarak astrosit

aktivasyonu GFAP ve S100B protein yapiminda artis ile karakterizedir (149,150).
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S100B RAGE’ye baglanarak noérodejenerasyon durumlarinda hasar ve mikroglial
aktivasyondan sorumlu tutulmaktadir. S100B’nin asir1 yapimi ile saliniminin artmasi
proinflamatuar sitokinlerin ve iNOS yapimini ve oksidatif stresin olusumunu uyarir.
Bu nedenle gesitli beyin hasar1 veya noroinflamatuar durumlarda patolojik
mekanizmalarin aktivasyonunu gostermesi agisindan plazmada S100B miktarinin
artmasi bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir. Artmis S100B diizeyleri 6grenme ve
hafiza bozukluklarina da neden olabilmektedir. Travmatik beyin hasari sonrasinda
plazma S100B seviyesindeki artis zayif hastalik prognozu ile iliskilendirilmektedir
(150). S100B’nin koruyucu veya zararli olmast miktarina bagli olarak degisiklik
gostermektedir: Nanomolar konsantrasyonlarda ndronal Olim ve mitokondrial
fonskiyon  bozukluguna kars1  koruyucudur, buna karsin  mikromolar
konsantrasyonlarda ise 6zellikle ndroinflamatuar etki ile iNOS aktivasyonuna neden
olarak norotoksik olabilmektedir (150, 151). Calismamizda diyabetle S100B
iceriginin hipokampiis ve PFC alanlarinda azaldigi, melatonin alan diyabetik
hayvanlarda ise S100B seviyelerinin korundugu gozlenmistir. Literatiirde S100B
seviyesinin degisimi ile ilgili ¢ok farkli sonuglar bulunmaktadir. Nardin ve
arkadaslar1 (2016) STZ ile diyabet olusturulan siganlarin hipokampiislerinden S100B
sekresyonunun arttigini bulmuslardir (13). Glaser ve arkadaslar1 (2015) da diyabetik
ketoasidoz sonrasinda hipokampiis ve serum S100B konsatrasyonunda azalmayi
tespit etmislerdir (152). Intraserebroventrikiiler STZ infiizyonunun serebrospinal sivi
S100B miktarinda azalmaya neden oldugu saptanmustir (153). Serebrospinal sivida
azalma kronik serebral hipoperfiizyon ve diger demans tiirlerinde de saptanmistir
(154,155). Baydas ve arkadaslar1 (2003) diyabetik sigan beyninde S100B’nin
arttigin1 saptarlarken (16), Lebed ve arkadaglar1 (2008) ise STZ uygulamasindan 3
giin sonra S100B seviyesinin arttifin1 ve bu degerin 7. ve 14. giinlerde azaldigini
bulmusladir (12). Bu da gostermektedir ki kronik hiperglisemi astrosit
fonksiyonlarda degisikliklere neden olabilmektedir. Literatiirde S100B ile ilgili farkli
sonuglarin bulunmas: diyabetin siiresi, farkli 6l¢iim yontemlerine veya S100B’nin
sentezinden sonra plazmaya salgilanmasinin etkili olabilecegini diisinmekteyiz. Bazi
durumlarda &zelikle nanomolar konsantrasyonlarda bu protein nérotrofik ve
noroprotektiftir. Ayrica travmatik beyin hasar1 sonrasinda intraserebroventrikiiler
S100B infiizyonunun ndrogenezi ve kognitif fonksiyonlar1 artirdigr da saptanmistir
(151). Beyin hasar1 sonrasinda aktive olan glialar SI00B yapimi1 ve sekresyonu artar.

Major depresyondaki hastalarin plazma serum S100B diizeylerinin yiikseldigi tespit
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edilmistir (156,157). Ancak diger bazi c¢alismalar farkliligin olmadigim
saptamiglardir (158). Postmortem ¢alismada major depresyonu olan hastalarda
S100B immunreaktivitesinin hipokampal alanda azaldigin1 gostermislerdir (15).
Bizim c¢alismamizda da hipokampal ve PFC S100B diizeylerinde diyabetle birlikte
azalma tespit ettik ancak plazma diizeyleri incelenmemistir. Farkli beyin hasari
tipleri serum S100B seviyesinde artisa neden olmaktadir. Ancak serumdaki bu artigin
S100B yapimindaki artisgdan m1 yoksa salimimindaki arttistan m1 kaynaklandigi tam
net degildir (152). Calismamizda diyabetik grupta S100B diizeylerinin belirgin olarak
daha diisiik seviyelerde tespit edilmesi, hiperglisemi ile ortaya ¢ikan beyin hasarini
takiben, bu proteinin santral sinir sistemi noronlar1 tizerindeki nérokoruyucu etkiler

gosterebilecegi dikkati cekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

DM beyinde cesitli yapisal degisikliklere neden olarak depresyon ve
anksiyeteye riskini artirmaktadir. Pek cok klinik ve deneysel ¢alisma depresyon ve
diyabet arasinda patofizyolojik iliskinin oldugunu ortaya koymustur. Diyabet
noroiletimde ve sinaptik plastisitede bozulma, nérogenezde azalma ve depresyon ve
aksiyete ile iliskili beyin alanlar1 olan PFC ve hipokampiiste oksidatif stres artisina
yol ac¢tig bildirilmektedir (1). Melatoninin pek ¢ok deneysel galismada antidepresant
etkili oldugu gosterilmis pineal bezden salgilanan gii¢lii bir antioksidan hormondur.
Diyabetik hastalarda plazma melatonin seviyesinde saglikli kontrollere gore azalma
tespit edilmistir (159).

Calismamizin sonuglar1 diyabetle depresyon benzeri ve anksiyete davranislar
ile birlikte AGE diizeyleri artarken ve S100B diizeylerinde azalma saptandi.
Melatonin tedavisi ile SI00B azalmasi ve AGE artis1 ile birlikte diyabetle ortaya
cikan davranigssal degisiklikler engelenebilmistir. Sonug olarak melatonin DM ile
olusan depresif ve anksiyete davranisi iizerinde antidepresif ve anksiyolitik etkiler
gosterdi ve bu etki kismen depresyon ve anskiyete ile iligkili beyin alanlart olan PFC
ve hipokampiis AGE ve S100B diizeylerindeki degisimlerle ortaya ¢iktigi ilk defa
calismamizla gosterdik. Bu bulgular melatoninin diyabetle ortaya ¢ikan depresyon ve
anskiyete davranigini azaltmak igin gelecekte kullanilabilecek etkili bir ajan

olabilecegini desteklemektedir.
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