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KISALTMALAR

: Alzheimer hastalig1

: 1leri glikasyon son iiriinleri

: Amyotrofik lateral skleroz

: Adenozin monofosfat kinaz

: 1leri oksidasyon protein iiriinleri

: Amiloid prekiirsor protein

: Beta amiloid

: Katalaz

: cAMP response element-binding protein
: Eksitatorik amino asit tastyici

: Eksitatorik post sinaptik akim

: Ekstraseliiler iligkili kinaz

: Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi

: Fibroblast biiytime faktorii

: Basic fibroblast biiylime faktorii / B fibroblast biiylime faktorii
: Fibroblast biiytime faktorii reseptorii

: Forkhead ailesi transkripsiyon fakorleri
: Glukoz transporter
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: Glukojen sentaz kinaz-3 beta

: Insiilin benzeri bilyiime faktorii 1
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: Mitojen aktive protein kinaz

: Malondialdehid

: N-metil-D-aspartat reseptorii

: Fosfatidilinozitol-3 kinaz
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: Reaktif oksijen tiirleri

: Stresle aktive olan protein kinaz

: Stiperoksit dismiitaz

: Cinko tasiyic1 protein benzeri protein

: Cinko tastyict



OZET

Giris : Glutamat santral sinir sisteminde en yaygin bulunan eksitatorik ndrotransmitterdir
ve Alzheimer hastaligi , iskemik hasar, amiyotrofik lateral skleroz gibi hastliklarin

patogenezinde yer almaktadir.

Metforminin santral sinir sistemi iizerinde koruyucu etkilerinin oldugu ileri siiriilmektedir.

Bu etkilerinin temel mekanizmalari heniiz acikliga kavusmamustir.

Glukojen sentaz kinaz-3 beta (GSK-3f) nin inhibisyonuyla metforminin etkilerinin
birbirine benzerlik gdstermesi metforminin s6z konusu etkilerini GSK-33 modiilasyonu
ile yapabilecegini diislindiirmiistiir. Diger taraftan ¢inko, GSK-3p tizerinde inhibisyon
yaratan 6nemli bir eser elementtir.

Amagc : Arastirmamizda, sicanlarda glutamat ile olusturulan nérotoksisiteye metforminin
norotrofik etkisi ve olas1 ndrotrofik etkide GSK-3B’nin ve ¢inkonun rolii arastirildi.
Gere¢ ve Yontem : 40 adet eriskin erkek sican 5 gruba ayrildi; Kontrol , Glutamat,
Metformin+Glutamat, Cinko Eksikligi+Glutamat, Cinko Eksikligi+Metformin+Glutamat.
Metformin 34 giin siireyle verildi. 35. giin D-glutamik asit uygulandi.Takiben 3 giin
sonra anesteziye sicanlardan almman beyin dokusu o6rneklerinde ndrodejenerasyon
histopatolojik; nororejenerasyon immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Bulgular
kanda ve beyin dokusunda bakilan GSK-38 ve oksidatif stres parametrelerinin

diizeyleriyle iliskili olarak irdelendi.

Bulgular : Cinkodan yetersiz diyetle beslenen sicanlarda ndrodejenerasyonun derecesi
yiiksekti. Norodejenerasyonun gozlendigi gruplarda siganlarin kan ve beyin dokusunda
GSK-3p diizeylerinde artiglar saptandi. Metformin verilen gruplarda nérodejenerasyonun
azaldig1; nororejenerasyonun arttigr gozlendi. Bu gruplarda kan ve beyin dokusunda
GSK-3B ve oksidatif stres parametrelerinde azalmalar, anti-oksidan parametrelerde
artislar gozlendi. Metforminin yetersiz ¢inko diyeti ile beslenen sicanlarda protektif ve

rejeneratif etkilerinin, normal diyet ile beslenen sicanlardan daha az oldugu belirlendi.

Sonu¢ : Metformin ndroprotektif ve nororejeneratif —etkilerini, GSK-3B  ’nin

ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu ¢esitli yolaklarla indirekt ve /veya direkt olarak



azaltarak gosterebilir. Metforminin noroprotektif ve nérorejeneratif etkisinde ¢inko iyonu

onemli rol oynayabilir.

Anahtar Kelimeler : glutamat, eksitotoksisite, norodejenerasyon, metformin,

ndrorejenerasyon, GSK-3f, S100-B, ¢inko
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ABSTRACT

Glutamate is the most common excitatory neurotransmitter in the central nervous
system(CNS) and involved in the pathogenesis of diseases such as Alzheimer's disease,
ischemic injury, amyotrophic lateral sclerosis.

Metformin has been suggested to have protective effects on the CNS. Mechanisms of
these effects have not yet been clarified.

The similarity of the effects of metformin with the inhibition of GSK-3f suggests that
metformin may moduate GSK-3f. On the other hand, zinc is an important trace element
that inhibits GSK-3.

In our study, the neurotrophic effect of metformin on glutamate-induced neurotoxicity in
rats and the role of GSK-3f and zinc in these neurotrophic effects were investigated.
Forty adult male rats were divided into 5 groups; Control, Glutamate,
Metformin+Glutamate, Zinc Deficiency+Glutamate, Zinc
Deficiency+Metformin+Glutamate. Metformin was given for 34 days. D-glutamic acid
was administered on the 35th day. Neurodegeneration was examined histopathologically
and neuroregeneration was evaluated immunohistochemically in brain tissue samples
taken from anesthetic rats. The findings were examined in relation to levels of GSK-3f3
and oxidative stress parameters observed in brain tissue and blood.

Neurodegeneration was higher in rats fed with inadequate zinc diet. GSK-3f levels were
increased in groups with neurodegeneration. Decreased neurodegeneration and increased
neuroregeneration; decreased GSK-3f3 and oxidative stress parameters, increased
antioxidant parameters was obsereved in groups treated with metformin. Metformin had
less protective and regenerative effects in rats fed with inadequate zinc diet.

Metformin may demonstrate neuroprotective and neuroregenerative effects by reducing
expression of GSK-3f. Zinc may play an important role in neuroprotective and
neuroregenerative effects of metformin.

Keywords : glutamate, excitotoxicity, neurodegeneration, metformin, neuroregeneration,

GSK-3p, S100-B, zinc
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1. GIRIS VE AMAC

Glutamat santral sinir sisteminde en yaygin bulunan eksitatorik bir
ndrotransmitterdir (1). Santral sinir sisteminde bir¢ok alanda yaygin olarak bulunsa da, en
fazla bulundugu alanlar serebral korteks ve hipokampiistiir (2). Ayni zamanda serebellum
graniil hiicreleri gibi bazi 6zel bolgelerde primer nérotransmitter olarak da yer alir.
Iyonotropik ve metabotropik 2 grup reseptdre sahip olup, iyonotropik reseptor ailesi N-
Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorleri, Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
isoksazolepropionik asit (AMPA) reseptorleri ve kainat reseptorleri olmak lizere ii¢
gruptan olusur. NMDA reseptorleri kalsiyuma olan gecgirgenliginden dolay1 sinaptik
plastisite, 6grenme ve bellek olusumunda diger reseptorlere kiyasla daha biiyiik bir rol

iistlenir (3).

Sinaptik plastisite, 6grenme ve bellek olusumunda o6nemli rol oynayan
glutamat ayn1 zamanda Alzheimer hastaligi (4), iskemik veya hemorajik inmeler (5),
otizm (6), amiyotrofik lateral skleroz (4) gibi hastaliklarin patogenezinde de yer
almaktadir. S6z konusu hastaliklarin patogenezinde temel mekanizma asir1 glutamat
uyarminin yarattigi eksitotoksisite olup, bu mekanizmalar, hiicre igine asir1 Ca™ iyonu
giriginin yol ac¢tig1 mitokondriyal hasar (7), hiicre i¢i artmis nitrik oksit seviyeleri (8) ve
hiicre i¢i artmis Ca" iyonu seviyelerinin tetikledigi apoptotik mekanizmalar olarak bilinir
(7). Glutamatin bilinen bu etkilerinden dolayi, eksitatoksisite ile seyreden hastaliklarin
tedavisinde glutamat reseptorlerinin bloklanmasi rutin olarak kullanilan bir uygulamadir.
Alzheimer hastalig1 tedavisinde sik¢a kullanilan "memantin" uygulamasi gibi. Giinlimiize

bu konuyla ilgili arastirmalar hiz kazanmistir.

Metformin, prediyabet ve Tip 2 diyabetin ilk basamak tedavisinde kullanilan
biguainid ila¢ grubu arasinda yer alan bir ajandir. Metforminin temel etkisi, karaciger
tarafindan kana verilen glukozu (9) ve insiilin direncini azaltmasi olarak bilinir (10). Etki
mekanizmast heniiz net olarak bilinmemekle birlikte, en bilinen etkisi AMP kinaz
(AMPK) aktivasyonudur (11). AMPK viicudun hiicresel enerji homeostazini saglayan en

onemli diizenleyicilerden biridir (12). Ayni1 zamanda metforminin terapdtik dozlarda
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kullanim1 sonucunda pankreas beta hiicrelerindeki kayip ve harabiyetin de azaldigi

bilinmektedir (13).

Insiilinin hiicre i¢i etki mekanizmalarindan bir tanesi, insulin reseptdr
etkilesiminden sonra insulin reseptdr substrat-1 (IRS-1) fosforilasyonuna yol agmasidir.
Fosforillenen IRS-1 (p-IRS), PI3K/Akt/mTOR yolunu aktive ederek hiicre sinyali ve sag
kalimi gibi hiicresel proseslerde rol oynayan GSK-3B inaktivasyonu ile hiicre
proliferasyonuna neden olmaktadir. Ayn1 zamanda aktive olan Akt, diger adiyla protein-
kinaz-B, hiicre yiizeyinde insiilin bagimli glukoz tasiyicisi olan Glut-4'iin sayica artigina
sebep olmakta ve hiicre i¢i glukoz alintmimi arttirmaktadir (18). Bu mekanizma, negatif

feedback dahil olmak iizere bir¢ok hiicre i¢i proteinin kontrolii altindadir (19).

Diger taraftan, GSK-3f aktivasyonu bir¢ok mekanizma ile hiicre proliferasyonunu
durdurmakta, insiilin direnci yaratmakta ve p53 basta olmak iizere bircok pro-apoptotik
gen aktivasyonu ile apoptozu baglatmaktadir (20). p-IRS-1tarafindan aktive olan Akt,
GSK-3B'yi serin 9 rezidiisii lizerinden fosforile ederek inaktif hale getirmektedir (21).
GSK-3p aktivasyonu ve inhibisyonu arasindaki denge mekanizmalar1 kontrollii hiicre

bliylimesi, gelisimi ve hiicre sag kalimi i¢in olduk¢a 6nemli mekanizmalardir (20).

Metforminin hiicre i¢i enerji metabolizmasindaki olumlu etkilerinden dolayzi,
santral sinir sistemi iizerinde de koruyucu etkilerinin oldugu ileri siiriilmektedir. Bunlar
arasinda post-iskemik hasarin ortaya ¢ikisin1 azaltmasi1 (14), iskemi esnasinda
noroprotektif etki saglamasi (15), iskemik hasardan sonra iyilesme siirecini hizlandirmast
(16), Alzheimer hastaliginda B-amiloid plak olusumunu geriletmesi (17) gibi etkilerden
s0z edilmektedir. Metforminin bu etkilerinin temel mekanizmalar1 heniliz net olarak

acikliga kavusmamastir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, GSK-3f aktivitesinin ndronal 6liim ve iskemik
inmenin patogenezine katkida bulunduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir (22). Artmis
GSK-3p aktivitesinin Alzheimer hastalarinda Tau fosforilasyonunu arttirdigr (23), GSK-
3B aktivitesinin azaltilmasi ile B-amiloid plak olusumunun azaldig1 (24), GSK-38
inhibisyonunun eksitotoksisiteye karsi koruyucu oldugu (25), gosterilmistir. GSK-3’ nin
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noronal apoptozisteki baskin rolu nedeniyle GSK-3B’nin modiilasyonunun iskemik

norodejenerasyondan korunmak i¢in dnemli bir strateji olabilecegi belirtilmistir (22).

GSK-3f’nin inhibisyonunun, insulin direncini azaltmasi, ndrodejeneratif
hastaliklarda olumlu etkileri ile, metforminin etkilerinin birbirine benzerlik gdstermesi
metforminin  s6z konusu etkilerini GSK-3f modiilasyonu ile yapabilecegini
diistindiirmiistiir. Nitekim, GSK-3f aktivitesinin hiicre yapis1 ve igerigine gore degisiklik
gosterdigi bildirilmisse de (28), metforminin kalpte ve uterin kanser hiicrelerinde GSK-
3B aktivitesini azaltarak olumlu etki gosterdigini ileri siiren ¢aligmalar bulunmaktadir
(29). Bununla birlikte, santral sinir sisteminde metformin - GSK-3f iligkisini aragtiran

herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Diger taraftan ¢inko, GSK-3f iizerinde inhibisyon yaratan Onemli bir eser
elementtir. Yapilan g¢aligmalarda hiicre igerisindeki ¢inko iyonu artisinin GSK-3'yi
inhibe ettigi gosterilmistir (30). Cinko, fizyolojik seviyelerde oldugunda viicutta bir¢cok
onemli fonksiyonu iistlenen, hayati bir iyondur. Fizyolojik seviyelerde bilinen etkileri
arasinda IRS-1'in aktivasyonunu saglayarak insiilin direncini azaltmak, (31), ndronal
gelisim ve sag kalimimi saglamak (32), beyinde NMDA reseptorleri iizerinde voltaj
bagimli ve voltaj bagimsiz inhibisyon yaratarak glutamatin olast toksik etkilerinden
korumak (33) yer almaktadir. Benzer sekilde Alzheimer hastaliginda serum ¢inko

seviylerinin kontrol gruplarina gore azaldigini gosteren calismalar bulunmaktadir (34).

Bu tez c¢alismasinda, sicanlarda glutamat ile olusturulan norotoksisiteye
metforminin norotrofik etkisi ve olasi ndrotrofik etkide GSK-3f3’nin roliiniin aragtirilmasi
planlandi. Norodejenerasyon c¢alismalarinin genellkle korteks, hipokampiis ve bazal
gangliyonlarda yogunlastig1 dikkati ¢cekmistir (35). Diger taraftan fare beyninde 151k ve
elektron mikroskobu caligmalar1 ile GSK-3p’nin santral sinir sisteminde korteks, bazal
gangliyon ve hipokampiiste yogunlastig1 gosterilmistir (36). Bu nedenle calismamizda
korteks ile hipokamplis ve bazal gangliyonlari iceren subkortikal yapilari birlikte
arastirdik.

Arastirmamizda ayni zamanda metforminin olas1 koruyucu etkisinde ¢inkonun

rolii de arastirildi. Cinko eksikligi yaratmak amaciyla ¢inkodan yetersiz diyet kullanildu.
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Bu amacla metformin uygulanan ve c¢inkodan yetersiz diyetle beslenen sicanlar ile
metformin uygulanan ve normal c¢inko diyetiyle beslenen sigcanlarda; metformin
verilmeyen cinkodan yetersiz diyetle beslenen ve normal c¢inko diyetiyle beslenen
sicanlarda glutamat ndrotoksisitesi olusturuldu. Glutamat norotoksisitesi intraperitoneal
olarak D-glutamik asit uygulamasi ile olusturuldu. Gruplar arasinda nérodejenerasyonun
derecesi histopatolojik; nororejenerasyonun derecesi immiinohistokimyasal olarak
degerlendirildi. Norodejenerasyon ve ndrorejenerasyonun dereceleri; kanda, kortikal ve
subkortikal yapilar1 iceren homojenize beyin dokusunda tayin edilen GSK-3 ve oksidatif

stress parametrelerinin diizeyleriyle iligkili olarak irdelendi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. NOROTRANSMITTER OLARAK GLUTAMAT

Glutamat, glutamik asitin anyonu olarak omurgalilarin biiyiik bir ¢ogunlugunda
noronlar arasi sinyal iletiminde kullanilan ve omurgali beynindeki eksitatdr gorevlerin

cogunu iistlenen bir nérotransmitterdir.

Glutamatin, sinaptik plastisiteki bilinen roliinden dolay1, beyinde 6grenme ve hafiza gibi
kognitif fonksiyonlardaki 6nemi oldukga yiiksektir (37). Uzun siireli potansiasyon olarak
da tanimlanabilen, plastisite beyinde 6zellikle hipokampiis, neokorteks gibi glutamaterjik
sinapslarin sik oldugu alanlarda daha yogun gézlenmektedir. Ozetle glutamatin beyindeki

temel fonksiyonlar1 3 temel maddede toplanabilir :

- Hafiza ve bellek olusumu
- Viicut hareketlerinde sinyal tasiyici

- Diislinme

Glutamat her ne kadar 2 nokta arasi bir transmitter olarak calissa da, sinaptik
bosluktan sizarak komsu noronlar1 da uyarmaka ve ekstrasinaptik bir haberlesme de

saglamaktadir (38).
2.1.1. Metabolizmasi ve Sentezi

Glutamat, viicutta en fazla bulunan aminoasitlerden bir tanesidir ve birgok
proteinin yapiminda kullanilmaktadir (1). Saglikli bir insanda normal sartlarda glutamat
gidalardan yeterince alindig1 i¢in sentezine ¢ogu zaman ihtiyag duyulmaz. Ote yandan
Krebs (sitrik asit) Siklusunda aciga ¢ikan a-ketoglutarattan sentezlenebildigi i¢in viicut

icin glutamat non-esansiyel bir amino asit olarak kabul edilir.
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Piruvat

Aget1l CoA Sitrat

~

a-Ketoglutarat -e———= Glutamat
Sitrik Asit
Déngiisii

(TCA)

Aspartat ————= Okzaloasetat

Siiksinil CoA

Fumarat "/

Sekil 1. Glutamatin Endojen Sentezi

Santral sinir sisteminde glutaminerjik noronlar glukozdan glutamat tiretemezler ve
bu ylizden pre-sinaptik néronlara glutamat, glutamat-glutamin siklusu sayesinde saglanir.
Bu islemi presinaptik néronda ya da komsu glial hiicrelerde glutamin sentetaz enzimi

gergeklestirilir (39).
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~ Presynaptic
Neuron ADH &+fe1 ALDH 2+3
Glutamine Ethanol — 5 Acetaldehyde — 5 Acetate
CYR#2+4 CYPM#2+4 /

¢ Pyruvate

PDHC

8 .Aoetyxvco,-\
¢ )
Oxoglutara(e%

p A-keto-
A GPT2 glutarate

Glutamine  GLUD1

@ Neurotransmitter
Upregulated
» Downregulated

Postynaptic
Neuron

Sekil 2. Glutamat - Glutamin Dongiisii
(Most, D., et al. "The synaptoneurosome transcriptome: a model for profiling the

emolecular effects of alcohol." The Pharmacogenomics Journal, vol. 15, no. 2, 2015, p.
177+)

Pre-sinaptik nérondan sinaptik bosluga salinan glutamatin akibeti 3 sekildedir :

1. Post-sinaptik nérona alinim
2. Pre-sinaptik ndrona geri alinim

3. Glial (astrosit) hiicreye alinim

Post-sinaptik ndrondan alinim sayesinde sinaptik ufak bir miktarda glutamat
yikimi gerceklestirilir. Ayn1 zamanda pre-sinaptik ndronda da az miktarda yikim
mevcuttur. Ancak bunlarin haricinde en biiylik mekanizma ¢evre astrositlere alimdir (39).
Bu alimm eksitatorik aminoasit tasiyicist kanallar (EAAT: excitatory aminoacid
transporter) sayesinde gerceklestirilir. Astrositlere alinan glutamatin ise komsu kapillerle
dolasima ge¢mesi beklenebilir fakat bu, santral sinir sisteminin net olarak karbon ve azot
kayb1 ile sonuglanacaktir. Bunun yerine glutamat, ndronlara bir etkisi olmayan glutamine
doniistiiriiliir. Bu doniistim ile birlikte glutamatin néronlar iizerindeki eksitatorik etkisi ve

gereksiz depolarizasyon riski dnlenir.
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Uretilen glutamin tekrardan glutamat sentezleyebilmesi igin pre-sinaptik

noronlara aktarilir ve burada glutaminaz enzimi ile glutamin-glutamat doniisiimii saglanir.

Ote yandan bu siklusun en bilyilk problemi ise amonyak homeostazinin
saglanmasidir. Astrositlerde glutamattan glutamin iretilirken bir molekiil amonyak
kullanilirken aynmi sekilde noronlarda da glutamat olusturulurken bir molekiil amonyak
aciga cikar. Olusan amonya@in aninda detoksifiye edilmesi igin astrositlere geri
aktarilmas1 gerekmektedir. Zira amonyak toksistesinin ndronlarda bir¢ok bilinen

patolojik etkisi mevcuttur. Bunlardan en 6nemlileri :

1. Amonyak, néronlarda inhibitor etki gosteren klor kanallarini inhibe eder
2. Amonyagin fazlas: alfa-ketoglutarat ile birleserek Krebs Siklusunun bozulmasina

ve sonugta beyinde glukozdan enerji iiretiminin aksamasina sebebiyet vermektedir.

Aym sekilde glial hiicrelere alinan amonyak yine glutamat-glutamin siklusu
sayesinde detoksifiye edilir. Ve burada gorev alan glutamin sentetaz enzimi amonyagin
miktarmin kontroliindedir. Zira hiperamonyemi durumlarinda (kronik ya da fulminan
hepatitler, akut ya da son donem bobrek yetmezlikleri) fazla amonyak glutamattan
glutamin olusumunu arttirarak glutamat sentezinde azalmaya yol acarak generalize bir
depresyon yaratmaktadir. Bu patolojik durumun en yaygin 6rnegi anksiyete, insomnia
gibi belirtilerle ile baslayan ve somnolans ve koma ile sonlanan hepatik ensefalopatide

gozlenmektedir.
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Sekil 3. Glutamat-glutamin dongiisiinde amonyagin kullanimi
(N. R. Sibson et al. In vivo 13C NMR measurements of cerebral glutamine synthesis as
evidence for glutamate—glutamine cycling. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997 Mar 18;
94(6): 2699-2704.)

Glutamat kan beyin bariyerini belirli tagiyicilar sayesinde gecebilir, ayni sekilde
beyin omurilik sivisindan yiiksek afiniteli transport sistemi ile sinir sistemine aktarilirak

beyin omurilik s1vis1 igindeki miktarlar1 sabit bir sekilde korunmaya calisilir (40).

Glutamatin kendisi ayni zamanda inhibitorik etki gdsteren bir ndrotransmitter
olan GABA’nin sentezinde de Oncii molekiildiir ve gorevli olan enzim ise glutamat

dekarboksilazdir.
2.1.2. Glutamat Tasiyicilar:

Glutamat tasiyicilari, temelde glutamati bir membran boyunca tasiyan kanallara
verilen addir. Bu membran bir astrosit hiicre membrani ya da bir intraseliiler vezikiil
membrant gibi birgok membran olabilir. Buna dayanarak glutamat tasiyicilarini temelde 2

aileye ayirmak miimkiindiir :

1. Eksitatdr amino asit tagiyict (EAAT) ailesi
2. Vezikiiler glutamat tagiyic1 (VGLUT) ailesi
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Beyinde EAAT ailesinin temel gorevi sinaptik bosluktan uzaklastirarak glial ve
noronal hiicrelere geri alinimini saglarken, VGLUT ailesi ise sitoplazmadan vezikiillere
glutamat gecisini saglamaktadir. Glutamat tasiyicilar1 glutamatin yani sira aspartat veya
diger glutaminerjik maddeleri de tasimakta ve beyin haricinde bircok dokuda da yer
alarak bu dokularda glutamat ve diger glutaminerjik maddelerin fizyolojik etkilerinden
sorumlu olmaktadir. Bu dokularin basinda kalp, karaciger, testis, kemik ve pankreas
adacik hiicreleri gelmektedir. En biiyiik afiniteleri L-glutamat olmakla beraber L-aspartat

ve d-glutamata da affiniteleri mevcuttur.

EAAT ailesi, membrana yiizeyinde bulunan iyon -¢ogunlukla sodyum- bagiml
sekonder aktif tranport saglayan kanallardir (40). Bu tasiyicilar ekstraseliiler glutamat
miktarin1 diizenlemekte aktif rol oynamaktadirlar (41). Sinaptik bosluga salinan glutamat
bu kanallar sayesinde kisa siire icerisinde ortamdan uzaklastirilarak sinyal iletiminin
sonlanmasinda gorev alirlar (42). Bu kanallarin aktivitelerinde azalma, glutamatin toksik
etki yaratip post-sinaptik ndéronda asir1 uyarilma ve sonucunda bir grup biyokimyasal
kaskadin tetiklendigi eksitotoksiste ile sonucglanabilmektedir (43).Aynit zamanda bu

kanallar sayesinde glutamatin tekrar sentez ve kullanimina olanak saglamaktadir.
2.1.2.1. Glutamat Tasiyici Tiplerinden EAAT'ler

Glutamat tastyict ailesinin 2 temel tiyesinden ilki olan EAAT ler temelde hiicre
ici-dis1 basta sodyum iyonlarinin elektrokimyasal gradientine bagli olarak calissalar da
potasyum ve hidrojen konsantrasyonuna da baglilik gosterir ve bundan 6tiirii “’sodyum ve
potasyum bagli glutamat tasiyicilari’ olarak da isimlendiriler. EAAT lerin alt tipleri
glutamata farkli affinite gostermekle beraber sodyum bagimli ¢alisanlar yiiksek affiniteli
glutamat tastyicilari olarak da bilinirler (44). EAAT ler 1 molekiil glutamati 3 sodyum ve
1 hidrojen molekiilii ile birlikte hiicre icerisine alirken 1 potasyum molekiiliinii ise hiicre

disina atarlar (45).

Insanlarda EAAT’lerin 5 alt tipi bilinmektedir. EAATI ve 2 temelde glial
hiicrelerin yiizeyinde bulunmala beraber (46) EAAT2 (diger adiyla GLT1[glial glutamat

transporter]) hipokampal CA3 noronlarin akson terminallerinde de az miktarda
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saptanmustir (47) ve yine EAAT2 beyindeki glutamat geri alinimin %90’1indan fazlasina
istlenmekedir (48).EAAT3 ve 4 ise sadece noronlara 6zgii iken (49) EAATS ise
retinadaki bipolar noronlarda ve fotoreseptorlerde bulunmaktadir (50).Ekstranoral
dokularda ise glutamatin hiicre icerisine tasinmasi yine EAAT2'ler tarafindan
yonetilmekte olup, bunun en belirgin ve giincel 6rnegi panreatik adacik hiicrelerindedir
(51).Pankreas adacik hiicrelerinden gukagon ile birlikte salgilanan glutamat, beta adacik
hiicrelerinden EAAT?2 tarafindan alinarak insiilin salinmasinda diizenleyici/uyarict bir

gorev lstlendigi diistiniilmektedir (52-54).
2.1.2.2. Glutamat Tasiyic1 Tiplerinden VGLUT'lar

Bilinen vezikiiler glutamat tastyicilar1 3 adettir : VGLUT1-3 (55). Bu tasiyicilarin
temel gorevi hiicre icerisine alinan glutamati sinaptik vezikiillere aktararak sinaptik
bosluga salinmasi i¢in depolanmalar1 saglarlar. VGLUT lar sekretuar sistemdeki proton
gradientine baglidirlar (sekretuar vezikiillerin igerisi sitoplazmaya gore daha asidiktir) ve
glutamata olan afiniteleri EAAT lerinkine oranla sadece %] civarindadir ve EAAT lerin
akine aspartata affinite gostermezler (7).VGLUT lar arasinda en fazla bilgi sahibi olunan
VGLUT3 tiir. Noronlar glutamattan farkli bir norotransmitter kullansa bile, 6rnegin
santral 5-HT ndéronlari, VGLUT3 eksprese edebilirler (56) fakat bunun tam olarak
fonksiyonu hala bilinmemektedir. VGLUT3’lin ayrica isitme sisteminde hizlhi
glutaminerjik eksitasyonda gorevli oldugu gosterilmistir (57) Ayrica anksiyete, mood
diizenlenmesi, agr1 iletimi, uyku-uyaniklik siklusu, viicut 1sis1 ayarlanmasi, seksiiel
davraniglar gibi davranissal ve fizyolojik gorevlerde de rol aldigi diistintilmektedir. Agr1
iletiminde gorev aldig1 bilinse de suan i¢in tek kanitlanmis rolii inflamasyon sonrasi
mekanik agr1 hipersensitivitesi olup ndropatik agrilardaki rolii bilinmemektedir. Ayrica
ekstrasinaptik ve ekstrandronal glutamat depolanmasinda da aktif olarak VGLUT3 gorev

almaktadir (58).

Glutamat tasiyicilarinin patolojileri hakkinda birgok hastalik iliskilendirilmistir.
Asirt aktivitelerine bagli yetersiz sinaptik glutamat miktarlarlarinin sizofrenide rol aldigi
diisiiniilmektedir (40).Aksine iskemik ve travmatik beyin hasarlarinda tasiyicilarin

gorevlerini yerine getirememesi, sinaptik glutamatin asir1 birikmesine ve toksik etkilere
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yol agmasina sebebiyet vermektedir. Bu ise, iskemi sonucu ATP iiretiminin azalmasi ve
sonucta gerekli iyon konsantrasyonunu saglayacak ATPaz pompalarinin ¢alisamamasina
baglidir. Sonugta dogru iyon gradienti saglanamamakta ve iyon gradientine gore ¢alisan
glutamat tasiyicilart glutamati ortamdan uzaklastirmak yerine aksine ortama
salgilamaktadir. Bu ise glutamat reseptorlerinin asir1 calistigt bir durum olan
eksitotoksisite ile sonuclanmaktadir (59).Kognitif ve motor fonksiyonlarda asil rol alan
sodyum bagimli EAAT2’nin kaybinin Alzheimer hastali§i, Huntington hastaligi,
Parkinson demans kompleksi gibi hastaliklarda rol aldigi diisiiniilmektedir (60). Ayni1
sekilde amiyotrofik lateral skleroz (ALS) de karsilasilan motor ndron harabiyetinin,
spinal ve santral EAAT2 kaybiyla ilgili olabilecegi de 6ne siiriilmiistiir (60). Ayrica
kokain, eroin, alkol ve sigara bagimliligiyla nucleus accumbens’deki EAAT2 azalmasi
arasinda baglant1 saptanmis olup, bu bolgedeki EAAT2’nin ekspresyonunu arttiran
ilaclarin kullaniminin (6rn: N-asetilsistein) bu tip madde bagimliliginda ek bir tedavi

yontemi olabilecegi diisiiniilmektedir (61).
2.1.3. Hiicresel Etkiler ve Reseptorler

Glutamat etkisini hiicre ylizeylerinde bulunan reseptdrlerine baglanarak
gostermektedir. Memelilerde farmakolojik 6zelliklere gore 4 tip reseptor tanimlanmistir
ve bu siniflandirma diger organizmalarda farkli farmakolojik 6zelliklere bagli olarak tam
uygunluk gostermez : AMPA reseptorleri, kainat reseptorleri, NMDA reseptorleri ve
metabotropik reseptorler. Metabotropik reseptorlerin en biiylik 6zelligi G-protein aracili
sinyal iletimi yapmasi, yani bir ikincil haberlesme sistemi kullanmasdir. Ikincil
haberlesme sistemi bir kaskad oldugundan, bir habercinin uyarilmasi bircok aktivasyon
saglamakta bu sebeple etki siiresinin daha uzun olmaktadir. Digerleri ise iyonotropik
reseptorler olup, etkileri iyon gegisleri lizerinden saglanmaktadir. Glutamatin en biiytik
etkilerinden olan sinaptik plastisiteye bagli 6grenme ve bellek gelisimi hem iyonotropik
hem metabotropik reseptorler tarafindan saglanmaktadir (62). Post-sinaptik ndronda
iyonotropik reseptorlerin sayica artmasi ya da azalmasi, uzun dénem potensiasyon ya da
uzun doénem depresyona sebep olmaktadir (63). Ek olarak metabotropik reseptorler de
ikincil haberlesme kaskadina bagli protein sentezini regiile ederek sinaptik plastisiteyi

diizenlemektedir (64).Yapilan ¢alismalar, glutamat reseptdrlerinin ayn1 zamanda glial
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hiicreler iizerinde de oldugunu; buradaki hiicrelerin gen ekspresyonunun kontroliinde,
gelismekte olan beyindeki prekiirsor glial hiicrelerin proliferasyon ve diferansiasyonunda

rol aldigin1 géstermektedir.
2.1.4. iyonotropik Reseptorler

Iyonotropik glutamat reseptdrleri ligand kapili; sodyum, potasyum bazen de
kalsiyum gecisine izin veren non-selektif katyon kapilaridir. Agonist ligandin
baglanmasindan hemen sonra, bir iyon kanali olan santral porun acilmasi, iyon akisina
izin verilmesi ve sonucta da eksitatorik post-sinaptik akim olusmasi (EPSC) gergeklesir.
Biitiin reseptorlerde EPSC meydana gelir fakat hiz ve siire biitiin alt tiplerde birbirinden
farklidir (65). NMDA reseptorleri digerlerinden baz1 acgilardan farklhilik gosterir.
Bunlardan ilki, iyon gecisini voltaj bagimli bir sekilde sinirlandiran bir internal
Mg *%/Zn"? baglanma bélgesi bulundurur, bu blokaj ise ¢evredeki AMPA reseptérlerinin
olusturdugu EPSC ler sayesinde ortadan kaldirilir. Bu yiizdendir ki, NMDA
reseptorlerine ligand bagimli oldugu kadar voltaj bagimli da denebilir. Ikincisi ise
NMDA reseptorlerinin Ca™ “a olan gegirgenligidir (66). Kalsiyum, hiicre icerisinde gen
yapilanmalarini ve protein sentezini diizenleyen énemli bir katyondur ve kalsiyum akimi

sayesinde uzun siireli potansiasyon ve uzun siireli depresyon gergeklesmektedir (67).
2.1.4.1. NMDA Reseptorleri

N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorleri, glutamat ve glisin (veya D-serin)
baglanmast sonucu aktive olan ve pozitif yiiklii iyonlarin membran boyuca hiicre
icerisine girigini saglayan reseptorlerdir ve sinaptik plastisite kontroliinde son derece
onemli gorevleri vardir (68).NMDA reseptorii olarak isimlendirilmelerinin sebebi N-
metil-D-aspartatin selektif olarak bu reseptorlere baglanmasidir. Aktiflesmesi ile non-
selektif katyon kanalin agilmasinin kontrolii her ne kadar primer olarak ligand bagiml
olsa da iyon gegisi kontrolii voltaj bagimhdir. Ekstraseliiller Mg™ ve Zn" reseptordeki
spesifik bolgelere baglanarak iyon kanallarinin agilmasini engeller ve bu engel ancak
cevrede bulunan AMPA reseptorleri sayesinde olusturulacak EPSC lerin birikerek

membranda depolarizasyon olusmasi ile kalkar. Sonu¢ olarak hiicre igerisine Na' ve
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Ca" girisi gerceklesirken hiicre digarisina K" ¢cikist gergeklesir (69).

NMDA reseptorlerinden igeri alman Ca' sinaptik plastisitede ve dolayisiyla
6grenme ve bellek gelisiminde kritik rol oynar. Ligand bagimh oldugu kadar Mg™ ve
2 da bagladig1 icin voltaj bagimli olan NMDA reseptérleri igin gerekli ligandlar 2
molekiil glutamat ya da aspartat ve 2 molekiil glisin ya da serindir. NMDA reseptorii
ayn1 zamanda bir¢ok ila¢ ve madde tarafindan bloke edilir, fenilsiklidin (PCP), alkol
(etanol), dekstrametorfan (DXM) ve bunlarin hepsinin 6zel bir baglanma bolgesi
mevcuttur. Ayrica nitrik oksit ve ketamin de iyon kanalinda gegisi sinirlandirarak parsiyel

bir antagonizma yaratir.
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Sekil 4. NMDA reseptoriinde cinko blokaji
(Kenji Hashimoto. Glycine Transport Inhibitors for the Treatment of Schizophrenia. The
Open Medicinal Chemistry Journal ISSN: 1874-1045 — Volume 12,
2018Chelsea A. Barr, Shawn C. Burdette.)

Yapi olarak NMDA reseptorii 2 adet subunit igeren tetramer bir yapiya sahiptir : 2
adet GluN1 (NR1) ve 2 adet GluN2 (NR2). Benzeri bir gen yapisindan kodlanan NR3 ise

reseptor lizerinde inhibitorik aktiviteye sahiptir.

NR1 subiinitlerinin transkriptlerinin selektif kesilmeleri ve NR2 subiinitlerinin

farkli alt tiplerinin sentezleri ile farkli ve ¢ok sayida NMDA reseptor izoformlar:
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meydana gelmektedir. NR1 subiiniti temelde ko-agonist olan glisin/serini baglarken NR2
subiiniti ise glutamat/aspartat baglamaktan sorumludur. NMDA reseptorii 3 alanda

incelenebilir :

1. Ligand (agonist) baglayan alan: 3 transmembran segmentten olusur ve potasyum

selektif kanallara benzer bir sekilde loop yapar.

2. Membran alani: iyon kanali porunun olusmasinda katkida bulunur ve reseptoriin

iletkenliginden, kalsiyum permabilitesinden ve magnezyum blokajindan sorumludur.

3. Sitoplazmik alan: Her subiinitin kendine 6zgii sitoplazmik alan1 mevcuttur ve birgok
protein kinaz, protein fosfatazlar tarafindan modifiye edilebilen rezidiilere sahiptir. Ayni

zamanda intraseliiler yapisal ve katlanma proteinleri ile iligki igerisindedir.

NR1’in 7 adet subiiniti, GRIN1 geninin transkript iiriiniiniin farkli kesilmesi ile
olusur (70). NR2 subiiniti ise insanlarda 4 adet alt tipe sahiptir ve bunlarin hepsi farkl
genler tarafindan kodlanir : GRIN2A,B,C ve D (71). NR2’ler ¢esitli hiicre i¢i sinyal
molekiilleri ile baglantida olan C-terminallere sahiptir, farkli hiicre tiperinde farkli alt
tiplerdedir bu ylizden NMDA reseptoriinlin temel elektrofizyolojik 6zelligini belirler.
Ornegin, immatiir néronlarda ve ekstrasinaptik alanlarda NR2B yogunluktadir (72). Bu
yiizden NR2B erken post natal beyinde daha yogun olarak bulunur ve insan yaslandik¢a
NR2A’lar sayica artmaya baslar ve bir siire sonra NR2A’larin sayis1 NR2B’leri gecer. Bu
olaya NR2B-NR2A doniisiimii denir (73). Bu insanda bazi degisikliklerle sonuglanir
clinkii NR2B’lerin ag¢ik kalma ve iyon iletme siireleri NR2A’lara gore olduk¢a uzundur
(74).Buradan da tahmin edilebilecegi gibi, yas ilerledik¢e hafiza yeteneklerinde azalma
meydana gelmesinde NR2B-NR2A doniisiimii olduke¢a etkilidir. Bu doniisiimle ilgili 3
hipotez bulunmaktadir, ilkine gére NR2A’lar sayica artmakta ve NR2B’ler azalmaktadir.
Ikincisi ise ekstrasinaptik NR2B’lerin yerini NR2A’larin aldigin1 savunmaktadir.
Sonuncu hipotez ise NR2B’lerde bir azalma olmaksizin NR2A’larin sayisinda artmaya
bagh diliisyonel bir azalma oldugunu sdyler. Bunlarin arasinda 1 ve 2’nin iizerinde daha
¢ok durulmaktadir (74). NR2A ve NR2B subiinitleri eksitotoksisite iizerinde de farkli

rollere sahiptir (75). Fareler {iizerinde yapilan bir calismada izole NR2B’lerin
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parcalanmasi 6liim ile sonuclanirken, izole NR2A’larin par¢alanmasi ise yasayan fakat
hipokampal plastisitenin bozulmasi ile sonuglanmistir (76).Buradan da anlasilacagi gibi
NR2B’lerin vital beyin gelisiminde daha biiylik rolii mevcuttur. Chihiro Nozaki ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise ¢inko’nun NR2A’lara iizerinde daha yiiksek

inhibisyon yarattig1 gosterilmistir (77).
NMDA reseptore agonist ve antagonist etki edebilen bir cok madde mevcuttur.

Fizyolojik kosullarda NMDA reseptoriiniin aktivasyonu i¢in 2 molekiil agonist ve
2 molekiil koagonist gereklidir. Agonist olarak glutamat ya da aspartat baglanmasi
gereklidir. Aspartat, glutamat kadar giiclii bir stimiilasyon yaratmaz (78). Koagonist
olarak gbrev yapan maddeler ise baslica glisin veya D-serindir. D-serin, glisine gore ¢cok
daha giiclii bir baglanma ve aktivasyon saglamaktadir (79). D-serin, bir ¢esit izomeraz
olan serin rasemaz tarafindan iiretilir ve NMDA reseptorleri ¢evresinde sik¢a bulunur. D-
serin hem noéronlardan hem de cevre astrositlerden salgilanarak NMDA reseptorlerini
diizenlemekte gorev alir. D-serinin ortamdan uzaklastirilmast NMDA reseptorleri
tarafindan saglanan eksitasyonu baskilayabilir. NMDA reseptorleri iligkili akimlar
membran depolarizasyonu ile iliskili oldugundan dolayt NMDA agonistleri Mg"
blokajini ortadan kaldirip kanal acikliginin devamini depolarizasyon ile saglayabilir. Bu
ogrenme ve bellek acisindan fayda saglayabilecegi gibi, uzamis ve fazla akim yaratarak
toksik etkilere de sebep olabilir. Buna en iyi 6rnek kokainin yarattigi gecikmis NMDA
reseptor bagimli akimlara bagli noérotoksik sonuglardir. Baglica NMDA  resptor
agonistleri arasinda tilibrekiiloz tedavisinde 2. basamak ila¢ olarak kullanilan d-sikloserin,
solvent olarak kullanilan piperidinin karboksilik asidi olan piperidindikarboksilik asit,
aspartik asit, glutamik asit, triptofanin yikim {iriinii olan kinolinik asit ve kinolinat,
homosistein ve homosisteik asit, D-alanin ve L-alanin, sizofreni ve kokain bagimliliginda
kullanilan ve glisin baglanma bdlgesinin pozitif allosterik modiilatorii olarak gorev yapan
nebostinel ve kurkumindir (80). Reseptére adin1 veren NMDA ise bu reseptorlerin bir
parsiyel agonisti olarak gorev yapar. Ayrica nebostinel benzeri bir ilag olan apimostinel
ve rapastinel de parsiyel agonist olarak gorev yaparak psikotomimetik etkilerinden dolay1

antidepresan ve sizofrenide kullanilabilirlikleri arastirilmaktadir (81).
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NMDA reseptor antagonistleri ise hayvanlarda ve bazi insanlarda anestetik olarak
kullanilabilirler. Yiiksek dozlarda kullanildiginda beyinde hasar yaratabilmektedir.
Fareler tizerinde yiiksek doz ketamin ile yapilan ¢aligmalarda kortikal diizeyde hasarlar
gbzlenmis ve bu hasarlara Olney lezyonlar1 adi verilmistir (82). Bilinen belli bash
antagonistler ketamin, eksitotoksiste tedavisinde siklikla kullanilan ve magnezyum
blokaj1 lizerinden etki eden memantin, nitréz oksit, ksenon, genel ligand bagimli katyon
kanal inhibitorii olan ve opoid analjezik etkilerini agonize eden agmatindir. Ayrica daha
zayif inhibisyon yaratan maddeler de mevcuttur : bir antiviral olan ve ayni zamanda

dopamin geri alimin1 baskilayan amantadin, etanol ve bir opoid analjezik olan metadon.

Reseptoriin  temel modiilasyonu kanallardan gecen Na™, K

ve Ca™ ile
saglanmaktadir. Bunun yani sira baska bircok molekiill de modiilasyonda gorev
almaktadir (83). Poliaminler, reseptorii direk aktive etmezler, reseptdriin uyarilma
durumuna gore yanitlar1 potansiye ya da inhibe edebilirler. Ayni zamanda aminoglikozid
tiirevi antibiyotikler de poliamin benzeri etki gosterirler. Burada dikkat edilmesi gereken
nokta, modiilatorler genelde uyarimin az oldugunda etkiyi potansiye etmeye; fazla
oldugunda ise inhibe etmeye yonelik c¢alisirlar. Bagka bir modiiasyon ise pH ile saglanir

ve fizyolojik kosullarda H" iyonu artis1 reseptorii inhibe eder. Bu inhibisyon ise NR1A

subtipi lizerinden saglanir.

NMDA reseptorleri ayrica kimyasal rediiksiyon ve oksidasyonlar ile giiclii bir
sekilde modiile edilmektedir. Rediiktanlar NMDA kanal ektivitesini arttirirken,
oksidanlar ise azaltmaktadir. Sonug¢ olarak glutatyon, lipoik asit gibi endojen redox

ajanlar tarafindan NMDA reseptor aktivitesi diizenlenmektedir.

Cogu metaller inhibisyon saglamaktadir. Bunlardan en bilineni kursundur. Pb*
artist Ozellikle presinaptik bir reseptor hasar1 yaratir, ayni zamanda sinaptogenezi
NMDA'’ya bagli BDNF sinyalini bozarak yok edebilir (84).Benzer sekilde her ne kadar
bakir ve ¢inko inhibisyon saglayan modiilatorler olsalar da, ¢inko ndral aktiviteye bagh

olarak inhibisyon veya potansiasyon saglayabilir (85).
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2.1.4.2. Cinko ve NMDA reseptor iliskisi

Finn-Mogens Haug’un 1967°de ilk kez c¢inko depolar1 igeren noronlari
kesfettiginden bu yana c¢inkonun, beyinde bircok néronlarin igerisinde vezikiillerde
depolanarak, glutamat ile birlikte sinaptik bosluga salinan ve reseptdr diizeyinde
modiilasyon saglayan bir metal oldugu anlasilmistir. Yapilan bir¢ok invitro calismada
cinkonun NR2A alt tiplerine yiiksek afinitesi ile NMDA reseptorleri iizerine inhibisyon
yaptig1 gosterilmistir (86-88). Bu inhibisyon 2 tiirliidiir : voltaj bagimsiz ve voltaj bagiml:.
Voltaj bagimli olan inhibisyonu magnezyum inhibisyonuna olduk¢a benzerlik gosterir ve
NR2A N-terminallerine baglanarak kanal gegirgenligini durdurur. Cinko, magnezyumdan
farkli olarak, daha diisiikk bir inhibisyon yaratmasina ragmen kanalin igerisinde daha
siiperfisiyal bir noktaya baglandigindan otlirii daha diisitk dozarda da inhibisyon
saglayabilmektedir. Ote yandan NR2A knockout farelerde yapilan birgok ¢alismalarda
inhibisyonun kaybolmasina bagli olarak anksiyete ve diger eksitatorik durumlarin ortaya
cikmasiyla birlikte, molekiiler diizeylerde inhibisyonun devam ettigi gozlenmis ve bu
inhibisyona da voltaj bagimsiz inhibisyon adi verilmistir. Voltaj bagimsiz inhibisyon
reseptor alt tiplerine selektivite gostermez ve tetramer yapidaki NMDA reseptorlerinin
her bir alt birimine baglanarak uyar1 olusumunu engeller. Bu konuda kesin bir bilgi
olmamasina ragmen potasyum cikisini durdurarak repolarizasyonu
engelledigi/geciktirdigi diisiiniilmektedir (89). Bu etkisini ise voltaj bagimli inhibisyonda
oldugu gibi reseptdriin transmembranik alanindan ziyade intrasitoplazmik bdliimiinde
yaptig1 diisiiniilmektedir. Diger yandan Westbrook ve Mayer’in belirttigi gibi micromolar
diizeylerde voltaj bagimsiz bir inhibisyon yaratan ¢inko, daha yiiksek seviyelerde voltaj

bagimli bir inhibisyon da yaratir.

Cinko, inhibitorik etkisinin yani sira, eksitasyonun diisiik oldugu durumlarda
potansiasyon da yaratabilmektedir (90). Bu etkisi submikromolar diizeylerde bile ortaya
cikar ve NMDARI1 alt tipine 6zgiidiir. Cinko, hipokampal noronlarda presinaptik
graniillerde depolanmakta ve glutamatin saliniminda gérev yapmaktadir. Ayn1 zamanda
post-sinaptik ndronlarda NMDA reseptdrlerinin uyardigi ikincil haberci uyar1 kaskadini
da tetikleyerek sinaptik plastisitede rol almaktadir. Bu acidan 6grenme ve bellek i¢in

gerekli bir metal olma 6zelligindedir ve inhibitorik-eksitatorik gorevlerinin kontrolii i¢in
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hiicre i¢i ve sinaptik ¢inko diizeyleri son derece siki bir kontrol altinda tutulmaktadir.
Burada gorev yapan temel proteinler metallothioneinlerdir ve hiicre i¢i ¢inko seviyeleri

arttiginda ¢inkoyu baglayarak hipokampal bolgelerde eksitotoksisite olusumunu engeller

91).

Sekil 5. Sinaptik Bosluktaki Cinko Tasiyicilar:
(The zinc paradigm for metalloneurochemistry. Essays In Biochemistry May 09,
2017, 61(2) 225-235)

Metallothionein’in santral sisteme Ozgii alt tipi olan metallothionein tip 3
knockout farelerde yapilan cesitli ¢alismalarda artmis post-sinaptik hiicrei¢i ¢inko ve
buna bagh eksitotoksite ve noronal kayip gézlenmistir. Ayni sekilde eksitotoksisite ile
seyreden hastaliklarda metallothionein’in kalitimsal ya da soporadik olarak azalmasindan
siiphenilmektedir. Cinkonun bu etkisi en ¢ok post-sinaptik hiicre i¢i seviyeleri ile iliskili
oldugundan kan ¢inko diizeylerinden inhibitorik etkisine gore daha fazla etkilenmektedir.
Bu acidan eksitotoksisite ile seyreden hastaliklarinda kullanilmasi olas1 selasyon

tedavilerinin amaci altinda bu yatmaktadir.
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2.1.4.3. AMPA reseptorleri

Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropionik  asit reseptorleri, diger
adiyla AMPA reseptorleri, hizli sinaptik ileti saglayan bir ¢esit glutamat reseptdrleridir.
Bir ¢esit sentetik glutamat analogu olan AMPA tarafindan uyarildiklar1 i¢in bu ismi almis
olup, santral sinir sisteminde en yaygin olarak bulunan reseptordiir. Yapi olarak
bakildiginda, NMDA reseptorleri gibi tetramer bir yapi gosterir ve 4 adet alt {inite
icermektedir : GRIA1-4 (GluR1-4) (92). Cogunlukla simetrik 2 dimer igerir ve bunlardan
birisi hemen hemen her zaman bir adet GRIA2 dimeri, digeri ise GRIA1, GRIA3 ya da
GRIA4’iin bir dimeridir (93). Her bir alt birim, N terminali ekstraseliiler C terminali ise
intraseliiler yerlesim gosteren 4 adet transmembranik parcadan meydana gelmektedir. Her
ne kadar 4ii de transmembranik olarak sdylense de, 2. parca membrani tam olarak kat
etmez ve membran igerisinde intraseliiler bolime geri kivrilir (94). Tetramer yapi
olustugunda her bir alt birimin 2. Boliimleri karsilikli olarak reseptdriin iyon kanalini

meydana getirirler.

AMPA reseptorleri temelde katlanma proteinleri ile iliskilerini belirleyen C-
terminal bolimlerinde farkliliklar gosterirler. Biitin AMPA reseptorleri PDZ domaini

baglayici alan igermekle beraber baglanan PDZ domainleri birbirinden farklidir.

AMPA reseptorlerinin fosforilasyonlari, kanallarin acik kalma siirelerini ve
iletkenliklerini kontrol eder. Fosforilasyonu iizerinde en fazla g¢alisilmis olan alt iinite
GluR1 olup, serin 818 (S818) bolgesinin protein kinaz C tarafindan fosforillenmesi uzun
siireli potansiasyon i¢in gereklidir (95).Ayn1 zamanda uzun siireli potansiasyon esnasinda
GluR1’deki S383’iin fosforillenmesi, AMPA reseptoriin sinaptik bosluga taginmasinda ve
iletkenliginin artmasinda rol alir (95-97).

AMPA reseptorleri, glutamat ya da diger agonistlerin baglanabilecegi her birisi
bir alt birimde olmak tiizere 4 adet bolge igerir (98). Baglanma bdlgesi her bir alt birimi
olusturan 4 transmembranik pargadan {igiincii ve dordiinciiniin arasindaki ekstraseliiler

kivrimi1 ve N-terminal kivrimi tarafindan olusturulur (99). Agonist baglandiginda bu 2
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kivrim birbirlerine dogru hareket eder ve kanal agilir. Daha fazla baglanma bdlgesi
agonistler tarafindan dolduruldugunda kanalin aciklig1r ve akimi da artar. Kanal bir kez
acildi mi, akimi durdurmak {izere reseptor desensitize olmaya baslar. Bu desentizasyonun,
baglanan bolgedeki kivrimlarin acilarindaki degisikliklerle oldugu diisiiniilmektedir (100).
Daha sonra tekrardan eski haline gelerek yeni agonist baglamaya hazir hale gelir. Bu
yaklasik olarak Ims icerisinde gergeklesir ve bundan dolayt AMPA reseptorleri hizli
eksitatorik iletiden sorumludur (101). Reseptoriin kalsiyum, sodyum ve potasyum gibi
katyonlara ge¢irgenligi GIuR2 alt iinitesi tarafindan yonetilir. Eger bir reseptor GluR2 alt
iinitesi barindirmazsa sodyum, potasyum ve kalsiyuma gegirgen hale gelirken, reseptorde
GluR2’nin varliginda her zaman onu kalsiyuma kars1 gecirgensiz hale getirir. Bu 6zellik
GluR2 nin 2. boliimiinde, mRNA’nin post transkripsiyonel modifikasyonu ile saglanir -
RNA diizenlenmesi-. Temel mekanizma, yiiksiiz olan glutamin aminoasidinin (Q formu)
pozitif yiiklii arjinin aminoasidine ¢evrilmesidir (R formu). Pozitif yiiklii arjinin, yine
pozitif yiikli kalsiyumun girisine olanak tanimaz. Santral sinir sistemindeki hemen
hemen biitin AMPA reseptorleri GIuR2(R)’ye donistiiriiliir. Bu agidan kalsiyum
gecirgenligine sahip NMDA reseptorlerinden farklilik gosterir. Bu da eksitotoksisteye

kars1 bir koruyucu mekanizma olarak diisiiniilmektedir (102).

Reseptoriin hangi alt birimleri i¢erdigi, modiilasyonu acisindan da énemlidir. Eger
bir AMPA reseptorii GIuR2 icermezse, poliaminlerin blokajina karsi daha duyarli hale
gelir. Poliaminler, AMPA reseptorleri iizerindeki potasyum akimini engeller. GluR2
icermeyen bir AMPA reseptoriine poliamin baglandiginda, hiicre depolarize olduktan

sonra digar1 potasyum c¢ikist engellenir ve uyarilma siiresi uzar.
2.1.4.4. Kainat Reseptorleri

Kainat reseptorleri, glutamata yanit veren bir diger iyonotropik reseptdrlerdir. Bu
ismi, kirmizi alglerde bulunan kainat adli bir maddeye yanit vermelerinden Otiirii
almiglardir. AMPA reseptorleri ile birlikte non-NMDA reseptorleri olarak
isimlendirilirler. Bu reseptorler hakkinda heniiz AMPA ya da NMDA reseptorleri kadar
bilgi mevcut degildir. Kainat reseptdrleri hem presinaptik hem de postsinaptik yerlesim

gosterirler. Postsinaptik reseptorler eksitatuar yanitlardan sorumlu iken presinaptik
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reseptorler GABA salinimini regiile ederek inhibitorik etkilerden sorumludur (103).Yap1
olarak tipki NMDA ve AMPA reseptorleri gibi tetramer bir olusum gosterirler ve 5 adet
alt birime sahiptir : GluRS5, GluR6, GluR7, KA1, KA2 (104). GluR5-7’ler homomer
olusturabilirler (6rnegin sadece GluR5’ten meydana gelmis bir tetramer) veya GIluRS ve
GluR6’dan olusan heteromerler olusturabilirler. Ote yandan KA1l ya da KA2 sadece
GluR5-7 ler ile birlikte yer alabilirler, homomer meydana getiremezler. Her bir alt birim
N-terminal kalintilarindan baglanirlar bu rezidiilerin ilk segmenti
ndrotransmitteri/agonisti baglayacak bir kivrim igerir; bu alana S1 adi verilir. Daha sonra
membram 3 kez kat eder. ilk membran1 gecen bdliime M1 adi verilir. M2 ise sitoplazmik
bolgeden baslar, membraninin yarisin1 kat ederek tekrar sitoplazmaya doner. Bu yap1
aynt AMPA reseptorlerine benzer ve M2 boliimii reseptoriin kalsiyum gecirgenligini
kontrol eder (p-loop). M2 sonrasinda M3 bdliimiine doner, burast agonistin N-terminal
kivrimi ile baglanacag: diger bolgedir. M4 ekstraseliiler olarak baglar ve hiicre icerisinde

C-terminal ile sonlanir.

Kainat reseptorleri, sodyum ve potasyuma gegirgen olup tek kanal iletkenlikleri
AMPA reseptorlerine benzer, yaklasik 20 pikosaniyedir. Ancak AMPA reseptorlerinden
daha yavas bir uyar1 artis1 ve azalis1 siirelerine sahip olduklarindan, genel anlamda
AMPA reseptorlerinden daha yavas bir uyar1 saglarlar. Kalsiyuma gegirgenlikleri yok
denecek kadar azdir, p-loop u diizenleyen RNA lar tarafindan bu gecirgenlik diizenlenir

(105).

Kainat reseptorleri yukarida da bahsedildigi gibi hem eksitatorik hem de
inhibitorik etki gosterirler (106). Sinaptik plastisitede ¢ok ufak rolleri mevcuttur (107).
Presinaptik noronlardaki reseptorlerin uyarilmasi, salgilanan nérotransmitter seviyelerini
etkileyebilir (108). Bu etki kisa silirede ortaya cikip, uzun siire devam edebilir ve

tekrarlayan kainat reseptorleri uyarimlari ile kalici hale gelebilir (109).
2.1.4.4. Metabotropik Reseptorler

Metabotropik glutamat reseptorleri, diger adiyla mGluR’ler, indirekt olarak bir

takim metabolik prosesler sonucu aktiflesen glutamat reseptorleridir. G protein bagiml
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reseptorler (GPCR) grubunun C ailesine aittirler (110). Diger biitiin glutamat reseptorleri
gibi glutamat ve diger eksitatorik aminoasitleri baglama yetenegine sahiptirler.
mGluR’lar hipokampiis, serebellum, serebral korteks gibi beyinin birgok alaninda ve
periferik sinir sisteminde hem presinaptik hem de postsinaptik bolgede yer alirlar santral

ve bircok gorev istlenirler; agrinin algilanmasi, bellek gelisimi, 6grenme, hafiza gibi

(111).

Iyonotropik reseptorlerin 4 transmembranik parcalarinin  aksine, diger

metabotropik reseptorler gibi 7 adet transmembranik parga icerirler (102).

Iyonotropik reseptérlerin aksine mGIuR’lar birer iyon kanali degillerdir. Aksine
bir takim biyokimyasal kaskadlar1 aktive ederek iyon kanallarini ya da baska proteinleri
aktive ederek gorev yaparlar (103). Bu aktivasyonlar sinapsin uyarilabilirliginde
degisiklikler yaratabilir, 6rnegin presinaptik bir mGluR uyarimi bir ndrotransmitterin
salgisinda bir inhibisyonuna sebep olabilir (104). Benzer sekilde postsinaptik bir uyarim
sonucu diger reseptorlerin postsinaptik uyar1 yanitlarin1 potansiye edebilir (105).
Metabotropik reseptorlerin sinyal aracili uyar1 dogurabilmesi icin dimerik bir

organizasyonda olmas1 gereklidir (106).

8 tip mGluR tanimlanmis olup bunlar mGIuR1-8 adini almaktadir ve temelde

fizyolojik aktivitelerine ve molekiiler yapilarina gére 3 grupta incelenirler: I, II, III

(105,106).

Grup I reseptorler mGluR1 ve mGluR5’1 igerir. Bu gruptaki reseptdrler AMPA
reseptorlerine benzer sekilde en giiclii L-kuiskualik asit tarafindan uyarilir (107). L-
kuiskualik asit, kuiskualis bitkisinden elde edilen bir eksitatérik amino asit analogudur.
Grup I reseptorlerinin uyarilmasi, fosfolipaz C enzimini aktiflestirerek membran
fosfolipidlerinden inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) olusumunu saglar.
PI3 hidrofilik 6zellikte oldugundan endoplazmik retikuluma kadar ulasir ve burada
reseptorii ile birleserek kalsiyum kanallarinin agilmasina ve sitoplazmik alana kalsiyum
salinmasina sebebiyet verir. DAG ise sitoplazmada kalir fosfolipaz C i¢in bir kofaktor

rolii Ustlenir. Salinan kalsiyum ise uzun siireli potansiasyon/depresyon i¢in gerekli
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sinaptik plastisite, reseptdr upregiilasyonu, reseptdr downregiilasyonu dahil olmak {izere

birgok olayda gorev alir.

Ayni zamanda bu reseptdrler membran yiizeyindeki Na™ ve K'* kapilari ile de
iliski igerisindedir (101). Reseptor yanitlar1 eksitatorik, iletkenligi arttirict sekilde
olabilir; 6rnegin presinaptik alandan daha fazla glutamat salinimina sebebiyet verebilir.
Ote yandan postsinaptik alanda inhibitdrik potansiyeller de yaratabilir. Glutamat
salimimin baskilayabilir ya da voltaj bagimli kalsiyum kanallarin1 modiile ederek LTD’yi
etkileyebilir.

Grup II reseptorler mGluR2 ve mGluR3’leri; Grup III reseptorler ise mGluR 4,6,7
ve 8’1 igerir. Bu 2 grup ¢ogunlukla ATP’den cAMP olusturan adenilat siklaz enzimini
inhibe eden G proteinini (Gi) aktive ederek c¢alisirlar. Presinaptik inhibisyonda gorev
alirlar ve kortekste hem eksitatdrik hem de inhibitdrik postsinaptik membran potansiyel

aktivitelerini diisiirtirler (105).

Group I
Group I Group I (MGMR4, MGIURG
(mGIuR1, mGIURS) (mGIUR2, mGIuR3) Ligand- mGIuR7, mGIURS)
binding
domain

AL

)

Protein
phosphorylation

Sekil 6. Glutamatin metabotropik reseptorleri
(Benedict J. Kolber. Chapter Ten - mGluRs Head to Toe in Pain. Progress in Molecular
Biology and Translational Science. Volume 131, 2015, p: 281-324)

Yapilan ¢aligmalarda grup I reseptdrlerin postsinaptik alanlarda, grup 2 ve 3 iin

ise presinaptik alanlarda yogunlukla oldugunu gosterse de her grup her bolgede
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bulunabilmektedir (109). Ote yandan bazi reseptorler bazi bélgelerde sayica iistiinliik
gostermektedir. Ornegin mGIluR4 beyinde talamus, hipotalamus ve kaudat niikleusta

yogun olarak saptanmistir (110).

Metabotropik glutamat reseptorlerinin su ana kadar bir¢ok farkli gorevleri
tanimlanmistir. Grup 1 mGluR’lar ¢evresinde yer alan NMDA reseptorlerine PDZ
proteinleri tarafindan baglanmakta ve onlarin aktivitelerini arttirmaktadir (111). NMDA
reseptorleri lizerindeki bu modiilatuar etkilerinden dolayr metabotropik reseptorler,
noronlarin  eksitatoksisiteye karst savunmalarinda kilit reseptorler olabilecegi
diisiiniilmektedir (112).Benzer sekilde NMDA reseptor agonistlerinin  grup [
mGluRI’lerin yogunlukta oldugu bélgelerde daha ¢ok hasar yarattigi gosterilmistir (113).
Ayn diistinceyle grup II ve III mGluR’lerin yogun oldugu yerlerde tersi etki beklenmis
ve yapilan calismalarda travma sonrasi glutamat salinimina bagli toksik hasardan
koruyucu olabilecekleri gosterilmistir (114).Metabotropik glutamat reseptorlerinin ayni
zamanda noronlar aras1 dopaminerjik ve adrenerjik iletide de rol aldig: diistiniilmektedir

(115).
2.2. Insiilinin Genel Ozellikeri

Insiilin pankreasta bulunan langerhans adalarindaki beta hiicrelerinden
sentezlenen; 51 aminoasitten meydana gelmis ve birbirlerine disiilfit baglariyla baglanmis
A ve B zincirlerinden meydana dimer yapida bir peptid hormondur. Insiilin yag, protein
ve karbonhidrat emilimi araciligryla bunlarin metabolizmalarin1 ve kandan yag dokusuna,
karacigere ve iskelet kasina glukoz girisini kontrol eder. Ayn1 zamanda hiicre igerisine
aliman glukozun, yag ve glukojene doniisiinii de saglayarak anabolizan bir gorev yapar
(116). Aksine kandaki yiiksek insiilin seviyeleri karacigerden kana glukoz salinimini ve

glukojen yikimini inhibe eder.

Insiilin her ne kadar protein sentezini tetikleyen anabolizan bir hormon olsa da,

diisiik insiilin seviyeleri tam tersi katabolik bir etkiye sahiptir.

Pankreatik beta hiicreleri kan glukoz seviyelerine duyarlidirlar. Kandaki glukoz

konsantrasyonlar1 yiikseldiginde beta hiicrelerinden kana insiilin sekrete edilirken tam
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tersi durumda, yani kan glukoz konsantrasyonu azaldiginda sekresyonu inhibe olur. Ote
yandan alfa hiicrelerinden sekrete edilen glukagon, glukoneogenezi ve glukojenolizi

uyararak instilinin tam tersi etki gosterir.
2.2.1. Insiilinin yapisi, sentezi, salinim ve cinkonun rolii

Insiilin, pankreas beta hiicrelerinde diiz endoplazmik retikulumun duvarlarindaki
ribozomlarda 24 rezidii sinyal peptidi igeren preprohormon olarak sentezlenir ve N
terminalinde bir sinyal peptidi, C terminalinde ise bir molekiil ¢inko igerir. Sentezinden
hemen sonra preprotein konvertaz 1 ve 2 ile birlikte sinyal peptidi uzaklastirilarak
proinsiilin haline getrilir. Monomer halde sentezlenen prepro insiilin, endoplazmik
retikulum icerisinde katlanma yaparak disiilfit baglar1 iceren dimer halini alir. Bu

olusumda N-terminalinden preproinsiiline baglanmis ¢inkonun rolii biiytiktiir.

Preproinsulin Proinsulin Mature Insulin
NHz+
Signal
AChain Sequence NH3+ +H3N- NHz+

CChain

Proteolysis Proteolysis
|
COO-
B Chain -00C
éie%qjaeln(e Cpeptide

Sekil 7. Insiilinin maturasyonu
(Thompson A, Kanamarlapudi V (2013) Type 2 Diabetes Mellitus and Glucagon Like
Peptide-1 Receptor Signalling. Clin Exp Pharmacol 3:138. doi: 10.4172/2161-
1459.1000138)
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Endoplazmik retikulum dahilindeki bir ¢ok fonksiyonda ¢inkonun rolii biiyiiktiir.
Ribozomlardan sentezlendikten sonra monomer olarak gelen proteinler, "katlanmamis
protein yanit1"(UPR=Unfolded protein response) adi verilen bir yanit olusturur ve bu
yanit ¢inko varligi dahilinde, Zap-1 iizerinden INS, EROI1, EUG1 ve PDII (protein
disiilfid izomerizasyonda gorevli kodlayici proteinler) ve FKB2 ( peptidil-prolil cis-trans
izomeraz kodlayic1 protein) aktivasyonu saglayarak proteinlerin post-transkripsiyonel

modifikasyonunda modiilatordiir (117,118).

INS -insiilin katlanmasinda esansiyeldir- 'nin diizglin c¢alisabilmesi ig¢in
endoplazmik retikulum igerisine ZnT5 (zinc transporterS) ve ZnT6 araciligt ile ¢inko
girisi saglanir. ZnT, diger adiyla ¢inko tasiyicisi, ¢inko tasiyicilar ailesinin 2 {iyesinden
birisidir. ZnT'ler intrasitoplazmik c¢inkoyu hiicre disarisina ya da organel/vezikiiller
icerisine tasiyan tasiyict ailesidir (SCL30) ve 10 alt tipi tanimlanmistir (119). Ailenin
diger iiyesi ise ZIP'lerdir (Zrt-like and Irt-like protein) ve bunlar ise ekstraseliiler ya da

intravezikiiler ¢inkoyu sitoplazmaya tasir.

Proinsiilin 81 aminoasitten meydana gelen 3 zincirli bir dimerdir : A zinciri, B
zinciri ve arada baglanti saglayan C-peptid (120). Fonksiyonel bir matiir insiilinin
olusmasi i¢in diizgilin katlanmis bir proinsiilin sarttir : A ve B arasinda meydana gelmis 2
adet disiilfid bag1 (A ve B'nin 7. rezidiileri aras1 ile A'nin 19.rezidiisii - B'nin 20.rezidiisii
aras1) ve A zinciri igerisinde yer alan 1 adet daha silfiilfid bag1 (6.-11. rezidii aras1) ve

dogru pozisyonda bir C peptid (121).

Insiilinin katlanmasinda bir bozukluk, antikor olmadan insiilin seviyelerinin
azaldigi Mutant INS geni iliskili diyabet (MIDY) ile sonu¢lanmaktadir (122). Benzer
calismalar ise insiilinin sekresyonun saglam kaldigi, hatta bazen arttigi, fakat fenotip
olarak tipl diyabete benzerlik gosteren, insiilinin bozuk yapisi ile seyreden periferik
duyarsizlik ile seyreden MODY (maturity onset diabet of youngs) alttiplerinde de

katlanma bozukluklarin1 gostermektedir.

Proinsiilin meydana geldikten sonra paketlenmek {izere golgi cisimcigine taginir.

Golgi cisimciginin iizerinde bulunan ZnTS5 sayesinde tekrardan ¢inko girisi gergeklesir ve
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cinko proinsiiline baglanarak vezikiillere sekrete edilmeye hazir hale getirilip vezikiillere
verilir. Ayn1 zamanda golgi cisimcigi iizerindeki ZnT7 beta hiicrelerindeki proinsiilin
miktarini hiicre i¢i sinyal mekanizmalar ile (Zapl bagimsiz) kontrol eder. ZnT7 aracilt
cinko girisi toplam insiilin miktarini arttirir.  Vezikiillere verilen proinsiilindeki C-peptid,
vezikiil icerisinde endoproteaz ile wuzaklastirilir. Bundan sonra ise depolanmak {izere
cinkoya baglanarak kristalize olur. Vezikiillere ¢inko girisi ise, sadece pankreas adacik

hiicrelerine 6zgii oldugu diisiiniilen ZnT8 tarafindan saglanir.

ZnT8, vezikiillerde depolama ve sonrasinda sekresyon yapilmasi i¢in olmazsa
olmaz bir tasiyicidir ve son zamanlarda diyabet i¢in bir biyomarker halini almistir.
Yapilan ¢aligmalarda ZnT8'in bloklanmasi, beta hiicre i¢i insiilin miktarini arttirirken
sekrete edilen insiilinde azalma yaratmistir (123). Znt8 aracili kristalize edilen instilinin
6 adedi hekzamer halde depolanir ¢iinkii hekzamer halde bulunan insiilin daha stabil ve

uzun Omurladir.

2.2.2. Znt3"iin Hiicre Sag Kalimindaki Rolii ve Insiilin Direnci

ZnT3 baslica glutaminerjik ndronlarda vezikiil igerisine ¢inko alinmasini ve
glutamat ile sinaptik bosluga ¢inko salinmasini saglar. Sinaptik boslukta bulunan ¢inko
bagimli metalloproteianazlar, vezikiiller ile salinan ¢inkolar tarafindan aktive olurlar. Bu
metalloproteinazlarin en biiyiikk gorevlerinden birisi pro-BDNF (Brain Derived
Neurotrophic Factor)nin BDNF'ye doniistiiriilmesidir. BDNF, noron gelisiminde,
canliliginda ve islevlerinin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (173).

Bunun haricinde beyin, beta adacik hiicreleri, adiposit, testiste seminifer tiibiil hiicreleri
gibi bir¢ok hiicrede gozlenen ZnT3; temelde apoptozu kontrol eden, hiicre sag kaliminda
gorevli olan ve hiicre kitlesinden sorumlu olan bir tasiyicidir. ZnT3 knockout farelerde
insiilin saliniminda bozukluklar ve artmis apoptoza bagl hiicre kayiplar1 meydana geldigi
gbzlenmistir. ZnT3 aracili ¢inko girisi hem anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonunu arttirir
hem de oksidan stresi kontrol eder. Ayni zamanda ¢inko bagimli ¢alisan bir reseptor olan

IGF-1 reseptorii ZnT lerin igbirligi ile calisir ve hemen hemen her hiicre iizerinde
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eksprese edilir. IGF-1 apopotoza kars1 hayatta kalma faktorlerinin basinda gelir. IGF-1
reseptoriliniin uyarilmasi, kaspaz inhibisyonu yapan Akt yolunun fosforillenmesini saglar.
IGF-1 hiicre yasaminin devamliligini, direk olarak kaspaz inhibisyonu {izerinden, indirek
olarak ise proapoptotik Bax artisin1 saglayan TGF-Beta inhibisyonu {izerinden saglar

(123,124).
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of IGF-1, IGF-1R, and IGF-1 Binding Proteins in Blood Vessels. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology. 2004,24:435-444)

Diabet hastalarinda hiperglisemiye bagli gelisen osmotik diiirez, idrarla ¢inko
atilimin arttirmakta; ZnT3 ve ona bagl calisan hiicre i¢i ve hiicre yiizeyi diizenleyiciler
bozulmaktadir. Aym1 zamanda ¢inko eksikligi insiilin direncini tetiklemekte, GLUT4

sentezini bozmakta ve insiiline bagimli enerji metabolizmasini kotii yonde etkilemektedir.
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Bunlarin hepsi bir¢ok dokuda hiicre kaybini tetiklemekte ve sag kalim {izerinde olumsuz

olarak bir¢ok rol oynamaktadir.

ZnT-3 bagimh ¢inko inhibisyonu altinda ¢alisan ve aktivasyonu i¢in hiicre ici
cinkonun kritik diizenlenmesini gerektiren glukojen sentaz kinaz-3 betanin da klinik
onemi oldukga biiyiiktiir. Glukojen sentaz kinaz-3 beta (GSK-3B), bir serin/treonin
protein kinaz olup glukojen sentaz enzimini fosforilleyerek inkative eder. Ek olarak
GLUT-4 ekspresyonunu, IRS-1 ekspresyonunu ve beraberinde PI3K/AKT/mTOR
aktivasyonunu baskilayarak insiilinin post-reseptor yolagini1 bozar (125,126). Kisacasi bir
insiilin direnci yaratir ve insiilinin anabolizan ve sag kalim fonksiyonunu ortadan kaldirir.
Asirt arttifi durumlardan bir tanesi olan diyabet ve beraberinde gozlenen c¢inko
eksikliginde ndronal hiicre gelisimi ve sag kaliminda bozukluklar oldugu caligmalarla

gosrterilmistir (127).
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Cinkonun ZnT3 iizerinden etki ederek GSK-3p yi inhibe ettigi bir¢cok calismada
gosterilmistir (128). GSK-3 min asir1 ekspresyonu ¢inko eksikligi ile birlikte gozlenen
alzheimer hastaliginda  artmis seviyelerde bulunmustur. Alzheimer hastaliginin
patofizolojik mekanizmalarindan birisi olan eksitotoksisite; diabetik ndropati, diyabetik
retionpati ve diyabete bagli kognitif bozukluklar gibi komplikasyonlarda da
gozlenmektedir. Bu nedenle ¢inko eksikliginin sik gdzlendigi bir hastalik olan diyabette,

GSK-3p asir1 ekspresyonunun bu komplikasyonlarda rol alabilmesi olasidir.
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2.3. PI3K/AKT/mTOR Yolag

PI3K/Akt/mTOR yolagi, hiicre boliinmesini diizenleyen Onemli bir hiicre igi
haberlesme yolagidir. Bu nedenle direk olarak hiicre proliferasyonu, sag kalim ve kanser
ile iligkilidir. PI3K aktivasyonu sonucu AKT'nin fosforillenerek plazma membranina
lokalize olmasin1 ve aktiflesmesini saglar. AKT'nin proliferasyon {izerinde bir ¢ok rolii
mevcuttur. Bunlarin baglicalar;; CREB (cAMP response element-binding protein)
aktivasyonu, p27 inhibisyonu, FOXO'nun sitoplazmaya lokalizasyonu ve p70
aktivasyonunu saglayan mTOR aktivasyonudur (129). CREB hiicresel bir transkripsiyon
faktoriidiir. DNA {izerindeki cAMP yanit bolgelerine baglanarak hiicre proliferasyonunu
etkileyen genlerin transkripsiyonlarinin aktivasyonunu ya da inhibisyonunu saglayarak
gorev yapar. CREB tarafindan kontrol edilen transkripsiyonlarin baglicalar1 : c-fos,
BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), tirozin hidroksilaz ve bir ¢ok ndéropeptid'dir
(130). CREB'in néronal plastisite, 6grenme ve bellek olusumu iizerinde kanitlanmis
onemli rolleri bulunmaktadir. (131) CREB seviyelerinde azalmanin Alzheimer
hastaliginin  gelisiminde rolii bilinmektedir ve CREB seviylerini arttirmak tedavi
protokollerinden bir tanesidir. p27 ise Rb (retinablastoma) geninin aktivasyonunu
engelleyerek hiicre boliinmesini G1 seviyesinde durdurmakta, yani hiicre proliferasyonu
inhibe etmektedir. mMTOR aktivasyonu ise hiicre proliferasyonunun uyarilmasinda anahtar
rolii iistlenmektedir. PI3K/Akt/mTOR yolagini aktive ettigi bilinen faktorlerin basinda
EGF, IGF-1 ve insiilin gelmektedir (132,133). Bu yolak, 6zellikle noral hiicrelerde
proliferasyonu ve biiylimeyi arttirirken, stabilizasyonu ve farklilagmay1 azaltmaktadir.
Saglikli bir noral hiicre biiylime ve farklilagmasi i¢in Akt aktivasyonu ve inhibisyonun

denge halinde bulunmas1 gereklidir (132,133).

Akt ayn1 zamanda pro-apoptotik genlerin inhibisyonu ile proliferasyonu kontrol

eder. Bu inhibisyon 2 yoldan saglanir.

[lk yol FOXO, IkB ve GSK-3B'mn inhibisyonunu ile ilgili olan indirekt
inhibisyondur. FOXO (Forkhead family transcription factors), defosforile haldeyken
cekirdege girerek p27 ve diger pro-apoptotik genlerin transkripsiyonlarini arttirir (134).

43



Akt, FOXO'yu fosforile ederek FOXO'nun sitoplazmaya lokalize olmasini saglar yani

cekirdege girmesini onler.

IkB, hiicrede hayatta kalma ve proliferasyonun diizenleyicilerinin en
onemlilerinden Nf-kB (Nuclear factor kappa B)nin temel inhibitériidiir. IkB, RelA'ya
baglanarak RelA'nin ¢ekirdege lokalizasyonunu ve Nf-kB'nin sentezini engeller. kB
kinazlar (IKK) ise IkB'yi fosforilize ederek yikimini saglar, Nf-kB'nin sentezini arttirir.
Akt aktivasyonu ise IKKa'nin aktivasyonu saglayarak Nf-kB sentezinde bir artisa sebep
olur. Nf-xB ise apoptozda baslatici etki yaratan kaspaz ailesinin ve pro-apoptotik bir gen

olan Bcl-XL'nin inhibisyonu yapar (135).
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GSK-3B ise p53 basta olmak iizere bir ¢cok pro-apoptotik genlerin aktivasyonunu
saglayarak apoptozu tetiklemektedir ve Akt tarafindan inhibitérik kontrol altindadir.
GSK-3p ve Akt ile iligkisi ayr1 bir baglik olarak verilmistir.

Akt'nin pro-apoptotik gen inhibisyonunda ikinci yol ise direk yoldur. Akt, Bcl-2
ailesine ait BAD gibi pro-apoptotik genleri direk olarak fosforile ederek onlarin

inhibisyonuna sebep olur (136).
2.4. Noral Hiicrelerin Glukoza Yaniti ve Proliferasyon

Beyinde bulunan noronal kok hiicreler, yenilenme ve proliferasyon ile sessiz
kalma ve farklilasma arasindaki dengeyi iyi kurmak zorundadir. P3IK/Akt sinyalizasyonu
bu dengenin saglanmasinda biiyiik rol alir. Noronal hiicreler, sistemik degisiklikleri
algilamada son derecede basarilidir. Kan glukoz seviyeleri arttiginda sentezi artan insiilin
ve IGF-1, PI3K/Akt sistemini aktive eder. Aktiflenen Akt; mTOR aktivasyonu, Rb
aktivasyonu, FOXO'nun fosforilasyonu ve sitoplazmaya lokalizasyonu ile proliferasyonu
saglar (134). Ote yandan glukoz seviyeleri az oldugunda PI3K/Akt yolaginm aktivasyonu
azalir. Boylelikle FOXO'nun sitoplazmadaki lokalizasyonu kaybolur ve ¢ekirdege girerek
p27 ve p21 gibi tlimor silipresdr genlerin aktivasyonunu saglar, hiicre G1 fazinda askida
kalir. G1 fazinda kalma, hiicrelerin farklilagmasi i¢in bir uyaricidir ancak buradaki temel

mekanizmalar tam bilinmemektedir. (134).
2.5. Glukojen Sentaz Kinaz 3 Beta

Glukojen sentaz kinaz 3 beta (GSK-3f), hedefindeki proteinin serin ve treonin
aminoasitlerine fosfat baglayarak gorev yapan bir serin/treoinin protein kinazdir. Ilk
kesfedilen fonksiyonu glukojen sentazi fosforilleyrek onu inaktive etmesidir (137).

Bundan sonra yaklagik 40 protein iizerinde etkisi kanitlanmistir.

GSK-3B glukojen sentezini baskilamasinin yani sira bir ¢ok basamakta glukoz
homeostazin1 kontrol eder. Bu basamaklardan baslicalar1 IRS1'in, fosfoenolpiruvat

karboksilaz ve glukoz 6-fosfatin fosforillenmesidir (137).
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GSK-3f ayni zamanda hiicre proliferasyonu, apoptozu ve sag kalimu ile iliskili
genlerle yakin iliski igerisindedir. Ornegin, GSK-3B, Beta-katenini fosforile ederek
yikimini saglar (138). Beta katenin hiicre proliferasyonunu saglayan Wnt yolagmin en
onemli ara sinyal molekiillerindendir. Bu ylizden GSK-3p3 da Wnt yolaginda 6nemli bir
regililator olarak goriilmektedir. Ayni zamanda GSK-3f apoptozu diizenleyen bir ¢ok
genin transkripsiyonunu saglamaktadir. Bu genlerin basinda p53 ve Bax gelmektedir

(139).

Pro-apoptotik genlerin aktivasyonu ile birlikte hiicre sag kalimi diizenleyici
genlerde de bir inhibisyon yaratan GSK-3f'min heniiz tiim etki mekanizmalari
bilinmemektedir. Ornegin bazi ¢aligmalar, asin GSK-3B ekspresyonunun apoptozda
artisla sonuclandigin1 gosterirken, daha az sayidaki calismalar aoaf knockout farelerin
embriyonik dénemde asir1 apoptoza baglh O6liimlerini gostermektedir (140). Bununla
birlikte apoptozu tetikledigi ve hiicre sag kalimini kotii yonde etkiledigini gdsteren
caligmalar sayica ustiindiir. GSK-3 , IRS-1 bagimli yolakta negatif kontrol sagladig: i¢in,
GSK-3B'nin asir1 aktivasyonu insiilinin etkilerine kars1 direng gelistirmektedir. Ote
yandan tip 2 diyabette gozlenen insiilin direncinin, GSK-3p seviyelerinde yapilan

inhibisyon ile azaldig1 gozlenmistir (141).

GSK-3f'nin aktivitesinin diizenlenmesi bir ¢ok faktdre baglidir. GSK-3p'nin
serin-9 ve serin-21 rezidiileri tizerinden fosforillenmesi aktivitesini azaltirken, tirozin-216
ve tirozin-279 rezidiileri ilizerinden fosforillenmesi etkisini arttirmaktadir (142). Hiicre
igerisindeki bu 2 uglu diizenlenmesi, hiicrenin mitotik indeksine bagldir. Ornegin, Beta
kateninin GSK-3p tarafindan fosforillenmesi, Axin aracili olmaktadir. Axin, beta-
kateninin aktif bolgeleri ile GSK-3f etkilesimi saglarken, hiicreye gelen bir proliferasyon
sinyali, axin'i stabilize ederek GSK-3B'nin aktivasyonunu engeller. Wnt'nin kanonikal
yolunda GSK-3f'nin kontrolii baglica Axin-Beta-katenin geri-bildirimi iizerinden saglanir

(142).

Ote yandan insiilin, IGF-1 ya da EGF gibi faktérler tarafindan IRS-1'in aktive
edilmesi sonucu olusan Akt, yukarida bahsedildigi gibi IRS bagimli yolakta GSK-3'y1

inhibe eden en 6nemli molekiildir.
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Bazi caligmalarda ketaminin de GSK-3f'y1 inhibe ettigi gozlenmistir (143).
Ketamin, NMDA reseptorleri iizerinden etki eden bir glutamat antagonistidir ve daha
once bahsedildigi gibi eksitotoksisitede rol alan temel reseptordiir. Buna paralel olarak,
yapilan baska ¢alismalarda, patofizyolojisinde eksitotoksisitenin yer aldigi hastaliklarda
GSK-3B'nin seviyelerine bakilmis ve olasi rolii incelenmistir. Sonu¢ olarak Alzheimer
hastalig1, depresyon, iskemik ve hemorajik inmeler, dibetik retinopati gibi hastaliklarda
GSK-3f'nin seviyelerinde artis gézlenmistir. Alzheimer hastaliginin erken donemlerinde

tedavi edici rolii olup olmadig1 arastirilmaktadir (144).

2.6. Metforminin Etkisi ve Etki Mekanizmasi

Metformin, biguanidler grubunda yer alan ve pre-diayabet ile Tip 2 diyabetin ilk
basamak tedavisinde uzun yillardir kullanilan bir ilagtir. Temel etki mekanmasi karaciger

tarafindan tiretilen glukozu (9) ve insiilin direncini azaltmaktir(10).

Metformin kan sekerini esas olarak karaciger glukoz tiretimini durdurarak diisiiriir.
Tip 2 diyabet hastasinda normal bir insana goére 3 kat daha hizli glukoneogenez gozlenir,
metformin tedavisi ise bunu 1/3 oraninda azaltir (145). Hepatik glukoz {iiretimine ek
olarak metformin periferik insiilin direncini de azaltmakta, periferik dokularda glukoz
alimmmini arttirmaktadir. Metformin uygulanimi sonucunda GLUT4 enhancer faktoriin
fosforilasyonu artmakta ve dokulara GLUT4 aracili glukoz girisinde bir artis olmaktadir
(146). Metformin ayn1 zamanda yag asidi oksidasyonunu arttirmakta, gastrointestinal

kanaldan glukoz emilimini azaltmaktadir (147).

Metforminin molekiiler mekanizmalar tam olarak agiklifa kavusmamistir.
Metforminin etkisini gosteren bir cok mekanizma ileri siiriilmiistlir. Bunlarin arasinda en
cok kabul gorenler; 1. AMP-bagiml protein kinaz (AMPK) aktivasyonu, 2. protein kinaz
A (PKA)' nin aktivasyonu sonucu yiiksek glukagon seviyelerinin arttirdig: siklik AMP
(cAMP)'nin azalmasi, 3. mitokondriyal gliserofosfat dehidrogenaz inhibisyonudur (148).

Metforminin karaciger glukoz liretimini baskilayabilmesi icin AMPK'y1 aktive
etmesi sarttir (148). AMPK insiilin sinyalizasyonunda, viicut enerji dengesinin devam

ettirilmesinde, glukoz ve yaglarin metabolizmasinin kontroliinde son derece 6énemli bir
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enzimdir. AMPK aktivasyonu sonucu hepatik  glukoneogenetik  genlerden
fosfoenolpiruvat karboksilaz ve glukoz-6-fosfataz inhibe olur (149). Fakat metforminin
hangi mekanizmalar araciligiyla AMPK aktivasyonunda artis yarattigit  heniiz

bilinmemektedir.

AMPK ayn1 zamanda periferik insiilin duyarliligin1 da arttirmaktadir. Metformin
verilmesi ile iskelet kasinda AMPK aktivasyonunda artis oldugu gosterilmistir (150).
AMPK aktivasyonu ayni zamanda perferik dokularda GLUT4 tasiyicilarinin hiicre
membranimna gogline de sebep olmaktadir. Buradaki mekanizma TBCID1'nin
fosforilasyonu sonucu Rab-GTPaz aktive olmasina bagimlidir ve bu enzim ¢inko bagiml
bir enzimdir. Cinko eksikliginde periferik dokularda hiicre yiizeyine GLUT4

ekspresyonunda bir azalma meydana gelir (151).

Metforminin ayni zamanda hiicre proliferasyonu ve sag kalimi {izerinde hem
AMPK bagimli hem de AMPK bagimsiz etkileri mevcuttur. Yapilan calismalarda
metforminin fizyolojik dozlarda kullanimi sonucu, diyabet hastlarinda artan pankreatik
beta hiicrelerinde gozlenen harabiyeti ve kayibi azaltti§i gosterilmistir (13). Bununla
birlikte bir ¢ok noroprotektif etkisi ve ndronal sag kalimi gosteren caligmalar da
mevcuttur. Metforminin post-iskemik hasar1 hafiflettigi (14), iskemi esnasinda
noroprotektif etki sagladigi (15), iskemik hasardan sonra iyilesme siirecini hizlandirdigi

(16), Alzheimer hastaliginda B-amiloid plak olusumunu gerilettigi (17) gosterilmistir.

Metforminin ndroprotektif etkisi ve hiicre sag kalimina olan yararin tam
mekanizmasi temelde 2 mekanizma ile agiklanabilir. Metformine bagli AMPK artisi,
apoptozun ve kayibin arttig1 hiicrelerde Akt aktivasyonunu arttirarak hiicrenin sag kalimi
iizerine olumlu etki yaratmaktadir. Ayni1 zamanda kalp hiicrelerinde AMPK'dan bagimsiz

olarak, MAPK aracili koruyucu etki yarattig1 yapilan caligsmalarla gosterilmistir (152).

Metforminin Akt iizerindeki rolii heniiz net degildir. Baz1 ¢aligmalarda hiicre
harabiyeti sonucu sag kalimi arttirdigi gosterilen metforminin, 6te yandan artmis
proliferasyon ve azalmis apoptoz ile seyreden kanser hiicrelerinde ters etki yarattigi

gosterilmistir. Metforminin bu etkisi dokular aras1 da farklilik gdstermektedir. Ornegin
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metforminin endometriyal stromal hiicrelerde (153), pankreatik beta hiicrelerinde (13)
Akt aktivasyonunu arttirdigini gosteren ¢alismalarin yani sira, hepatositlerde ve bagirsak
hiicrelerinde Akt'nin fosforilasyonuna bagl olarak aktivasyonunu azalttigin1 gosteren
caligmalar da mevcuttur (153). Noronlar iizerindeki etkisini aragtiran her hangi bir

calisma bulunmamaktadir.
2.7. S100 Kalsiyum Baglayici Protein 3

S100 Kalsiyum Baglayict Protein ya da diger adiyla S100-B, S100 protein
ailesinin bir iiyesi olup, biitlin S100 proteinleri gibi bir ¢ok hiicrenin sitoplazma ve
cekirdeginde yaygin olarak bulunurlar. S100 protein ailesinin {iyelerinin hiicre
farklilagmasi, biiyiime siklusunun diizenlenmesi ve devamliligi gibi gorevleri

bulunmaktadir.

S100 protein ailesinden olan S100-f ise merkezi sinir sisteminde glial hiicrelerden,
ozellikle endotelyal komsuluga sahip ve matiirasyonunu tamamlamis astrositlerden

sekrete edilmektedir (154).

S100-B, santral sinir sisteminde bir ¢ok goreve sahiptir; noritlerin uzamasi, hiicre
igerisine Ca' girisini arttirarak noronalmatiirasyonun diizenlenmesi, astrositer ve aksonal
proliferasyonun saglanmasi, PKC bagimli fosforilasyonun inhibitdrik kontrolii gibi.
S100-B, gelismekte olan santral sinir sisteminde bir norotrofik faktor gibi gérev yaparken,
erigkin hiicrelerde o6zellikle PKC bagimli fosforilasyonun kontrollii bir sekilde
devamliligini saglamaktadir. S100-B nin kontrol ettigi PKC bagimli fosforilasyon, santral
sinir sistemin glial ve néronal proliferasyonun hiicre i¢i haberlesme sisteminde énemli bir
rol oynamakta olup artmis PKC aktivitesinin santral sinir sistemi tiimorleri (155), bipolar

hastalik (156), alzheimer, epilepsi ve ALS ile iliskisi bulunmustur (155).
2.7.1. S100-B 'min Tamsal Kullanimi

Fizyolojik kosullarda astrositler icerisinde sentezlenen S100-B, ndronal hasar
sonucunda hiicrelerin igerisinden ekstraseliiler matrikse ve kan beyin bariyeri hasari

varliginda kan dolasimina sizdigi bilinmektedir. Bu nedenle kan S100-8 seviyelerinin
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Ol¢iimii son 10 yildir santral sinir sistemi ve kan beyin bariyeri hasarlarinda tani ve takip
amaciyla kullanilmaktadir. Periferik kanda S100-p diizeylerinin 6l¢iimii; eksitotoksisite
ile seyreden santral sinir sistemi iskemileri, travmalar1 ve epilepside makroskopik
degisikler heniiz meydana gelmeden molekiiler diizeyde hasar1 gosterebilen degerli bir

parametredir (157).

Bununla birlikte periferik kandaki S100-B seviyelerinde artisin tek nedeni
hiicresel hasara bagli hiicreden disar1 sizma olmadigi, ayni zamanda S100-f'nin
ekspresyonunun hasar sonrasinda arttig1 yapilan ¢aligsmalarda gosterilmistir (158). Santral
sinir sistemindeki hasar sonrasinda ekspresyonu artan S100-B'nin, bFGF-FGF Reseptorii
kompleksinin hiicre icerisindeki etkisini arttirarak noronal ve glial rejenerasyon ve sag
kalimi1 olumlu yonde etkiledigi yapilan caligmalarda gosterilmistir (159). Bu bilgiler
1s1831inda S100-B'nin ndrodejenerasyon sonrasi ekspresyonundaki artisin, hasar sonrasi

rejenerasyon derecesi ile koreledir.
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3.1. Geregler

Optik Okuyucu
Qubit analizor
ELISA Yikama
Santrifiij

Hassas Terazi
Hassas Terazi
pH metre
Homojenizator
Girdap karistirict
Sicak su banyosu
Derin dondurucu
Isik mikroskobu
ICP-OES

IHC Boyayici

3.2. Yontemler

Proje igin Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nden
35980450-050.99 say1 numarasi ile etik kurul onay1 alindi. 6-8 haftalik Sprague Dawley
irk1, 40 erkek sican (ortalama agirliklar1 300+ 50 gr) calismaya dahil edildi. Deney
stiresince 20-22 °C oda sicakliginda, %55- 60 nem igeren ortamda ve 12 saat giin 15181/
12 saat karanlik ¢evriminde standart ve ¢inkosu diisiik pelet yem iceren beslenme ve
yasam kosullar1 saglandi. Standart pelet yemin c¢inko igerigi 85mg/kg; besinsel
icerigi %20 protein, %6 selliiloz, %2 yag; metabolize edilebilir enerji degeri 2600
kcal/kg’dir. Cinkosu diisik yem MBD Yem Ticareti (Gebze/Tiirkiye) firmasinda,

3. GEREC VE YONTEMLER

: Biotek Hybrid Reader (Freidrichshall, Almanya)
: Invitrogen(Carlsbad, CA, ABD)

: Biotek Instruments (Winooski, ABD)

: Sigma 3-18K (Harz, Almanya)

: Kern und Sohn GmbH (Balingen, Almanya)

: Radwag (Radom, Poland)

: Ohaus Starter 3100 (New Jersey, ABD)

: Next Advance (New York, ABD)

: Elektro-mag (istanbul, Tiirkiye)

: Lab Companion (Palm Bay, ABD)

: Elcold Lab 85 (Hobro, Danimarka)

: Olympus BX51 (Japonya)

: Thermo ICAP-6000 (Massachusetts, ABD)

: Leica Bond Max (Newcastle, Birlesik Krallik)
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"Altromin C 1040 Cinko eksikligi diyeti" formiiliine bagl kalarak 6zel olarak iiretilmis
olup ¢inko igerigi 4mg/kg olup diger icerikleri standart yem ile aynidir. Siganlarin
tesadiifi sekilde seg¢ilmesiyle olusturulan deney ve kontrol gruplart su sekilde

Ozetlenmektedir:

1. Kontrol grubu (K)

Standart pellet yemi ile beslenmistir, 35. giinde 2.5 ml serum fizyolojik intraperitoneal
olarak injekte edilmistir.

2. Glutamat grubu (G)

Standart pellet yemi ile beslenmis ve her giin, tek doz 3 ml hacminde serum fizyolojik
gavaj ile verilmistir. 35. giinde 4mg/kg D-glutamik asit 2.5 ml serum fizyolojik igerisinde
cozdiiriilerek intraperitoneal olarak injekte edilmistir.

3. Metformin + Glutamat grubu (MG)

Standart pellet yemi ile beselenmis ve her giin, tek doz 100 mg/kg metformin 3 ml
hacminde gavaj ile verilmistir. 35. glinde 4 mg/kg D-glutamik asit 2.5 ml serum
fizyolojik icerisinde ¢ozdiiriilerek intraperitoneal olarak injekte edilmistir.

4. Cinko eksikligi + Glutamat grubu (CG)

Cinko eksikligi yaratmak i¢in Altromin firmasinin ¢inkodan farkir diyet (C1040)
deskripsiyonuna gore hazirlatilmis pellet yem (5mg/kg ¢inko iceren) ile beslenmis ve her
giin, tek doz 3 ml hacminde serum fizyolojik gavaj ile verilmistir. 35. glinde 4mg/kg D-
glutamik asit 2.5 ml serum fizyolojik igerisinde ¢ozdiiriilerek intraperitoneal olarak
injekte edilmistir.

5. Cinko eksikigi + Metformin + Glutamat grubu (CMG)

Cinko eksikligi yaratmak i¢in Altromin firmasinin ¢inkodan farkir diyet (C1040)
deskripsiyonuna gore hazirlatilmis pellet yem (5mg/kg ¢inko iceren) ile beslenmis ve her
giin, tek doz 100 mg/kg metformin 3 ml hacminde gavaj ile verilmistir. 35. giinde 4
mg/kg D-glutamik asit 2.5 ml serum fizyolojik icerisinde ¢ozdiiriilerek intraperitoneal

olarak injekte edilmistir
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GRUPLAR

Grup1: Grup2: Grup3: Grup4: Grup5:
Kontrol (K) D-Glutamik Asit (G) Metformin & D- Cinko Eksikligi & D- Cinko Eksikligi &
n=8 n=8 Glutamik Asit (MG) G { Metformin & D
n=8 r y Glutamik Asit (CMG)

BEKLENEN ETKI MEKANIZMALARI

D-Glutamik Asit : Metformin : Cinko Eksikligi :
GSK-3B Aktivasyonu GSK-3B Inhibisyonu GSK-3B Aktivitesinde
Aracil Eksitotoksisite Aracih Néroprotektif ve Eksitotoksisitede

Etki ve Artis
Rejenerasyonda Artig

ETKI ETTIGI HUCRE GRUPLARI

Glutaminerjik Néronlar ve Néronlar ve
Noronlar Astrositler Astrositler

Sekil 11 . Caliymaya ait deney gruplar

Caligmamiza ait deney gruplarinda uygulanan yontemsel siiregleri Sekil 2'de

Ozetlenmistir.
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Sol Frontal ve
Parletal Korteks

Gava| : SF
Normal Diyet

IP Enjeksiyon :

SF

Grup1:K

ve Subkorteks

Orneklerin
Alin

Gava| ! SF
Normal Diyet

|P Enjeksiyon :
D-Glutamik Asit

Grup2:G Homojenlzasyon

Gavaj : Metfromin
Normal Diyet

IP Enjeksiyon !

D-Glutamik Asit

Grup 3: MG

Santrifd

Gava| ! SF
Cinkodan Eksik Diyet

IP Enjeksiyon :

D-Glutamik Asit

Grup4:CG

Orneklerin
-80C"de

Saklanmasi

Sol Temporal ve
Oksipital Korteks
ve Subkorteks

Saff Serebral
Hemisfer

Gavaj : Metfromin
Cinkodan Eksik Diyet

IP Enjeksiyon :
D-Glutamik As Formaldehitte
Flksasyon

Grup 5: CMG
Blyokimya
Analizler|

Patolojik Kesitlerin
Alinmasi ve Parafin

Biyofizik

Analizleri

Patoloifik Imminohistokimyasal ve
Degerlendirme H&E Boyama

Sekil 12. Calismada uygulanan yontemsel siirecler

Calismamizda arastirilan patolojik, biyokimyasal ve biyofiziksel parametreler

Tablo 1’de gosterilmistir.
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Tablo 1. Calismada incelenen parametreler

Belirteclerin tipi

Parametre

IN6rodejenerasyonun derecesi

GSK-3p (ELISA yontemi ile) (Serum ve Homojenat)

Hematoksilen Eozin Boyama Sonrasi Isik Mikroskobu
Altinda Intakt Noronlarin Kantitatif Sayimi

Cinko seviyelerinin belirlenmesi (Serum ve Doku)

Cinko Diizeyleri (ppm)

Protein oksidasyon belirtegleri (Serum ve Homojenat)

[leri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP)
Protein bagli ileri glikasyon son iiriinleri (prAGEs)

Lipid peroksidasyon belirtecleri (Serum ve Homojenat)

Lipid hidroperoksidleri (L-OOHs)
Malondialdehid (MDA)

Rejenerasyonun derecesi

S100 Kalsiyum Baglayici Protein Beta (S100-f)
(Immunohistokimyasal)

|Antioksidan sistem belirte¢leri (Serum ve Homojenat)

Cu-Zn stiperoksit dismutaz (Cu-Zn SOD)

Katalaz

3.2.1. Gavaj

Sicanlara 35 giin boyunca her giin saat 9:00-10:00 araliginda 18 gauge'lik metal
besleme sondas ile gavaj yapildi. MG ve CMG gruplarina gavaj ile100mg/kg dozundaki
metformin 3ml hacminde verildi. Verilen metforminin doz se¢imi, metforminin
siganlardaki farmakokinetigi ve oral biyoyararlanimi goz 6niinde bulundurularak
yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda siganlarda metforminin bagirsak ve hepatik ilk gecis
etkisi hesaplandiktan sonra oral biyoyararlanimi %29.9 olarak belirtilmektedir (160). Bu
durum g6z 6niine alindiginda, calismamizda vermeyi planladigimiz 100mg/kg dozun
insanlarda Food and Drug Admistration (FDA)'1n belirttigi maksimum giinliik dozun iist
sinir1 olarak kabul edilen 2500mg/giin'e yakin olmasindan kaynaklanmistir. 35 giinliik
uygulama siiresi belirlenirken, metforminin néroprotektif etkisinin en kisa stireyle 21-35
giin arasinda ortaya ¢iktigini gosteren calismalar g6z 6niinde bulundurulmustur (161,162).

Gavajin siganlar lizerinde yarattig1 stresin ¢alismamizin sonuglarini etkilememesi

icin diger gruplara (K,G,CG) gavaj ile 3ml serum fizyolojik verildi.
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3.2.2. intraperitoneal Enjeksiyon

Sicanlara 35. giin alt abdominal dis kadrandan intraperitoneal enjeksiyon yapildi.
G, MG, CG ve CMG grubundaki siganlara 4mg/kg D-glutamik asit (toz) 2.5 ml izotonik
serum fizyolojik icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra intraperitoneal olarak enjekte edildi.
Glutamata bagli norotoksisite yaratmak amaciyla D-glutamik asitin kullanilma nedeni, D-
glutamik asitin siganlarda deamine olamamasi ve kan beyin bariyerinden gegebilmesi
olmustur. D-glutamik asidin intraperitonal uygulama dozu belirlenirken, literatiirde s6z
konusu dozun konviilziyon yaratan fakat mortalite riski minimum kabul edilen doz
olmasi1 g6z oniinde bulunduruldu (163).

Intraperitoneal enjeksiyonun siganlar iizerinde yarattig1 stresin ¢alismamizin
sonuclarini etkilememesi i¢in kontrol grubuna da intraperitoneal enjeksiyon ile 2.5ml

serum fizyolojik verildi.

3.2.3. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Sicanlara intraperitonal olarak ketamin/ksilazin (50mg/kg / 10 mg/kg) anestezi
kombinasyonu uygulandi ve intrakardiyak kan alinarak olusturulan hipovolemiye bagl
olarak sakrifikasyon gergeklestirildi. Kan 6rnekleri 10 dakika + 4 °C’de santrifiij edilerek
serum elde edildi. Post-mortem si¢anlardan soguk zincire dikkat edilerek serebrum
cikartildi. Cikartilan serebrum 2 hemisfere ayrildi. Sag hemisfer tartilarak %10'Tuk
tamponlanmis formalin icerisinde fikse edildi. Sol hemisferin frontal ve pariyetal ile
temporal ve oksipital kortikal ve subkortikal dokular1 ayrildi ve tartildi. Temporal ve
oksipital kortikal ve subkortikal dokular ependorflara alinarak -80°C’de saklandi. Frontal
ve pariyetal kortikal ve subkortikal 6rnekler fosfat tamponu (pH 7,4) kullanilarak buz
kaliplar igerisinde cam homojenizatdr yardimi ile %20’°lik doku homojenatlar: haline
getirildi. Doku homojenatlar1 daha 6dnceden etiketlenmis tiiplere alind1 ve 5000 g’de
+40°C” de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar ependorflara

boliinerek ¢alisma anina kadar -80°C” de derin dondurucuda saklandi.
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3.2.4. GSK-3p Seviyelerinin ELISA Yéntemi ile Ol¢iimii

GSK-3p ELISA kiti Aviva Systems Biology'den temin edidi (MA, ABD). GSK-
3B ELISA kiti, biyotinlenmis GSK-3f antikoru ve Avidin-HRP konjugati kullanan,
enzim immiinoassay yontemi esasina gore calismaktadir. Analiz edilen silipernatant
onceden anti-GSK-3B kaplanmis platelere eklenerek 37°C'de 2 saat inkube edildi.
Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyular bosaltild1 ve biyotinlenmis GSK3-Beta detektdr
antikor eklendi. 37°C'de 1 saat inkiibe edildikten sonra 3 kere yikandi. Daha sonra
kuyular bosaltilarak, Avidin-HRP konjugati ile 37°C'de 1 saat inkiibe -edildi.
Inkiibasyondan sonra kuyular 5 kere yikandi. Sonrasinda kuyulara TMB substrati
eklenerek 15 dakika daha inkiibe edildi. Enzim substrat reaksiyonu mavi renkli bir son
iriin meydana getirdi. Son olarak, reaksiyonu durdurmak i¢in eklenen stop soliisyonu ile
mavi renkli {irliniin rengi sariya dondii. Renkli iirlinlin optik dansitesi optik okuyucuda
540 nm’de spektrofometrik olarak Olciildi. Her ornegin GSK-3p konsantrasyonu,
standart egriden hesaplandi.

3.2.5. Cinko Seviyelerinin Ol¢iimii

Asitte ¢ozdiiriilmiis dokular ve serumdaki ¢inko seviyeleri Thermo marka ICAP
600 serisi indiiktif eslesmis plazma optik emisyon spektrofotometresinde (ICP-OES) 206

nanometre dalga boyunda 6l¢iildii.

3.2.6. Patolojik incelemeler
3.2.6.1. Histopatoloji

Tiim beyin dokular1 24 saat 20 mL %10 formalinde fiske edildikten sonra
makroskopik olarak frontal korteks ve subkortikal dokular ile temporal korteks ve
subkortikal dokular1 i¢erecek sekilde kesitler alindi. Kesitler makroskopik olarak

kasetlere alindi, sonra kapali sistem doku takip cihazinda alkol, aseton, ksilen, parafin
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asamalarindan gegerek dehidrate edildi. Ardindan parafin bloklama yapildi. 4pm’lik
kesitler alinarak her bloga hematoksilen-eozin (H&E) boyama uygulandi. Boyali lamlara
kapamasoliisyonu damlatilip, lamelle kapatildi. H&E degerlendirilmesindedejenere hiicre
orani herhangi bir diizeyde kortikal ve subkortikal alanda iicer alanda x40 ve x100
objektifler kullanilarak Image Pro Plus 7 (Media Cybernetics, MD, ABD) programi

kullanilarak belirlendi.

3.2.6.2. Immiinohistokimya

Parafin bloklardan elde edilen 4 um’lik kesitler 6nceden poly-L- Lysin ile
kaplanmis lamlara alind1. Kesitler bir gece 56 C*’lik 1s1da etiivde bekletildi.
Immiinhistokimyasal boyama i¢in kullanilacak S100-B antikorunun EP32 klonu Cell
Marque (CA,ABD) firmasindan, sekonder Bond Polymer Refine DAB Kkiti ise Leica
(Newcastle, Birlesik Krallik) firmasindan temin edildi. 1:400 'liik dilusyonda s100 3
immiinohistokimyasal boya Leica Bond Max IHC Stainer cihazinda 32 dakika inkiibe
edilerek boyama tamamlandi.

Incelemede Olympus BX51 151k mikroskopu kullanildi.

Immiinhistokimyasal olarak uygulanan S100-p degerlendirilmesinde herhangi bir
diizeydeki niikleer boyanma immiinreaktif olarak degerlendirildi. Kortikal ve subkortikal
alanda tiger alandaimmdiinreaktivitenin oldugu hiicreler x40 ve x100 objektifler
kullanilarak belirlendi.Daha sonra x400 objektif kullanilarak toplam 100 hiicredeki
pozitif niikleer reaksiyonveren hiicreler saptandive 100 hiicrede pozitif boyanmis hiicre

sayist olarak belirlendi.
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|2. KFSiT | I 1 KESIT |

o . :7 . Septal Kutup

TemporaI:Kutup

Amigdala

Sekil 13. Makroskopik ince kesitler alinan bolgeler

3.7.2. Biyokimyasal Kolorimetrik Analitik Yontemler

3.2.7.1. Ileri oksidasyon protein iiriinleri

AOPP diizeylerinin analizi, Hanasand ve arkadaslarinin spektrofotometrik
yonteminde (167) modifikasyonlar yapilarak gerceklestirildi. 5 pL 6rnek ve 200 pL sitrik
asit (20 mmol/L) bir mikroplak i¢inde karistirildi. Ardindan, 5 pL 1,16 M potasyum
iyodiir mikroplak  kuyucuklarima eklendi ve reaksiyon karsiminin absorbansi bir
dakikalik inkiibasyonun sonunda 340 nm’de reaktif korline karsi okundu. Kontrolsiiz
olarak ortaya ¢ikabilen renk degisimlerinin yol agtig1, standart kloramin egrisinden olasi
sapmalarin Oniine ge¢mek icin tiim okumalar potasyum iyodiir eklendikten bir dakika
sonra yapildi. Kloramin-T ile hazirlanan standart egride absorbans degerleri 0-100
pmol/litre araliginda lineerite gostermektedir (Sekil 14).AOPP konsantrasyonlari,

kloramin-T esdegeri olarak litrede mikromol olarak ifade edildi.
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Sekil 24. Kloramin T standartlari

3.2.7.2. Lipid peroksidasyon biyobelirteclerinin analizi

3.2.7.2.a. Malondialdehid
MDA, tiyobarbitiirik asitle (TBA) reaksiyona girerek, 535 nm’de maksimum

absorbans veren renkli bir {irlin meydana getirmektedir. Lipid peroksidasyonunun
etkinligi, mikroplak okuyucuda calismaya olanak saglamak amaciyla {izerinde hacimsel
modifikasyonlar yapilan Buege ve Aust’un kolorimetrik yontemi (169) ilegaligildi. 125
pL ornek, 375 pL 0.75 % TBA, 250 uL 30% TCA ve ve 100 pL5 M HCI igerisinde 15
dakika boyunca 95 oC’de kaynatild1 ve sogutuldu. Karisima5000 x g’de 5 dakika siireyle
santrifiij uygulanmasi sonucunda elde edilen siipernatantin absorpsiyonu 532 nm’de
reaktif koriine karst okundu. Orneklerdeki MDA konsantrasyonu molar ekstinksiyon
katsayist €=31,500 M-1 cm-1 kullanilarak hesaplandi ve pmol/mg protein olarak ifade
edildi.

3.2.7.2.b. Lipid hidroperoksitler
L-OOH varliginda, asidik ortamdaki ferro (Fe+2) iyonlari, ferri (Fe+3) iyonlarina

okside olur. Olusan ferrik iyonlar, ferrik ksilenol oranj FOX2 ile bire bir oranda renkli
¢coziiniir bir kompleks (mavi-mor) olusturur (170). 50 pL hacmindeki  ornekler
mikrosantrifiij reaksiyon tiiplerine alindi. Ardindan, lizerine 950 pL FOX2 reaktifi
eklenerek karistirildi. Ornekler FOX2 reaktifi ile oda sicakhigindaki 30 dakikalik
inkiibasyonun sonunda 20 oC 3000 x g’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatant
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fraksiyonunun absorbansi 560 nm’de reaktif koriine kars1 okundu. Hesaplamalarda molar

ekstinksiyon katsayisi olarak e=4.46 +0.23 x 104 M-1 cm-1degeri kullanildi.

3.2.7.3. Proteine bagh ileri glikasyon son iiriinlerinin analizi

Proteine bagli AGE’lerin analizi spektroflorimetrik yonteme gore gergeklestirildi.
Floresans interferansinin Oniine gecmek icin oOrneklere Yanar ve Arkadaglarinin
yontemine gore on islem uygulandi (165). Orneklerdeki proteinler buz iistiinde 20 dakika
boyunca %100’lik TCA ile ¢oktiiriildii. Orneklerin 15 dakika siireyle 5000 x g’de
santrifiijlenmesinin ardindan, %100’lik TCA ile peletler li¢ kere yikandi. Sonraki
asamada protein igeren peletler 6 M guanidin-HCI ¢6ziildii ve floresans degerleri okundu
(165). Orneklerin 350 nm’deki eksitasyon ile maksimum 440 nm emisyondaki floresans
siddetleri kaydedildi. Floresans siddeti FU/mg protein olarak ifade edildi.

Enzimatik redoks homeostazisi biyobelirteclerinin degerlendirilmesi

3.2.7.4. Enzimatik Redoks Homeostazisi Belirtecleri

3.2.7.4.a. Cu-Zn SOD aktivitesi
Orneklerdeki Cu-Zn SOD (EC 1.15.1.1) aktivitesi, Sun ve Oberley’in ydntemiyle

(171) belirlendi. Bu yontemde, ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan
siiperoksit radikalinin, Cu, Zn-SOD enzimi tarafindan ortadan kaldirilamadiginda,
reaksiyon ortaminda bulunan nitroblue tetrazolium (NBT) bilesiginin siiperoksit radikal
anyonu tarafindan indirgenmesi esasina dayanir. pH degeri 10.2’ye ayarlanan 0.3 mmol/L
ksantin, 0.6 mmol/L Na2EDTA, 150 pmol/L NBT, 400 mmol/L. Na2CO3, and 1 g/L
BSA analiz karistmindaki substrat hidrolizinin inhibisyon orani dl¢iilerek enzim aktivitesi
saptandi1. 25 pL’lik 6rnege 972 pL analiz karisimi ve 13 pL ksantin oksidaz (167 U/L)
eklendi. 20 dakikalik inkiibasyonun sonunda mor renk olusumu gozlenir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda 250 pL 0.8 mmol/L CuCI2 mikroplaga eklenerek reaksiyon
durduruldu. Absorbans degeri 560 nm’de reaktif koriine kars1 okundu.

Bir {inite Cu-Zn SOD, siiperoksit radikal anyonunu %50 oraninda dismutasyona

ugratan enzim aktivitesi olarak tanimlanmaktadir.
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3.2.7.4.b. Katalaz aktivitesi

CAT aktivitesi (E.C.1.11.1.6) Aebi yontemine goére (172) belirlendi. H202 nin
yikilma hiz1 240 nm’de kinetik olarak izlendi. 10 pL 6rnek iizerine 30 mM H202igeren
PBS’den 750 pLeklenerek 1 dakika boyunca absorbans degisimi kaydedildi. Aktiviteyi
hesaplamak i¢in 43.6 M-1cm-1 molar absorptivite degeri kullanildi. Bir iinite katalaz

dakikada yikilan 1 pmol H202olarak tanimlanmaktadir, CAT aktivitesi U/mg protein
olarak ifade edildi.

3.2.8. Total protein miktarimin degerlendirilmesi

Doku o6rneklerindeki protein diizeylerinin 6l¢iimii, Qubit analizor ile (Invitrogen,
Carlsbad, CA) ile florometrik olarak gergeklestirildi.

Serum Orneklerinin total protein miktar1 biiiret yontemi ile tayin edildi. Biiiret
reaktifinin hazirlanmasinda 6ncelikle 8 g sodyum hidroksit bir miktar suda 1 L’lik balon
jojede ¢oziildii. Ardindan sirasiyla, 15 g sodyum potasyum tartarat, 5 g bakir siilfat
pentahidrat, 5 g potasyum iyodiir, hazirlanmis olan sodyum hidroksit ¢ozeltisi igerisinde
¢oziildii ve ¢ozelti 1 L’ye tamamlandi. Biiiret reaktifi, tiim proteinlerde bulunan —-CONH-
bag1 ile mor renkli kompleks olusturmaktadir. Orneklerde olusan mor rengin absorbansi
550 nm’de okundu. Seri dillisyonla hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki albumin
cozeltileri (2,5 — 80 mg/ml) ile olusturulan standart egrisi araciligyla orneklerin protein

konsantrasyonu hesaplandi.

3.3. Istatistiksel yontemler

Calismamizin verileri ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
analiz Statistical Package of Social Sciences (SPSS) programi (SPSS Inc.: IL, USA,
stiriim 12.0) kullanilarak yapildi. Normallik testi i¢in Kolmogorov-Smirnov testi
kullanild1. Gruplar arasi kiyaslamada non-parametrik Mann Whitney U testi kullanilda.
Ortalama ve standart hata hesaplanamayan sayisal verilerin analizi, tek 6rneklem t testi

kullanilarak yapildi. p<0.05 degeri tiim istatistiksel analizler i¢in anlamli olarak kabul

edildi.

62



4. BULGULAR

4.1. GSK-3p Seviyeleri

Serumda bakilan non-fosforile (aktif) GSK-3f seviyeleri G grubunda K grubuna
gore ileri diizeyde anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,01) . MG grubunda G grubuna
gore ileri diizeyde anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,01). CG grubunda ise G grubuna
gore ileri diizeyde anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,01). CMG grubunda CG grubuna
gore ileri diizeyde anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,01). MG grubunda ise CMG
grubuna gore anlamli derecedediisiik bulundu (p<0,05) (Sekil 12).

Doku homojenatlarinda bakilan non-fosforile (aktif) GSK-38 seviyeleri G
grubunda K grubuna gore ileri diizeyde anlaml sekilde yiiksek bulundu (p<0,01) . MG
grubunda G grubuna gore ileri diizeyde anlaml sekilde diisiik bulundu (p<0,01). CG
grubunda ise G grubuna gore ileri diizeyde anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,01).
CMG grubunda CG grubuna gore ileri diizeyde anlaml sekilde diisiik bulundu (p<0,01).
MG grubunda ise CMG grubuna gore anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,05) (Sekil
12).
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GSK 3-Beta Seviyeleri
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Sekil 15. Serum ve doku GSK-3p enzim diizeyleri
(G— K: **p<0.01, MG— G: "p<0.01, CG— G: *°p<0.01, CMG— CG: *p<0.01,

CMG— MG: p<0.05)

4.2. Cinko Diizeyleri

Serum ¢inko seviyeleri CM ve CMG gruplarinda diger gruplara gore anlaml
derecede diisiik saptandi (p<0,05) (Sekil 13). Benzer sekilde doku ¢inko seviyeleri de CM

ve CMG gruplarinda diger gruplara gére anlamli derecede diisiik saptandi (p<0,05) (Sekil
14).
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Serum Cinko Duizeyleri
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Sekil 16. Serum serbest ¢cinko iyonu seviyeleri
(CG , CMG — tiim gruplar: *p<0.05)
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Sekil 17. Doku ¢inko iyonu seviyeleri
(CG , CMG — tiim gruplar: *p<0.05)
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4.3. S-100 Kalsiyum Baglayici Protein 3

Kortikal S-100-B boyanma oranlart G grubunda MG grubuna gore ileri diizeyde
anlaml sekilde diisiik bulundu (p<0,01) . CG grubunda ise G grubuna gore anlamh
sekilde diistik bulundu (p<0,05). CG grubunda CMG grubuna goére anlamli sekilde diisiik
bulundu (p<0,05). CMG grubunda ise MG grubuna gore ¢ok ileri diizeyde anlamli
derecede diisiikk bulundu (p<0,001) (Sekil 16). Metforminin kortikal ndrorejenerasyon
orani ¢inkosu normal diyet ile beslenen grupta ¢inkosu yetersiz diyet ile beslenen gruba

gore %97 oraninda daha fazla oldugu saptand.

Subkortikal S-100-B boyanma oranlar1 G grubunda MG grubuna gore ileri
diizeydeanlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,01) . CG grubunda ise G grubuna gore
anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). CG grubunda CMG grubuna gore anlamli
sekilde diisiik bulundu (p<0,05). CMG grubunda ise MG grubuna gore ileri
diizeydeanlamli  sekilde diisiik bulundu (p<0,01). Metforminin  subkortikal
nororejenerasyon orani ¢inkosu normal diyet ile beslenen grupta ¢inkosu yetersiz diyet ile

beslenen gruba gore %97 oraninda daha fazla oldugu saptandi.

Sekil 18. Kortikal ve subkortikal beyin dokusunda niikleer S100f boyanmalari
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Sekil 19. Kortikal S100-f boyanma oranlar: (%)
(G— MG: **p<0.01, MG— CMG: ""p<0.001, CG— G: 0p<0.05, CMG— CG: "p<0.05)
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Sekil 20. Subkortikal S100-p boyanma oranlari (%)
(G— MG: **p<0.01, MG— CMG: "p<0.01, CG— G: 0p<0.05, CMG— CG: Xp<0.05 )

MG
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4.4. Norodejenerasyon

Hematoksilen eozin boyamasinda goriilen kortikal dejenere néron sayisi oranlari
G grubunda MG grubuna gore ileri diizeyde anlamli sekilde ytliksek bulundu (p<0,01) .
CG grubunda ise G grubuna gore anlaml sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). CG
grubunda CMG grubuna gore anlaml sekilde ytiksek bulundu (p<0,05). CMG grubunda
ise MG grubuna gore ileri diizeyde anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,01) (Sekil 18).
Metforminin kortikal noroprotektif etkisinin orani ¢inkosu normal diyet ile beslenen
grupta cinkosu yetersiz diyet ile beslenen gruba gore %136 oraninda daha fazla oldugu

saptandi.

Subkortikal dejenere néron sayis1 oranlart G grubunda MG grubuna gore ileri
diizeyde anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,01) . CG grubunda ise G grubuna gore
anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). CG grubunda CMG grubuna gdre anlaml
sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). CMG grubunda ise MG grubuna gore ileri diizeyde
anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,01) (Sekil 19). Metforminin subkortikal
noroprotektif etkisinin orani ¢inkosu normal diyet ile beslenen grupta ¢inkosu yetersiz

diyet ile beslenen gruba gore %110 oraninda daha fazla oldugu saptandi.
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Sekil 21. Kortikal norodejenerasyon oranlari (%)
(G— MG: **p<0.01, MG— CMG: "p<0.01, CG— G: 0p<0.05, CMG— CG: Xp<0.()5 )
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Norodejenerasyon
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Sekil 22. Subkortikal nérodejenerasyon oranlari (%)
(G— MG: **p<0.01, MG— CMG: "p<0.01, CG— G: °p<0.05, CMG— CG: 'p<0.05)

4.5. Ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP)

Serumda 6lgiilen AOPP seviyeleri G grubunda K grubuna gore anlamli sekilde
yiiksek bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna goére anlamli sekilde diisiik
bulundu (p<0,05). CMG grubunda CG grubuna gdre anlamli sekilde diigiik bulundu
(p<0,05). CG grubunda ise G grubuna gdre anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05).
CMG grubunda ise MG grubuna gore ileri seviyede anlamli derecede yiiksek bulundu

(p<0,01) (Sekil 20).

Dokuda 6l¢iilen AOPP seviyeleri G grubunda K grubuna gore ileri diizeyde
anlaml sekilde yiiksek bulundu (p<0,01) . MG grubunda ise G grubuna gore ileri
diizeyde anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,01). CMG grubunda CG grubuna gore ileri
diizeyde anlaml sekilde diisiik bulundu (p<0,01). CG grubunda ise G grubuna gore ileri
diizeyde anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,01). CMG grubunda ise MG grubuna
gore ileri seviyede anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,01) (Sekil 21).
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Sekil 23. Serum AOPP diizeyleri
(G— K: *p<0.05, MG— G: "p<0.05,CG— G: 0p<0.05, CMG— CG: *p<0.05,

CMG— MG: “p<0.01)
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Sekil 24. Doku AOPP diizeyleri
(G— K: **p<0.01, MG— G: "p<0.01, CG— G: *’p<0.01, CMG— CG: *p<0.01,

CMG— MG: “p<0.01)
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4.6. Lipid peroksidasyon biyobelirtecleri

4.6.1. Malondialdehit

Serumda o6l¢iilen MDA seviyeleri G grubunda K grubuna goére anlamli sekilde
yiiksek bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna gore ileri diizeyde anlaml
sekilde diistik bulundu (p<0,01). CMG grubunda CG grubuna goére anlamli sekilde diisiik
bulundu (p<0,05). CG grubunda ise G grubuna gore anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
CMG grubunda ise MG grubuna gore ileri seviyede anlamli derecede yliksek bulundu
(p<0,01) (Sekil 22).

Dokuda olgiilen MDA seviyeleri G grubunda K grubuna gore anlamli sekilde
yiiksek bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna gore ileri diizeyde anlaml
sekilde diisiik bulundu (p<0,01). CMG grubunda CG grubuna gore anlamli fark
saptanmadi (p>0,05). CG grubunda ise G grubuna gore anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
CMG grubunda ise MG grubuna gore ileri seviyede anlamli derecede yliksek bulundu
(p<0,01) (Sekil 23).
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Sekil 25. Serum MDA diizeyleri
(G— K: *p<0.05, MG— G: "p<0.01 , CMG— MG: ~p<0.01, diger gruplar icin p>0,05)
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Sekil 26. Doku MDA diizeyleri

(G— K: #p<0.05, MG— G: "'p<0.01 , CMG— CG: *p<0.05, CMG— MG: p<0.01, diger
gruplar icin p>0,05)

4.6.2. Lipid hidroperoksit

Serumda 6l¢iilen L-OOH seviyeleri G grubunda K grubuna gore anlamli sekilde
yiiksek bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna gore ileri diizeyde anlamli
sekilde diisiik bulundu (p<0,01). CMG grubunda CG grubuna gore anlamli sekilde diisiik
bulundu (p<0,05). CG grubunda ise G grubuna gore anlaml fark saptanmadi (p>0,05).
CMG grubunda ise MG grubuna gore ileri seviyede anlamli derecede yiiksek bulundu

(p<0,01) (Sekil 24).

Dokuda 6l¢iilen L-OOH seviyeleri G grubunda K grubuna gore ileri diizeyde
anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,01) . MG grubunda ise G grubuna gore ileri
diizeyde anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,01). CMG grubunda CG grubuna gore
anlamli fark saptanmadi (p>0,05). CG grubunda ise G grubuna gore anlamli fark
saptanmadi (p>0,05). CMG grubunda ise MG grubuna gore ileri seviyede anlaml
derecede yiiksek bulundu (p<0,01) (Sekil 25).
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Sekil 27. Serum L-OOH diizeyleri

(G— K: *p<0.05, MG— G: "'p<0.01, CMG— CG: *p<0.05, CMG— MG: p<0.01, diger
gruplar icin p>0,05 )
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Sekil 28. Doku L-OOH diizeyleri
(G— K: **p<0.01, MG— G: "p<0.01, CMG— MG: p<0.01, diger gruplar icin p>0,05 )

umol / mg pr.
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4.7. Proteine bagh ileri glikasyon son iiriinleri

Serumda 6l¢iilen AGE seviyeleri G grubunda K grubuna gore ileri diizeyde
anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,01) . MG grubunda ise G grubuna gore ileri
diizeyde anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). CMG grubunda CG grubuna gore ileri
diizeyde anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,01). CG grubunda ise G grubuna gore
anlamli fark saptanmadi (p>0,05). CMG grubunda ise MG grubuna gore ileri seviyede
anlaml1 derecede yiiksek bulundu (p<0,01) (Sekil 26).

Dokuda ol¢iilen AGE seviyelerinde gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi

(Sekil 27).
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Sekil 29. Serum AGE diizeyleri

(G— K: **p<0.01, MG— G: "p<0.05, CMG— CG: *p<0.01, CMG— MG: p<0.01, diger
gruplar icin p>0,05 )
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Doku AGE
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Sekil 30. Doku AGE diizeyleri
(Tiim gruplar icin p>0,05)

umol / mg pr.

4.8. Enzimatik redoks homeostazisi biyobelirtecleri
4.8.1. Cu-Zn SOD aktivitesi

Serumda o6l¢iilen Cu-Zn-SOD aktivitesi G grubunda K grubuna gdre anlaml
sekilde diisiik bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna gore ileri diizeyde anlamli
sekilde yiiksek bulundu (p<0,01). CMG grubunda CG grubuna gore anlamli fark
saptanmadi (p>0,05). CG grubunda ise G grubuna gore anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
CMG grubunda ise MG grubuna gore ileri seviyede anlamli derecede yiiksek bulundu
(p<0,01) (Sekil 28).

Dokuda 6lgiilen Cu-Zn-SOD aktivitesi seviyelerinde gruplar arasinda anlaml

fark saptanmadi (Sekil 29).
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(G— K: *p<0.05, MG— G: "p<0.01, CMG— MG: “p<0.01, diger gruplar icin p>0,05)
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4.8.2. Katalaz aktivitesi

Serumda olgiilen katalaz aktivitesi G grubunda K grubuna gore anlamli sekilde
diisiik bulundu (p<0,05) . MG grubunda ise G grubuna goére anlaml sekilde yiiksek
bulundu (p<0,05). CMG grubunda CG grubuna gore anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
CG grubunda ise G grubuna gore anlamli fark saptanmadi (p>0,05). CMG grubunda ise
MG grubuna gore ileri seviyede anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,01) (Sekil 30).

Katalaz  aktivitesinin dokuda  6l¢iimii  teknik  problemlerden  dolay:

gergeklestirilemedi.
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Sekil 33. Doku katalaz aktivitesi diizeyleri
( G— K: *p<0.05, MG— G: "p<0.05, CMG— MG: ~p<0.01, diger gruplar icin p>0,05 )
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4. TARTISMA

Arastirmamiz glutamatin neden oldugu néronal hasarda metforminin koruyucu
rolii oldugunu gostermektedir. S6z konusu noroprotektif etkinin GSK-3 ve ¢inko aracili
oldugunu ileri siirmektedir.

Glutamat memeli beyninde baskin eksitator norotransmitter olarak onemli rol
oynamaktadir (174). Bununla birlikte, asir1 diizeyde glutamat salinmasi, eksitotoksisite ile
sonuclanir. Eksitotoksisite; beyin iskemisi de dahil olmak {izere akut ve kronik bir¢ok
beyin hastaligi ile iligkili noronal hasarlarda 6nemli bir faktordiir (174-176).

Arastirmamiz sonucunda elde ettigimiz histopatolojik bulgularimiz, D-glutamik

asit uygulanan siganlarin kortikal ve subkortikal bdlgelerinde ©nemli hasar olustugu
yoniindedir. Cinko eksikligi olan siganlarda D-glutamik asitin olusturdugu hasarin daha
da belirgin oldugu sonucuna vartlmistir (Sekil 21,22).
Normal beyin gelisimi i¢in optimum diizeydeki ¢inkonun gerekliligi acik¢a bilinmektedir
(177). Baz1 calismalar c¢inkonun, reseptdrler iizerindeki ¢inko baglanma yeri ile
etkileserek N-metil-D-asparate (NMDA) reseptorlerini (5 - 7) ve glutamat salinimini (8,
9) inhibe ettigini bildirmistir. Bdylece ¢inko eksikliginde NMDA reseptorleri tizerindeki
inhibisyonun ortadan kalkmasi ve  presinaptik ndrondan glutamat salgisi artisi,
arastirmamizdaki cinkosu yetersiz diyetle beslenen si¢anlarin kortikal ve subkortikal
bolgelerdeki hasarin daha belirgin olmasindan sorumlu olabilecegi goriisiindeyiz.

Iskemik veya hemorajik inmeler (5), Alzheimer hastahig (4), otizm (6),
amiyotrofik lateral skleroz (4) gibi hastaliklarin patogenezinde asir1 glutamat salinimi yer
almaktadir. Bu hastaliklar sirasinda glutamaterjik sinir terminallerinden sinaptik yariklara
salinan asir1 glutamat tarafindan uyarilan NMDA reseptorleri hiicre igerisine kalsiyum
girisini arttirir. Bu mekanizmanin iskemi sonrasi ndronal dejenerasyon (eksitotoksisite)
ile iliskili oldugu c¢aligmalarla kanitlanmistir (10, 11). Bu nedenle, serebral iskemi
sirasinda sinaptik vezikiillerden glutamat ile birlikte salinan ¢inko, NMDA reseptorleri
araciligiyla meydana gelen kalsiyum girigini bloke eder. Cinkonun yarattig1 bu blokaj,

asir1 glutamat salinimina bagli néronal hasara kars1 koruyucu bir etki yapabilir.
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Benzer sekilde Alzheimer hastaliginda serum c¢inko seviyelerinin kontrol

gruplarina gore azaldigini gosteren caligmalar bulunmaktadir (35).

Diger taraftan Ana M. Adamo ve arkadaslar1 (177), ¢inko eksikliginin, insan
noroblastoma hiicrelerinde (IMR-32) ndronal proliferasyon iizerindeki etkilerini ve IMR-
32 hiicreleri ile farklilagtirilmis sigan kortikal néronlarinin primer kiiltiirlerinde apoptoz
iizerindeki etkilerini arastirmislardir. Arastirmalarinda ¢inko eksikliginin, hiicre
dongiisiiniin GO / G1 fazinda durmasina neden olarak noroproliferasyonunun inhibe
oldugunu gostermislerdir. Cinko eksikliginin hem prolifere olmakta olan hem de sessiz
noronlarda apoptotik noéronal Oliimii tetikledigini 6ne siirmiislerdir. Bu apoptozun,
extracellular-signal-regulated kin ase (ERK) inhibisyonu, kaspaz-3 aktivasyonu ve
niikleer faktor-kappa B'ye (NF-xB) bagimli anti-apoptotik  genlerin  down-
regiilasyonununa sebep olabilecek intrinsik bir yol ile gergeklestigini ileri siirmiislerdir.

Benzer bir ¢aligmada, Rohit Seth ve arkadaslar1 (178), ¢inko eksikliginin, insan
noronal prekiirsor hiicrelerinde mitokondriyal p53 ve kaspaz bagimli yolaklar yoluyla
apoptozise neden oldugunu gostermistir.

Calismamizda cinko diizeyi yetersiz diyet ile beslenen siganlarda histopatolojik
olarak saptanan asir1 D-glutamik asite bagli noronal dejenerasyonun, ¢inko diizeyi normal
diyetle beslenen sicanlara gore anlamli derecede fazla olmasi bu bilgiler ile paralellik
gostermektedir.

Benzer sekilde GSK-3f aktivasyonun NF-kB'nin down regiilasyonu ve p53 basta
olmak iizere bir¢cok pro-apoptotik gen aktivasyonu ile apoptozu baglattigl ileri
stiriilmektedir. Ayrica ¢inkonun, GSK-3 {izerinde inhibisyon yaratan énemli bir eser
element oldugu belirtilmektedir. Yapilan ¢alismalarda hiicre icerisindeki ¢inko artiginin
GSK-3p 'y1 inhibe ettigi gosterilmistir (31). Sonug olarak, ¢inko eksikliginde ve GSK-38
aktivasyonunda benzer olaylarin meydana gelmesi, ¢inko eksikliginde GSK-38
ekspresyonunun ve/veya aktivitesinin artmast ile ilgili olabilir.

GSK-3, tiim memeli dokularinda bulunan multifonksiyonel 6zel bir serin / treonin
kinazdir. (179,180). Insanlarda iki GSK-3 izoformu vardir: GSK-3a ve GSK-3B. GSK-3a
ve GSK-3B sirastyla serin 21 (S21) ve serin 9 rezidiilerinden (S9) farkli hiicre dist

sinyaller tarafindan fosforile edilerek inhibe edilir. GSK-3B merkezi sinir sisteminde,
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ozellikle de noronlarda yogun olarak bulunmakta olup , bir¢ok 6nemli metabolik ve
sinyal proteinlerini, yapisal proteinleri ve transkripsiyon faktorlerini fosforilleyerek
regiile etmektedir. Sonug¢ olarak glikojen metabolizmasi, embriyogenezis, mitotik
regiilasyon, inflamasyon ve noroplastisitede anahtar rol oynamaktadir (180).

Glutamat aracili uyarimimn GSK-3f seviyelerinde ve aktivitelerinde artisa sebep oldugu
belirtilmektedir. Nitekim GSK-3B'nin iskemik beyin hasari, travma gibi artmis glutamat
salinimi ile seyreden beyin hasarlarinda rol aldigini gosteren g¢alismalar bulunmaktadir
(22).

Bununla birlikte GSK-3B'nin 6nemli substratlarindan biri, spesifik ndronlarda
mikrotiibiil fonksiyonunda kritik bir rol oynayan mikrotiibiil baglama proteini Tau'dur
(181). Tau fosforilasyonunun, asir1 GSK-3p eksprese eden transgenik farelerde arttig:
belirtilmistir (182). Benzer sekilde artmis GSK-3f aktivitesinin Alzheimer hastalarinda
Tau fosforilasyonunu arttirdigi gosterilmistir (23). Ek olarak GSK-3p aktivasyonunda
artts Amiloid Prekiirsor Protein (APP) ekspresyonunu arttirmakta, GSK-3p aktivitesinin
baskilanmasi ile beta-amiloid plak olusumunu azaltmaktadir (24),

Calismamizda da asir1 D-glutamik asite bagli norodejenerasyonun goézlendigi
gruplarda (G ve CQG) siganlarin  hem kan hem de beyin dokusunda GSK-3B enzim
diizeylerinde anlamli artislarin oldugu belirlenmistir (Sekil 15). Bulgularimiz glutamat
fazlaliginin GSK-3f ekspresyonunu artirdiini gostermektedir.

Ayrica, son yillarda yapilan c¢alismalar, GSK-3B inhibisyonunun apoptotik
sinyalleri zayiflattigin1 ve noronal 6liimii engelledigini gostermistir (183,184). GSK-38
inhibisyonunun serebral iskemiye karsi koruyucu oldugu ve néronlarin glutamata baglh
dejenerasyonunu Onledigi gosterilmistir. GSK-3B inhibisyonunun serebral ndronlarin
survisini arttirdigi ileri siiriilmiistiir (185-187).

Arastirmamiz glutamat artisina bagli olusan ndérodejenerasyonda, Metforminin
GSK-3f ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu azaltarak noroprotektif etki gosterdigini
ileri siirmektedir. Histopatolojik bulgularimiz, metformin verilen gruplarda glutamat
aracili nérodejenerasyonun, verilmeyen gruplara gore anlamli sekilde azaldigin1 ortaya
koymaktadir (Sekil 21,22) Ek olarak ¢alismamiz nérodejenerasyonun anlamli sekilde
azaldig1 bu gruplarda GSK-3p seviyelerinde de anlamli sekilde azalma oldugunu

gostermektedir (Sekil 15).
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Calismamizda ayni1 zamanda metformin verilen  gruplarda (MG, CMG)
verilmeyen gruplara gore (G, CG) GSK-3f seviyelerindeki ve norodejenerasyondaki
azalmaya ek olarak nororejenerasyonun daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Immiinohistokimyasal olarak saptadigimiz bir ndrorejenerasyon gostergesi olan S100 B
niikleer boyanma oranlar1 metformin verilen gruplarda verilmeyen gruplara gore daha

yiiksek diizeyde saptanmistir (Sekil 19,20)

S100 Kalsiyum Baglayict Protein ya da diger adiyla S100-B, S100 protein
ailesinin bir {lyesi olup, biitlin S100 proteinleri gibi ¢esitli hiicrelerin sitoplazma ve
cekirdeginde yaygin olarak bulunurlar. S100 protein ailesinin {iyelerinin hiicre
farklilasmasi, biiyime siklusunun diizenlenmesi ve devamliligi gibi gorevleri
bulunmaktadir. S100 protein ailesinden olan S100-B ise merkezi sinir sisteminde glial
hiicrelerden, 0Ozellikle endotelyal komsuluga sahip ve olgunlasmasini tamamlamis
astrositlerden salgilanmaktadir (154). S100-f, santral sinir sisteminde bir ¢ok goreve
sahiptir; noritlerin uzamasi, hiicre igerisine Ca ' girisini arttirarak ndronal matiirasyonun
diizenlenmesi, astrositer ve aksonal proliferasyonun saglanmasi, PKC bagimh
fosforilasyonun inhibitdrik kontrolii gibi. S100-B, gelismekte olan santral sinir sisteminde
bir norotrofik faktor gibi gorev yaparken, eriskin hiicrelerde o6zellikle PKC bagimli
fosforilasyonun kontrollii bir sekilde devamliligim1 saglamaktadir (155). S100-B nin
kontrol ettigi PKC bagimli fosforilasyon, santral sinir sistemin glial ve noronal
proliferasyonun hiicre i¢i haberlesme sisteminde énemli bir rol oynamaktadir (155). Aym
zamanda S100-B ekspresyonunun hasar sonrasinda arttigi yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir (158). Santral sinir sistemindeki hasar sonrasinda ekspresyonu artan S100-
B'nin, bFGF - FGF-Reseptorii kompleksinin hiicre igerisindeki etkisini arttirarak ndronal
ve glial rejenerasyon ve sag kalimi olumlu yonde etkiledigi yapilan calismalarda

gosterilmistir (159).

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal bulgularimiz, kanda ve beyin dokusu
homojenatlarinda saptadigimiz GSK-38 enzim diizeyleri metforminin santral sinir
sistemini ndrodejenerasyondan korudugu gibi glutamata bagl gelisen néronal hasarda
nororejeneratif etki gdsterdigini ileri siirmektedir. Metforminin s6z konusu noéroprotektif

etkilerinin GSK-3f aracili oldugunu diistindiirmektedir.
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Metformin, prediyabet ve Tip 2 diyabetin ilk basamak tedavisinde kullanilan
biguainid ila¢ grubu arasinda yer alan bir ajandir. Metforminin temel etkisi, karaciger
tarafindan kana verilen glukozu (9) ve insiilin direncini azaltmasi olarak bilinir (10). Etki
mekanizmalar1 arasinda en bilineni Adenozin Mono Fosfat Kinaz (AMPK)
aktivasyonudur (11). AMPK viicudun hiicresel enerji homeostazini saglayan en énemli
diizenleyicilerden biridir (12). Ayn1 zamanda metforminin terapétik dozlarda kullanimi

sonucunda pankreas beta hiicrelerindeki kayip ve harabiyetin de azaldigi bilinmektedir

(13).

Metforminin hiicre i¢i enerji metabolizmasindaki olumlu etkilerinden dolayzi,
santral sinir sistemi iizerinde de koruyucu etkilerinin oldugu ileri siiriilmektedir. Bunlar
arasinda post-iskemik hasarin ortaya c¢ikisin1 azaltmasi (14), iskemi esnasinda
noroprotektif etki saglamasi (15), iskemik hasardan sonra iyilesme siirecini hizlandirmast
(16), Alzheimer hastaliginda B-amiloid plak olusumunu geriletmesi (17) gibi etkilerden

s0z edilmektedir.

Metforminin insan noral kok hiicreleri (hNSC) iizerinde olumlu etkilerinden sz
edilmektedir (69-71). Metforminin bu hiicreler tizerindeki noroprotektif etkisinin AMPK
aracili oldugu belirtilmektedir (69). AMPK, lipid metabolizmasi, hiicre glikozu alimi
veya mitokondri biyogenezi gibi hiicre i¢i sistemlerin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir
role sahip bir faktordiir. Enerji homeostazinin hiicresel mekanizmalarinin = Alzheimer
hastaliginin patogeneziyle baglantili oldugu (69), bu nedenle insan noral kok hiicrelerinde
AMPK'ya bagli yolaklarin aktivasyonunun, Alzheimer hastalifi icin potansiyel bir
terapotik hedef olabilecegi ileri stiriilmektedir. Amiloid Beta verilen hNSC'ler iizerinde
yapilan ¢alismalarda, AMPK agonisti olan metforminin hiicrelerde canliligin1 arttirdig1 ve
kaspaz kaskadi aktivasyonunun temel markeri olan kaspaz 3/9'u azalttig1 gozlenmistir
(69). AP uygulanan hiicrelerde aym1 zamanda , sitoplazmaya mitokondriden salinan
dissemine sitokrom c'nin kaspaz 9'u aktive ederek apoptozun indiiksiyonunun arttigini,
Metforminin ise bu salinimi Onemli Ol¢iide Onledigi gosterilmistir (69). Ayrica,
metforminin AMPK aktivasyonu araciligiyla B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) ve cAMP
Responsive Element Binding protein (CREB)'inin ekspresyonunu arttirdigi, CREB

artisinin ise hiicre icerisinde Akt aktivasyonuna neden oldugu belirtilmektedir (69).
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Metforminin indiikledigi Akt yolagi, hiicre boliinmesini ve sag kalimini
diizenleyen O6nemli bir hiicre i¢i haberlesme yolagidir. Daha 6nce belirtildigi gibi Akt
aktivasyonu (fosforilasyonu) , GSK-3f inhibisyonu yaratan 6nemli bir protein kinazdir.

Diger taraftan GSK-3f ekspresyonunun ve aktivitesinin hiicre yapisi ve icerigine
gore degisiklik gosterdigi bildirilmisse de (28), metforminin kalpte ve uterin kanser
hiicrelerinde GSK-3p aktivitesini azaltarak olumlu etki gosterdigini ileri siirtilmustiir (29,
30). Bununla birlikte Theodore P. Ciaraldi ve arkadaslar1 (188) metforminin iskelet kasi
ve adipoz dokuda GSK-3B ekspresyonuna ve aktivasyonuna etkisini incelemisler;
metformin tedavisinin, adipositlerde veya iskelet kasinda GSK-3 proteini ekspresyonu ve
inaktivasyonu tlizerinde 6nemli bir etkisinin bulunmadigin belirtmislerdir.

Ancak, santral sinir sisteminde metformin - GSK-3f iligkisini arastiran herhangi
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle arastirmamizda D-glutamik hasarina bagh
norodejenerasyonda metforminin néroprotektif etki mekanizmalar1t GSK-3 diizeyleri ile
iliskili olarak incelenmistir.

Bulgularimiz, aktif GSK-3p diizeylerinin metformin verilen gruplarda verilmeyen
gruplara gore anlaml sekilde azaldigini gostermektedir. Bu bulgular, metforminin, GSK-
3B ekspresyonunun azalttigini ve/veya inaktive ettigini ve buna bagli olarak ndronlarda
asir1  glutamat uyarimmna bagli norodejenerasyonu azalttifini, ndrorejenerasyonu
arttirdigini diisiindiirmektedir.

Bulgularimiz ayni1 zamanda metforminin ndronlar iizerindeki bu protektif ve
rejeneratif etkilerinin, yetersiz ¢inko diyeti ile beslenen gruplarda normal ¢inko ile
beslenen gruplara gore daha az oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 19-22). Bu bulgular,
metforminin GSK-3f inhibisyonunu sadece AMPK-Akt yolaklaklar1 iizerinden degil,
cinko bagimli yolaklar1 da kullanarak yaptigimi disiindiirtmektedir. Soyle ki, Akt
aktivasyonuna neden olan IRS-1 fosforilasyonu sadece AMPK araciligiyla degil, direkt
olarak hiicre i¢i cinko araciligiyla da gerceklesebilir (189). Metformin bu asamada
cinkonun IRS-1 fosforilasyonuna ilave katki saglamasina neden olabilir. Bu nedenle
yetersiz ¢inko diyeti ile beslenen sicanlarda hiicre i¢i ¢inko seviyelerindeki azalma,
metforminin bu gruptaki siganlarda protektif ve rejeneratif etkilerinin daha diisiik
olmasindan sorumlu olabilir. Diger taraftan hiicre i¢i bir diger protein kinaz olan S6K'nin

baz1 c¢aligmalarda GSK-38 'da inhibisyon meydana getirdigi bildirilirken bazi
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caligmalarda aktivasyonuna neden oldugu bildirlmistir (190,191). S6K'nin GSK-38
tizerine etkisi dokular arasinda farkliliklar gosterebilir. S6K'nin ¢inko tarafindan aktive
edildigi belirtilmistir (192). Bu nedenle Metformin santral sinir sisteminde direkt S6K
ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu arttirarak GSK-3f inhibisyonu yaratabilir.
Konuya aciklik getirilebilmesi i¢in metforminin beynin farkli boélgelerinde S6K
ekspresyonuna veya aktivasyonuna etkisini ve GSK-3B ile ilskisini arastiran ileri
caligmalara ihtiya¢ vardir.

Son zamanlarda glutamata bagli norotoksisitenin altinda yatan bir ¢ok mekanizma
One sliriilmiistiir. Bu baglamda, mevcut kanitlar, mitokondriyal solunum =zincirindeki
bozulmay1 6ne siirmektedir (193-194). Glutamat uyariminin, kalsiyum homeostaziyla ve
mitokondriyal fonksiyonlarla giiclii bir sekilde iliskili oldugu bilinmektedir (195).

Yapilan caligmalar, glutamat aracili eksitotoksisitenin oksitadif stres ve
mitokondriyal disfonksiyon ile iligkili oldugunu 6ne stirmektedir (196,197)
Apoptozun, normal beyin gelisimine ve/veya hiicresel diizenlenmeye 6zgii gerekli bir
proses oldugu,. ancak, ndrodejenerasyona sahip hastalarda, oksidatif stresin artis1 ile
baglantili olarak, mitokondriyal solunum mekanizmasinin diizenlenmesinin net bir
sekilde azaldig: bildirilmistir (198-200) Glutamat eksitotoksisitesi ve buna bagli artan
oksidatif stres ile mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin serebral iskemi, travmatik
beyin hasari, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, Alzheimer hastalig1 ve amyotrofik
lateral sklerozda ndronal 6liimle sonuglanan ortak 6zellik oldugu belirtilmistir (201).
Urrutia PJ ve arkadaslar1 (202), bir ¢ok ndrodejeneratif hastaliklarin ortak patognomik
bulgularinin mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif hasar ve kronik inflamasyon oldugunu

belirtmektedir.

(Calismamizda da glutamat uygulanan si¢anlarin serumlarinda ve beyin dokusu
homojenatlarinda oksidatif hasar parametrelerinin diizeylerinde artis oldugu
belirlenmistir. Oksidatif stres parametrelerinden lipid peroksidasyon belirtecleri olan
MDA ve L-OOH; protein oksidasyon parametresi AOPP, kan ve beyin dokusunda artig
gosterirken, glikasyon/glioksidasyon belirteci olan AGE’nin sadece kanda artig
gosterdigi, beyin dokusunda degisiklik géstermedigi gézlenmistir. Anti-oksidan
enzimlerden Cu,Zn- SOD ve katalaz aktivitelerinin kanda anlamli olarak azaldigi, Cu,Zn-

SOD aktivitesinin beyin dokusunda degisiklik gostermedigi belirlendi. Glutamat
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reseptorlerinin beyin disinda testis (203,204) pankreas (205-207), akciger (208),
karaciger (209), kalp (210) gibi periferik organlarda da bulundugu ¢alismalarda
gosterilmistir.

D-glutamik asit uygulamasina bagli bu reseptorlerin asir1 uyarilmasiséz konusu
organlarda AGE artigina neden olabilir. Bu durum kandaki AGE diizeylerinin
artmasindan sorumlu olabilir. Diger taraftan Xiao-Ting Huang ve ark. (211) glutamat
artisinin, pankreas B-hiicrelerinde NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu ile diyabet
gelisimine katkida bulunabilecegini, hipergliseminin B-hiicrelerinin islevini bozdugunu
ve apoptozunu hizlandirdigini belirtmiglerdir. Ayrica Weijun Shen ve ark. GSK-3 (212)
inhibisyonunun insan pankreas B-hiicre proliferasyonunu indiikledigini gostermislerdir.
Bu bilgiler dogrultusunda, glutamat verilen sicanlarda, NMDA reseptorlerinin asir
uyarilmas1 GSK-3f ekspresyonunun ve/veya aktivasyonunun artmasina neden olarak
pankreas beta hiicrelerinde disfonksiyona yaratabilir.Bu durum kanda AGE diizeylerinin
artmasina neden olabilir.

Diyabette AGE artisinin  ndrodejenerasyona neden olabilecegi
bildirilmistir..AGE'ler, glikoz gibi sekerler ile proteinler, lipidler ve niikleik asitlerdeki
amino gruplar1 arasindaki enzimatik olmayan bir reaksiyonla olusmaya baglayan
oksidasyona ugramis bilesikler grubudur (213). AGE'ler, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
inflamatuar yanit {ireten ileri glikasyon son iiriinleri reseptorlerini aktive eder (214).
Reseptor ve AGE'ler arasindaki bu etkilesim siiperoksit radikal anyonunun sentezinde
artisa neden olur. Bu durum katalaz ve siiperoksit dismutaz aktivitesini azaltir (214).
Arastirmamizda glutamat verilen siganlarda kanda Cu, Zn SOD ve katalaz aktivitelerinin
azalmasi, periferik dokularda artan ROS’u uzaklagtirmak amaciyla s6z konusu
antioksidanlarin kullaniminin artmasina bagli gelismis olabilecegi diisiincesindeyiz.

Alzheimer hastaliginda, AGE diizeylerinin kontrole gore ii¢ kat daha yiiksek
oldugunu, AGE'lerin hem ndrofibriler yumaklar hem de A plaklar ile kolokalize oldugu
kesfedilmistir (215). Ayrica, AGE'lerin beynin farkli bolgelerinde f-amiloid birikimini
hizlandirarak hastaligin ilerlemesine katkida bulundugu gosterilmistir (215). AGE
birikiminin, AMPK 'nin ve onun sinyal yolaklarinin down-regiilasyonuna neden olarak

hNSC 6liimiinii ve mitokondriyal disfonksiyonu arttirdig: bildirilmistir. (216).
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Bu nedenlerle glutamat salgisindaki artisa baglh kan AGE diizeylerinde artis
norodejenerasyona katkida bulunabilir.

Diger taraftan, glutamata baglh hasar kortekste; hipokampiis, amigdala, bazal

gangliyonlar gibi subkortikal yapilarin her hangi birinde AGE artisina, Cu,Zn-SOD
aktivitesinin azalmasina neden olabilir. Etkilenmeyen bdolgeler, etkilenen bolgelerdeki s6z
konusu parametrelerdeki degisimleri maskeleyebilir.
Norodejenerasyon ¢aligmalarinin genellkle korteks, hipokampiis ve bazal gangliyonlarda
yogunlastig1 dikkati ¢ekmistir. Diger taraftan Emma Perez-Costas ve ark. (36), fare
beyninde 151k ve elektron mikroskobu caligmalari ile GSK-3’nin santral sinir sisteminde
korteks, bazal gangliyon ve hipokampiiste yogunlastigin1 gdstermislerdir. Bu nedenle
calisgmamizda korteks ile hipokampiis ve bazal gangliyonlar1 iceren subkortikal yapilari
birlikte arastirdik.

Calismamizda, metformin verilen sicanlarda (GM, GCM) kanda ve dokuda
oksidatif stres parametrelerinin verilmeyen siganlara (G, GC) gore anlamli olarak
azaldig1 saptanmistir. Kan Cu,Zn-SOD ve katalaz aktivitelerinde ise anlamli artislar
oldugu belirlenmistir.

Calismalar (217-219), metforminin protektif etkilerinin, azalmis ROS {iretimine
ve pro-oksidanlar ile anti-oksidanlar arasinda dengenin diizenlenmesine bagli oldugunu
ileri siirmektedir.

Zhao RR ve ark. (220) metformin tedavisinin farelerde pentilenetetrazol (PTZ) ile
indiiklenen epilepsi modellerinde, kognitif koruma sagladigi, oksidatif stresi azaltarak

antioksidan 6zellik gdsterdigini ileri stirmiistiir

Yapilan calismalar, oksidatif stresin ve dolayisiyla oksidize lipidler ve proteinler
gibi belirteclerin seviyesinin artmasinin Alzheimer hastaliginin patogenezinde énemli bir
rol oynadigim1 gostermektedir (221,222)., Chen Z, Zhong C (223), protein
oksidasyonunun, Alzheimer hastalifindaki serebral glukoz metabolizmasini azaltarak
ndronal dejenerasyona neden oldugunu ileri stirmiislerdir. Apelt J ve ark. (224), hayvan
model calismalarinda reaktif azot metabolitlerindeki (RNS) artisin AP birikimiyle iliskili
oldugunu bildirmistir. Diger caligmalar, AB'nin mitokondriyal proteinlerle etkilesime
girebilecegini ve daha sonra elektron transport zinciri fonksiyonunu bozabilecegini,

mitokondriyal disfonksiyonu ve ROS olusumunu stimiile ettigini ileri siirmektedir (225).
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Oksidatif stresin tau hiperfosforilasyonunu gelistirebilecegi de bildirilmistir (226).

Dopaminerjik néronlarda GSK-3p'nin mitokondriyal disfonksiyona neden olarak
ROS olusumunu arttirdigr bildirilmistir (227) . Arastirmamizda da, gerek normal ¢inko
diyeti gerekse yetersiz ¢inko diyeti ile beslenen sicanlarda glutamat uygulamasinda
gozledigimiz oksidatif stres artis1t GSK-3B'nin ekspresyonunun ve/veya aktivitesinin artigi

ile iligkili olabilir.

(Calismamizda normal ¢inko diyeti ile beslenen si¢anlara metformin uygulamasi,
glutamat toksisitesinin yarattig1 oksidatif hasar1 kan ve beyin dokusu homojenatlarinda
anlamli diizeyde azaltirken antioksidan parametrelerde anlamli artis olusturmustur. Daha
once bahsedildigi gibi AGE birikiminin, AMPK 'nin ve onun sinyal yolaklarinin down-
regiilasyonuna neden olabilecegi ileri siirilmiistiir (216). Calismamizda gozledigimiz
metforminin antioksidan etkisi AGE’nin neden oldugu AMPK 'min ve onun sinyal
yolaklarinin down-regiilasyonunu engellemesiyle ilgili olabilir. Diger taraftan yetersiz
cinko diyetiyle beslenen sicanlara metformin uygulamasinin, glutamat toksisitesinin
beyin dokusunda yarattig1 lipid peroksidasyonunu azaltamadigi dikkati ¢ekmistir. Bu
bulgu metforminin 6zellikle beyin dokusunda glutamata baglhh gelisen lipid

peroksidasyonunu engellemede ¢inkoya ihtiya¢ duydugunu gostermektedir.

Diger caligmalarin ve kendi ¢alismamizin bulgularina dayanarak metforminin
GSK-3f’nin ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu direkt olarak ve ¢esitli yolaklarla Akt

aktivasyonu ile indirekt olarak azaltarak etki gosterebilecegini diisiinebiliriz.

Arastirmamiz beyinde metforminin GSK-3f ve ¢inko ile iligkisini arastiran ilk
caligmadir. Metforminin 6zellikle beyinin hangi bdlgelerinde ve hangi yolaklar ile GSK-
3B y1 etkiledigini, ¢inko yetersizliginde metforminin antioksidan 6zelliginin azalmasinin

nedenini agiklayan ileri ¢aligmalara ihtiyac vardir.

Sonug olarak glutamat aracili beyin hasarinda kortikal ve subkortikal organlar
etkilenebilir. Glutamat salgisindaki artisin GSK-3f aracilifi ile oksidatif stres artigina
neden olabilecegini sdyleyebiliriz. Bulgularimiz, metforminin, santral sinir sistemindeki

noroprotektif etkilerini teyid etmektedir. Metformin glutamat aracili nérodejenerasyonu
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engelleyebilecegi gibi nororejenerasyonu arttirabilir. Bulgularimiz, metforminin,
noroprotektif etkilerini GSK-3B ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu azaltarak
yapabilecegini diisiindiirmektedir. Metforminin ndroprotektif ve ndrorejeneratif etkisinde

AMPK aktivasyonunun yani sira ¢inko aracili ¢esitli yolaklar 6nemli rol oynayabilir.
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