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Doktora Tezi

DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN DIYABETIK RATLARDA HIPOKAMPUS VE BEYIN
KORTEKSINDE N-CAM PROTEIN EKSPRESYONU VE BUNA MELATONIN VE VITAMIN E’NIN
ETKISI

Mehmet TUZCU
Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali
2004, Sayfa: 62
Hiperglisemi diyabetik n6ropatinin ilerlemesi ve gelismesinde kritik bir rol oynar. Néral
dejenerasyona sebep olan hipergliseminin mekanizmalanindan biri diyabetle birlikte yiikselen oksidatif
4 strestir.  Noral hiicre adezyon molekiilleri immiinoglobulin siiperailesinin iiyeleridir. Alternatif
baglantilarla meydana gelmis NCAM 180, NCAM 140 ve NCAM 120 olarak ifade edilen iig temel
NCAM formu vardir. NCAM'm 6grenme ve hafiza olusumu esnasinda meydana gelen sinaptik
degisikliklere aracihik ettifi one siiriilmiistir. Bu ¢aligma hipokampus ve kortekste néral hiicre adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu degerlendirmek ve buna melatonin ve vitamin E’nin etkisini arastirmak
i¢in yapilmustir. Diyabet karin igine streptozotocin (STZ) enjeksiyonu yolu ile olugturulmugstur. NCAM
ekspresyomn western blot metodu ile hipokampus ve kortekste tespit edilmistir,

Diyabette oksidatif aktivitenin artig, antioksidan savunmamn yetersizligi, protein glikozilasyonu,
glukoz metabolizmasini olumsuz yoénde etkilemektedir. Diyabette lipid peroksidasyonunun sonucu olusan
malondialdehit (MDA) miktan artig gostermektedir. MDA proteinlerin, fosfolipitlerin ve niikleik asitlerin
amino gruplanyla reaksiyona girebilmektedir, Glutatyon (GSH) serbest radikal ve peroksitlerle

reaksiyona girerck Iiicreleri oksidan hasara karg1 korur. Ayrica protein yapisindaki siilfhidril gruplarimu
‘ indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin inaktive olmasiu engeller. Deneysel diyabet ¢alismalarinda
GSH miktarinda asir1 bir diisiis oldugu gériilmiistiir. Diyabetik hayvanlarla yapilan bu ¢aligmalarda GSH’
m dﬁsﬁsﬁne’ karsihk olarak MDA miktarinda artig oldugu tespit edilmigtir. Bu calismada STZ ile
olugturulmus diyabetik rat korteks ve hipokampus dokusunda NCAM ekspresyonu, MDA konsantrasyonu
ve GSH diizeylerinde meydana gelen degigiklikler, bu degisiklikleri énlemede iki 6nemli antioksidamn
(melatonin ve vitamin E) etkinligi arastlmugtir. Bu amagla kontrol, STZ ile olusturulmus diyabetik
ratlar, antioksidan (melatonin ve vitamin E gibi) uygulanmus ratlarin hipokampus ve korteksinde MDA ve
GSH miktarlan 6lciilmiistir. Gruplar arasindaki farkhiliklar ift yonlii varyans analizi kullamlarak
hesaplanmugtir. Post-Hoc hesaplamas: igin de Bonferroni’nin f-istatistik analizi kullamlmustir. p degeri
<0.05 olarak alimus, p degerinden kiigiik olan bulgular anlamli olarak kabul edilmistir.

Elde edilen sonuglar; STZ ile olusturulmus diyabetin, 6grenme ve hafizaya katilan beyin bolgelerinde
N-CAM ekspresyonunda dengesizlige sebep oldugu gorilmiistiir. Diger taraftan melatonin ve vitamin E
uygulanan diyabet gruplarinda MDA seviyesinin diyabet grubuna gore diisiik oldugu, GSH seviyesinin
ise yine diyabet grubuna gore yiiksek oldugu tespit edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, STZ, Serbest radikaller, NCAM, Hipokampus, Korteks, Lipid
peroksidasyonu, Glutatyon, Melatonin, Vitamin E, Western Blot.
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EFFECT OF MELATONIN AND VITAMIN E ON THE EXPRESSION OF NCAM PROTEINS IN
HIPPOCAMPUS AND CORTEX IN BRAIN OF EXPERIMENTALLY INDUCED DIABETIC RATS

Mehmet TUZCU
Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
2004, Page: 62

Hyperglycemia plays a critical role in the development and progression of diabetic neuropathy. One of
the mechanisms by which hyperglycemia causes neural degeneration is via the increased oxidative stress
that accompanies diabetes. Neural cell adhesion molecules (NCAMs) are members of the
immunoglobulin superfamily. There are three major NCAM forms referred to as NCAM 180, NCAM
140, and NCAM 120 which are generated by alternative splicing. It has been proposed that NCAMs
mediate the synaptic changes that occur during learning and memory formation. The present study was
designed to evaluate the expression of neural cell adhesion molecules (NCAM) and to examine effect of
melatonin and vitamin E on this expression. Diabetes was induced in rats via intraperitoneal
streptozotocin injection. NCAM expression was detected in the hippocampus, cortex by an western
blotting method.

In diabetes, especially uncontrolled diabetes increase in the oxidative activity, insufficiency of
antioxidant defence and protein glycosylation negatively effect the glucose metabolism. Malondialdehyde
(MDA) which is the product of lipid peroxidation increases in diabetes. MDA can make reactions with
amino groups of nucleic acids, proteins and phospholipids. Glutathione (GSH) prevents cells from
oxidant damage by making reactions with free radicals and peroxides. Furthermore, it prevent most
proteins from being inactive by holding sulphydryl groups reduced, in proteins structure. In experimental
diabetic studies, excessive decrease was found in GSH levels. In diabetes, MDA was found to be
increased, meanwhile GSH decreased. In the present study, the changes in NCAM expression pattern.
MDA concentrations and GSH levels were investigated in hippocampus and cortex of STZ-induced
diabetic rats, the effects of two potent antioxidant (melatonin and vitamin E) were also studied. For this
aim, MDA and GSH contents were measured in control, STZ-induced diabetic rats and antioxidant (such
as melatonin and vitamin E) treated rats in hippocampus and cortex. Significance of differences between
groups was evaluated by means of two-way analysis of variance in conjunction with Bonferroni's -
statistics, and p-values <0.05 were considered statistically significant.

The results suggest that streptozotocin- induced diabetes causes an imbalance in expression of NCAM
in those brain regions involved in learning and memory. In addition, it was found that the MDA level
decreased and GSH level increased in diabetic groups suplied with melatonin and vitamin E when

compared to diabetic groups.

Key words: Diabet, STZ, Free radicals, NCAM, Hippocampus, Cortex, Lipid peroxidation, Glutathione,
Melatonin, Vitamin E, Western blotting.
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1. GIRIS

1.1. HUCRE ADEZYON MOLEKULLERI

Hiicre adezyon molekiilleri, birgok . hiicrenin ~ yiizeyinden salman  glikoprotein
molekiillerinden olugan yapilardir. Bunlar hiicrelerin birbirlerine, endotel hiicrelerine veya
ekstraselliiler matrikse baglanmalarim saglayan yiizey proteinleridir. Genis ¢apta yapilan birgok
¢alismada adezyon molekiillerinin homofilik ve heterofilik mekanizmalar ile hiicre-hiicre ve
hiicre-substrat gibi farkli baglantilar olusturdugu gézlenmistir [1]. Adezyon molekiillerinin
reseptorlerine ve ligandlarina baglanmalan ile olugan cevap ve etkilesim sayesinde rol
oynadiklar: bazi fonksiyonlan séyle siralayabiliriz;

e Doku/organ gelisimi ve hiicre gogalmasi,

* Embriyogenez,

o Immiin ve enflamatuar hiicrelerin enflamasyon bélgesine gogii,
e Immiin yanitin baslatidmasi ve yayilmasi,

e  Ekstraselliiler matriksten hiicreye bilgi akisi,

e  Yara lyilesmesi,

¢ Kanser metastazi.

Molekiiler biyoloji galigmalarinda transmembran diizeyinde birgok hiicre adezyon molekiili
bulunmustur. Bunlar integrin, kadherin, selektin ve immiinoglobiilin siiper ailesidir [2].

integrinler hiicresel matriks proteinleriyle etkilesim halinde olan bir protein ailesidir. Integrin
fonksiyonunun bozulmasi ergin ratlarda hipokampusun CA1 bélgesindeki LTP’nin bozulmasina
sebep olur [3]. Integrinler ayrica motor sinir terminallerinde serbest kalan nérotransmitterin
artmasim uyaran giic demek olan kisa dénem sinaptik plastisitesine katkida bulunur [4]. Son
caligmalarda tirozin kinaz sinyallerini ctkiledigi bulunan integrin-associated proteinin (IAP)
ratlarda hafiza performansini etkiledigi ¢ok agik bir sekilde goriilmiistiir [5,6].

Kadherinler hiicre taninmasinda ve gelisme esnasindaki baglantilarda énemli bir rol oynadigi
bilinen protein ailesidir. Kadherinler erginlerde hipokampus ve 6n beyinde eksprese edilirler ve
sinaptik kisimlarda lokalize olurlar [7,8,9,10]. Kadherinlerin sinaptik lokalizasyonda yer
almadaki 1srar1 sinaptik plastisitede potansiyel bir roliiniin oldugunu gostermektir [11].
Kadherin fonksiyonunun engellenmesi temel sinaptik 6zelliklere etki etmeksizin sadece LTP’yi
etkiledigi i¢in kadherinlerin sinaptik plastisitede sadece yapisal gorevi olmasimndan ziyade bir
sinyal rolé bulundugu diigiincesini olast kilar, Kadherinlerle etkilesim halinde olan sitoplazmik
protein ailesinden olan kateninler, kadherinler tarafindan baglatilan sinyal olaylarinin

aracilandirlar. Kateninler geng ve ergin néronlarin sinapslarinda bulunmaktadirlar [11,12].




Aktive immiinoglobiilinler (Ig) yaklasik olarak 100 aminoasit igeren iki beta tabakasindan
olugmustur. Ig homolog tinitesi sabit (Cli-set, C2-set), degisken (V-set) ile intermediate (I-set)
kisimlarm igerir [2,13] (Sekil 1.1.1). Bu yapi anti paralel B- zincirleri ve sayist farkli olan,
sistein etrafinda aminoasit dizilerini igerir. Bunlar hiicre i¢indeki iskelet sistemine baglanan tek
gecisli transmembran glikoproteinlerdir. Baz1 ¢aligmalarda Ig familyasimin hem sinaptogenez
hem de sinaptik plastisiteye katildigi bildirilmigtir [14,15]. Ig siiperailesi iiyeleri tarafindan
aracilik edilen hiicre-hiicre baglantilan sadece noronlar arasinda degil aym zamanda ndronlarla
glialar arasinda da bulunabilir. Noronlarla glialar arasindaki baglantilar sinaptik diizenlemelere
de ayrica katilabilirler [16,17].

Hiicre adezyon molekiilleri (CAM) hiicre disi matriks komponentlerinin yamsira hiicrelerle
diger hiicrelerin arasindaki baglantilara aracilik ederler ve béylelikle sinaptik plastisitedeki
degisiklikleri etkilerler. Bunlann yanisira, hiicre adezyon molekiillerinin néron geligmesinin
dahil oldugu ilk etaptaki hiicresel cevaplarda hiicreler arasi sinyal transdiiksiyon akimini aktive
ettigi gozlemlenmistir [18]. Bunlara ¢k olarak beliri CAM’larin ekspresyonlart néronal
aktiviteyle etkilenebilir [19]. CAM’lar hiicre igi ve dist sinyallere aracilik ederler. CAM’1n
gelisme esnasinda noronal baglantilann formasyonu igin 6nemli oldufu ve son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarla noronal CAM’1n sinaptik plastisiteye katildigy 6ne siiriilmiigtiir [20,21,22].

Néral hiicre adezyon molekilleri (NCAM) iyi bilinen hiicre adezyon molekillerinden biridir
{23]. NCAM da imminoglobulin siiper ailesi iginde incelenen protein yapilardir. NCAM
molekiilii N terminaline 6zgii 5 adet C2 bolgesi igerir. NCAM vapilannin extraselliler kismina
tutunmus uglarinda 5 adet Ig bolgesi (Ig-I) ve 2 adet fibronektin homolog bélgesi (Fn-II)
igermektedir (Sekil 1.1.1) [13]. 5 Ig bolgesi de polisialik asit (PSA) igeren bolgelere sahiptir, bu
bolgeler hafiza ve 6grenmede 6nemli roller tistlenir. NCAM salimimt sadece sinir sisteminde
degil, ayrica beyin omurilik sivist (BOS), amniyon sivisy, plazma, kalp kasi ve ¢izgili kas gibi
vapilarda da bulunur. NCAM ekspresyonunun kalbin innervasyonu ve morfogenesizin dahil
oldugu ¢ogu morfogenetik olayda da 6nemli bir rol oynadifi tespit edilmistir [24,25,26].
NCAM’mn viksek seviyeleri mizag bozuklugu, sizofrenli hastalarm beyin-omurilik sivisinda
kimyasal beyin tahribi durumunda gézlemlenmistir [27,28]. Bu yiizden NCAM’in beyin
patolojisi ve - plastisitesinde onemli bir rol oynadigi disiiniilir [29]. Bu molekiiller ayrica
hiicresel gb¢, aksonal gelisme, sinaptik plastisite ve g¢evresel aksonlarin rejenerasyonuna
katilirlar {30,31,32,33]. NCAM sadece merkezi sinir sisteminde yapisal organizasyona katilmaz
avnt zamanda ergin beyinde sinaptik modifikasyonlara da katilir. Bunlara ek olarak periferal
sinirlerin ¢ikarilmasindan sonra NCAM ekspresyonunun yiikseldigi gozlemlenmis ve bu da

NCAM’m rejenerasyona katkida bulunabildigi diisiincesine bizleri yénlendirmistir {34,35,36].
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Sekil 1.1.1.: (A) Ug major NCAM izotipinin genel yapilan; hiicre zan ile iliskisi. (B) NCAM izotiplerinin
alternatif birlesmeler ile farkli adezyon molekiilleri ve PSA ile olan baglantisi [13].

1.1.1. Néral Hiicre Adezyon Molekiillerinin Yapisi ve Ozellikleri

NCAM noéronal plastisitede sinaps olusumuna katilan molekiillerin baginda gelir. NCAM’in
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimleri ile noéron gelismesini arttirmada diizenleyici olarak
harcket eden yiizey glikoproteinleri oldugu bilinmektedir. [37,38,39,40]. Farkli baglantilarla
olusmus beyinde molekil agirliklann 120, 140, 180 kDa olan 3 major NCAM izoformu
bulunmustur {13,41}. Bunlardan NCAM-180 ve NCAM-140 formlan hiicre digindan hiicre igine
dogru COOH zincirleri ile uzanmig transmembran proteinleri iken, NCAM-120 sadece hiicre
membranina kadar uzamr. NCAM-120 molekiilii ise glikosilfosfatidil inositol (GFI) vasttasiyla
membrana tutunurlar ve sitoplazmada ilerlerler (Sekil 1.1.1). Aym sekilde tim NCAM
vapilarinin ekstraselliler kismina tutunmus uglarinda 5 adet Ig bolgesi (Ig-l) ve 2 adet
fibronektin homolog bolgesi (Fn-III) igermektedir (Sekil 1.1.1) [13].

Bu protein yapilar gigli bir gekilde sinir sisteminden bolca iiretilirler [42]. Asin NCAM
ckspresyonu fonksiyonel degisiklik olmaksizin néromuskiiler sinapslarin yapi ve biiyiikliginde
artisa neden olur [43]. NCAM hiicre membramna baglandiktan sonra transmembran sinyalini
ortaya ¢ikarir. Boylece NCAM’lar adezyonu diger hiicrelerle araci olarak ve ckstraselliler
matrikste veya aktive intraselliller sinyal yollarinda gorev alarak yaparlar [13,42]. Kisaca

hiicresel cevaplarda hiicreler arasi sinyal transdiiksiyon akimin: aktive ederler.



Alternatif baglantilarla plazma membranina molekiiller farkli sekillerde tutunurlar [1].
Alternatif ug uca baglanma ile NCAM yapilanmn degisik bolgelerine tutunan birkag protein
yapis1 daha vardir. Bunlar Exon 15, Exon 18, a, b, ¢, AAG ve Ig bélgesine tutunan VASE ve
PSA’dir [13]. Ozellikli olarak dordiincii Ig bolgesi 7.ve 8. cksonlar tarafindan kodlanir, bu
eksonlarin arasina da VASE denilen 30 bazlik ekson girebilir (Sekil 1.1.1).

Ekstraselliler kismiyla NCAM hem homofilik hem de heterofilik cis ve trans etkilesimlerine
aracilik eder. Bu yapmin NCAM tarafindan transselliller homofilik tanimaya aracilik edebilen
antiparalel dimerlerden sekillenen bir aksi form olabilecegini ifade etmektedir. Fakat molekiil
ekstraselliiler matriks sayisma ve heterofilik etkilesimler arasindaki diger hiicre adezyon

molekiillerine baglt olabilir.

A

Sekil .1.1.2.: Homofilik NCAM molekiillerinin polisializasyonu. (A) Homofilik baglanma ile PSA-
NCAM kompleksinin olugmasi, iki Ig domaini birlesir. (B) PSA yoklugunda NCAM yapisindaki bes Ig
domainin resiprokal olarak birlesmesi [13].

Sonug olarak NCAM homofilik ve heterofilik interaksiyonlar ile hiicre adezyonunu idare
eder [13]. Homofilik aktivasyon Ca**’dan bagimsiz bir mekanizma ile olurken, NCAM veya
NCAM antikorlarmin belli noral hiicrelerde intraselliiler Ca™ artigna neden oldugu
gosterilmistir [13,44]. Bu baglanmada iki NCAM molekilinin Ig5 modili ve Ig3 modili
arasinda resiprokal bir etkilesim oldugu diginilmektedir (Sekil 1.1.2) [13].

NCAM ekspresyonu bazi énemli 6zel dokularda degisik sekillerde kendini gosterir. Tam
NCAM izoformlar: insanda 11., ratlarda 8. ve farede 9. kromozomda bulunan tek bir gen ile
kodlanmaktadir. Fakat alternatif baglantilar ve translasyon sonrasi modifikasyonlarla farkli
izoformlan tretilebilir [45]. NCAM geni en az 25 ekson igerir [46,47,48,49]. 74, 6.7, 52, 4.3
ve 2.9 kb’lik bes NCAM-mRNA sinifi, poliadenilizasyonu ve alternatif baglantisiyla kemirgen
hayvanlarda meydana gelmigtir. 1-14’¢ kadar tammlanan 14 ekson biitin NCAM-




mRNA’'larinda yaygin olarak goériilmigtir. 15-19 eksonlarini gosteren 3 ug¢ eksonunun
kullamlmastyla farkli COOH uglanna sahip yukanda sayilan iig biyiik NCAM polipeptidini
kodlayan mRNA’lar iiretilir [50,51,52]. 7.4 kb’ik mRNA simfinda ekson 14, 19, 18, 17, 16
cksonlan tarafindan takip edilir ve bu mRNA smfi uzun sitoplazmik bolgeye sahip
transmembran NCAM-180"i gosteren NCAM tiirlerini kodlar. 6.7 kb’lik mRNA sinifi 1-14
eksonlarina ek olarak 16, 17, 19 eksonlanm igerir, fakat ekson 18°i icermez [53].

Bu mRNA sinifi NCAM-180’den daha kiigiik bir sitoplazmik bélgeye sahip NCAM-140"1
gosteren bir transmembran NCAM tiriinii kodlar. 5.2 ve 2.9 kb’ik mRNA smiflarinin
herikiside 1-15 eksonlarim igerir, ancak 16-19 eksonlarindan yoksundur. Bu iki simif mRNA
alternatif poliadenilizasyonu yiiziinden biyiiklikleri farklidir. Her iki simfta glikozilfosfatidil
inositol (GFI) yoluyla membram birlestiren NCAM-120’yi kodlar [53).

Sonug olarak bu karmasik yapilanmalar ve alternatif ekson kullanmmi ile, transkriptin

sonunda bilinen 3 major NCAM formu beyinde olusur [54].

1.1.2. Ogrenme ve Hafizamn Sekillenmesinde Noral Hiicre Adezyon Molekiillerinin Rolii

Yapilan son ¢aligmalarda hipokampal mossy fiber sistemde NCAM ve PSA saliniminin
farelerde ayrntili analizinde, NCAM salimimu sadece néronal regiilasyon igin énemli degil;
ayrica go¢ (migrasyon) gibi yapisal degisiklikler, aksonal biiyiime ve fasikiilasyon ile plastisite
aktivitesi iginde gerekli oldugu gosterilmistir {1].

Ogrenme iizerine NCAM’mn katthmumn daha fazla kanti NCAM antikorlarmmn
intraventrikiiler enjeksiyonu ile ratlarda, enjeksiyondan 6-8 saat sonra ¢6grenme ve uzun dénem
hafizaya zarar verdigi, 48 saat sonra yapilan pasif sakinma cevabi testi ile gésterilmigtir [55].
Ayni deneysel ¢alisma tavuklarda da yapilmis ve hafiza kaybina (amnezi) neden olmustur [56].
Aym sekilde NCAM’dan yoksun birakilan farelerde uzaysal grenme ve bulma yeteneginin
bozuldugu, Morris water maze testlerinde 6grenmelerinde geri kalmalar oldugu tespit edilmistir
[1,57]. Bununla beraber 6grenmedeki bu yetersizligin neden kaynaklandigi bilinmemektedir.
NCAM’in posttranslasyonel modifikasyonunda ¢grenme ile ilgili degigiklikler gézlemlenmistir.

NCAM sadece gelisme esnasinda merkezi sinir sisteminin yapisal organizasyonuna katkida
bulunmaz, ayn1 zamanda beyindeki tahrip olmus sinaptik modifikasyonlara da yardimer olur. Bu
nedenle NCAM salimmunin, ¢zellikle PSA-NCAM’in dgrenmenin ve uzun dénem hafizanin

olusumunda ne kadar gerekli oldugu anlasilmaktadir [58].



1.1.3. Sinir Sistemi Hastaliklari ile Noral Hiicre Adezyon Molekiillerinin Iliskisi

Beyinin yaslanmasi, Alzheimer hastalig1 ve serebrovaskiiler yaralanmalarda kargimiza gikan
bazi ortak bozukluklar vardir. Bunlar kalsiyum diizenlenmesindeki eksiklikler, mitokondri
islevlerindeki azalmalar, reaktif oksijen urinlerinin ortaya ¢ikisindaki artiglar, bu iiriinlerin
dokularda birikimi ve immiin sistem fonksiyon bozuklugudur. Etki-sonug iliskilerinin agikliga
kavusturulmas: igin néron hiicre kiiltiirii  sistemi kullanilmaktadir. Kullanilan  kiiltiir
sistemlerindeki hiicrelerin yaglarma gore bu etki-sonug iliskilerini ortaya gikarmak miimkiindir.
Kiiltiir modellerinde néronlarin kalitsal 6zellikleri ve yasla birlikte olugan beta-amiloid birikimi
ve apoptozis geligimi takip edilebilmektedir. Mevcut sorunun g¢oziilmesi i¢in giiniimiizde
tizerinde ¢aligilan noktalar kalsiyum artisinin inhibisyonu, reaktif oksijen iiriinlerinin etkilerinin
azaltilmasi ve mitokondrial fonksiyonun dizeltilmesi ile enerji iiretiminin saglanmasina
yoneliktir. Geng ve yash néronlarin rejenerasyon ve ¢ogalma yeteneklerinin ortaya ¢ikanimasit
- yasa bagh gerilemelerin diizeltilmesinde ve néron hasar ile seyreden hastaliklarin tedavisinde
umut vadetmektedir. Iste bu noktada NCAM molekillerinin olumlu etkileri giindeme
gelmektedir [59].

Miza¢ bozuklugu ve sizofrenlerde BOS kimyasinda beyin parankiminin tahribine bagh
yiiksek NCAM duzeyleri tespit edilmigtir. Tavuklarda ve ratlarda NCAM antikorlarmn
intraventrikiiler enjeksiyonu ile 6grenme siirecinin bozuldugu gériilmistir [55]. Bunun yanisira
PSA-NCAM’m enzimatik olarak ortadan kaldinlmasiyla ratlarda wuzaysal 6grenme
engellenmigtir {60]. Yine deneysel olarak deniz yumusakcalarindan Aplysia california’lar
iizerinde vapilan ¢aligmalarda Aplysia hiicre adhezyon molekiillerinin (apCAM) diizeylerinin
diistiritlmesi ile yeni sinaptik baglantilarin 6grenmeyle iligkili formasyonu olumsuz etkiledigi

gosterilmigtir [61].

1.1.4. Sinaptik Plastisite

Sinir sisteminin geligmesi néronal déngiiyii olusturmak igin yol gosteren sinaptik baglarn
'yeniden olugsmasinin devam ettirilmesiyle karekterize edilir. Erginlerde sinaptik plastisite,
ogrenme ve hafiza olusumu gibi fizyolojik ve patolojik sartlarm tammlanmasi ve néronal
"dongiiniin tamamlanmasiyla anlagilir {62]. Noral hiicre adezyon molekiilleri ve onun polisiale
olmus formunun (PSA-NCAM) néronal plastisite ve sinapslarda ¢ok énemli bir rol oynadigt
bilinir [63].

Noronal plastisite beyin fonksiyonlarmdan 6grenme ve hafiza formasyonunda oénemli
gorevler alir [54]. Kortikal noéronlann farkhlagmasi ve iyilesme igin, sinaptik plastisitenin

aktivite artigt igin PSA-NCAM’mn giglii bir sekilde salinimu oldukga énemlidir. Kortikal



haritalarin yeniden organizasyonunun temelini olugturan mekanizmalar fonksiyonel iyilesmeler
ile birlestirirler. Burada NCAM ve PSA-NCAM gibi birgok molekiil rol oynar. Bunlar néronal
ag plastisitesinde iliski kurmaya yararlar, bdylece kortikal yeniden organizasyona katkida
bulunurlar [44].

Coziinebilen NCAM tipleri beyinde, beyin omurilik sivisinda ve plazmada bulunur [13,64].
NCAM hiicre migrasyonunu, nérit uzammm ve fasikillasyonunu etkileyerek beyinde
sinapslarin olusumunda olasi rol oynarlar. Ayrica NCAM i etkisinin bloke edildigi farelerde
olfaktor bulbusun ve hipokampustaki mossy fiber sistemin geligiminin geri kaldig: gosterilmigtir
[13]. Bu nedenle NCAM molekiilleri beynin gelismesi esnasinda Merkezi Sinir Sistemi
(MSS)’nin yapisal organizasyonuna girerken, olgun beyinde ise sinapslarm yeniden olusum ve
diizenlenmesine katilmaktadirlar. Bu molekillerin sinaptik plastisite diginda hiicre gogii,

aksonal biiytime, periferal aksonlann yenilenmesinde de gorev aldiklar: diiginiilmektedir [1].

1.1.5, Sinaptik Plastisite ve PSA-NCAM

NCAM formlarn i¢inde sinaptik plastisitede rol alan en 6nemli molekiill PSA-NCAM’dir
[13,65]. PSA, alfa-2-8-linked sialik asit artiklarmin uzun homopolimerazidir [1]. NCAM
izoformlarinin %30’unu PSA olusturmaktadir. Bu nedenle PSA-NCAM terimi siklikla
kullamlmaktadir. PSA’min buradaki rolii karsilikli membranlar arasindaki adezyonlarin
kolaylikla yapilmasim saglamaktir. Polisialize olmus yapt NCAM’in adhezif etkilerini artirir
[1,66].

Sinaptik plastisite ve néronal aktiviteye bagh norogenezis olayinda onemli rol alan PSA-
NCAM™n, ozellikle beyinin belli bélgelerinde diizeylerinin artmus oldugu gozlenmistir. Bu
bolgeler hipokampal formasyonda rol alan olfaktor sistem ve dentat gyrustur [67,68,69,70].
Yasa bagli olarak ortaya ¢ikan hafiza bozukluklari hipokampal plastisitedeki azalma ile
birliktedir. MSS’nin olusumunda NCAM’in polisialize olmamig hali rol alirken, gelisimi
sirasinda PSA-NCAM bolca sentezlenir. Kemirgenlerde hipokampal formasyonda, yeni olusan
noronlarin farklilagma ve matirasyonunda da PSA-NCAM salimmmunin aktif rol aldigy
gosterilmistir [37,69]. Disli graniil hiicrelerinin polisilizasyonu ise yasla birlikte azalir. Ancak
vagla baglantih aktif azalmamin polisializasyondaki azalmayla direkt bir iligkisi
bulunmamaktadir [71,72]. |

Kafa travmasi sonrast fonksiyonel iyilesme ve tamirde, néronal baglantilann yapr ve
fonksiyonel plastisitesinde de PSA-NCAM gorev alir [44]. PSA-NCAM’'n giiglii bir gekilde
salimimi beyin yapilarinda géze garpan doku reorganizasyonunda ve plastisitede énemli roller

iistlenir. NCAM polisializasyonunun artis1 yetiskin ratlarda, hem pasif kaginma cevabimn



ogrenilmesinden sonra ve hem de Morris’in su tanki testinde (Morris water maze) uzaysal
6grenmeden sonra gosterilmistir [73,74].

Bu artis ratlarin dentat gyrusunun graniil hiicrelerinde tespit edilmistir. Bagka bir calismada
polisializasyondaki bu yiikselme hipokampal olusumda digli graniil hicrelerinin bulundugu
verde ve oOgrenmeye katilan kortikohipokampaldan sekillenebilen entorhinal korteksteki
noronlarda lokalize olmuslardir [1,75]. NCAM polisializasyonunun artigt aym  sekilde
Ogrenmeye katilan kortikohipokampal yolda PSA-NCAM salmiminida aktive etmektedir {73].
Ancak bu formasyon igin hipotalamo-pitiiiter-adrenal aksin énemli oldugu ortaya konulmugtur
[1]. Polisializasyonun artis1 uygulamadan sonra yukarida belirtilen her iki 6grenme testi iginde
sadece 10-12 saat gozlemlenmigtir. Bunun nedeni de muhtemelen nérogenezin artmasindan
once, olusan énciil néronlardan kaynaklanmaktadir [73].

Hipokampal formasyonun beyindeki esas hedefi glikokortikoit salimmudir. Bu hormonlar
periferik yolla adrenal bezlerden salmrlar ve tiim vicutta ciddi etkileri vardir [76]. Ratlarda
major salman glikokortikoid, kortikosteron olup stres ve fizyolojik cevaplan kolaylagtirmada
dizeyleri artar. Kognitif fonksiyonlar ve LTP (long term potentiation) cevabinda bir U sekli
vardir, hipotalamo-pitititer-adrenal aks aktivitesinin diizensizliginde kognitif yetersizlikler ve
LTP de degisiklikler olur [77]. Bu etkiler kortikosteronun hipokampal formasyondaki yapisal
plastisitede olan major etkileridir [76]. Omegin kortikosteronun baskilanmas: veya
adrenalektomi sonrasinda dentat gyrusta nérogenezin arttign gorilmiisken, tersine cksojen
yontemler ve stresle olusturulan yitksek hormon seviyesi aym yapilarda nérogenezi
azaltmaktadir [78].

Genellikle uzun dénem hafizanin olugmasindaki yapisal degisikliklerin néronal baglantilarla
olustuguna inanilmaktadir. Uzun dénem hafizanin olugmasmda ve grenmede NCAM 1 rolii
ile ilgili son zamanlarda ciddi ¢alismalar yapilmaya baglanmigtir [58]. Ofrenme ve hafizanin
olusumunda temel mekanizma olan sinaptik plastisiteye NCAM molekiillerinin aracilik ettikleri
artik bilinmektedir [58,79]. Ogrenme siirecinde noronal baglantilarda yapisal degisikliklerin
olusmasi uzun dénem hafizamin yerlesmesini saglar. Bu néronal baglanti ve yeniden
organizasyon igleminde NCAM molekiilleri gok 6énemli gérevler iistlenir [80].

NCAM salimminin, 6zellikle PSA-NCAM’m &grenmenin ve uzun dénem hafizanin
olusumunda ne kadar gerekli oldugu anlagilmaktadir [58]. Kisaca olay1 s6yle izah edebiliriz;
PSA-NCAM'm artig1 ile adhezyon hiicrelerinde azalmaya ve nérit uyaniimasinda artisa neden
olmaktadir. Nérogenezin indiklenmesi ile hipokampal formasyon artmakta, 6grenme ve hafiza
islemleri de olumlu etkilenmektedir. Sonugta polisialize olmug NCAM, uzun dénem hafizanm

(depo hafizanin) kurulmasi esnasinda noronal baglantilarin yapisal modellerinin yeniden



olusumuna katkida bulunmus olurlar [81]. En 6nemlisi PSA-NCAM salinimi hizli bir gekilde,
Ca"? bagiml noronal aktiviteyi sekillendirebilmektedir [44,82,83).

1.1.6. Sinaptik Plastisite ve LTP

LTP (Long Term Potentiation) ve LTD (Long Term Depression) gibi mekanizmalar kortikal
reorganizasyon haritalarimm temelini olugturdugu kabul edilmektedir. Bunlarin beyinde bilgi
depolamanin hiicresel temelini olusturduguna inanidmaktadir [44]. PSA-NCAM’m presinaptik
plastisiteye spesifik katkilari oldugu bilinmektedir, bu olay LTP olarak adlandirilir [1].

Yetigkinlerde 6grenme ve hafizaya alma olaylarinda rol oynayan noronal plastisitenin
NCAM molekiilleri tarafindan saglandig artik bilinmektedir [80,84]. Sinaptik plastisitenin bir
ifadesi olan hafizanin olusumunda NCAM’1n roliinii anlamak igin hipokampusta mossy fiber
sinapsta:-L'TP uyaris1 kullamlir {1}. LTP in vivo ve in vitro sartlarda hipokampal sinir liflerinin
vitksek sikliktaki uyanlan ile uyanlabilen sinaptik gegislerdeki uzun siiren bir yiikselmedir.
LTP &grenme ile ¢ogu 6zellikleri paylasir. Hafiza ve 6grenmede sinaptik degisiklikleri kontrol
ettigi sanilan molekiiler mekanizmalar1 anlamada ve tespit etmede artik yaygin olarak LTP
olgtimii kullanilmaktadir. Sinaptik plastisite ve LTP formasyonu hipokampal dilimde bulunan
datalar ile hazirlanir [85].

Bir uygulamada in vitro sartlarda lokal NCAM antikorlarinin ratlarm hipokampal

“kesitlerindeki CA1 boélgelerine enjeksiyonu ile LTP nin devamlihgini ve uyarisim engelledigi
gosterilmigtir [85].

Sinir sisteminin geligimi sirasinda olugan sinaptik degisiklikler, sinaptik plastisitenin de
kapasitesinde degisikliklere neden olur. Tammlanan bu kapasite hatirlama ve OFrenme
yeteneginde onemli rol oynar. Erginlerde bu olay 6grenme ve hafiza olugsumu gibi fizyolojik ve

patolojik sartlarin tammlanmasi ve néronal dongiiniin tamamlanmasi ile anlagilir [61].

1.2. HIPOKAMPUS

Hipokampus, serebral korteksin degisik bir tipinden olusan uzunca bir yapidir. Gergekte,
temporal lob korteksin bir bolimiiniin, yan ventrikiiliiniin ventral yiiziini olusturmak iizere
igerive dogru katlanmasindan ibarettir. Hipokampusun bir ucu amigdaloid niikleuslara dayanir,
kenarlarindan biriyle de temporal lobun ventromedial korteksi olan parahipokampal girusla
kaynagir.

Hipokampusun, serabral korteks bolimlerinin ¢ogu ile oldugu kadar, limbik sistemin temel
yapilar: olan amigdaloid, hipotalamus, septum ve korpus mamillare ile de sayisiz baglantisi

vardir. Hemen her tip duyusal algi, aminda hipokampusun ¢esitli bolimlerinin aktivasyonuna



neden olur ve hipokampus bir ¢ok ¢ikig sinyallerini, hipotalamus ve limbik sistemin 6teki
bolimlerine dagitir, 6zellikle en biiyiikk ¢ikig yollarindan biri fornikse gider. Boylece
hipokampus da, amigdaller gibi duysal girig sinyallerinin uygun limbik reaksiyonlar: doguracak
ek bir kanaldir.

Hipokampusun bir baska o6zelligi de, ¢ok zayif elektriksel uyaranlann, stimilasyonu
kesildikten sonra saniyelerce devam eden lokal epileptik nébetler meydana getirmesidir. Bu
durum, hipokampusun normal fonksiyon durumlarinda bile uzun siiren sinyaller verebilecegini
diigiindiirmektedir [86]. Hipokampal epilepsi sirasinda kisi gesitli psikosomatik etkiler
algilamaktadir. Bunlar arasinda; koklama, g6rme, igitme, dokunma ve bagka tipte
haliisinasyonlar bulunur. Kisi bilincini kaybetme ve bu halisinasyonlarin gergek disi oldugunu
bilse bile, bunlan bastiramaz, kontrol edemez. Hipokampusun bu asit duyarhlifmin
nedenlerinden biri belki de, beynin bagka bolgelerindeki korteksten farkh olarak alti tabaka
yerine ancak ii¢ normal tabakasi olan bir korteks tipinde olmasidir.

Hipokampus, epilepsinin tedavisi amaciyla birkag vakada cerrahi olarak ¢ikariimugtir. Bu
sahislar daha 6nce o6grenmis olduklan aktivitelerin ¢ogunu yeterli bir sekilde yapabilirler.
Bununla beraber hemen hemen yeniden higbir sey ¢grenemezler. Gergekten kendileriyle her
giin birlikte olan kisilerin bile isimlerini veya yuzlerini 6grenemezler. Ancak bir an igin ya da
aktiviteleri sirasinda ne oldugunu animsayabilirler. Boylece , yalniz kisa siireli primer bellekleri
vardir. Bunlarda uzun siireli sekonder bellek olusturma yetenekleri tamamen ya da biiyik
6lgiide ortadan kalkmustir. Bu durum anterograd amnezi olarak bu isimlendirilmistir.
Hipokampusun bozulmasi, daha 6nce kazanilmug bellekte de bazi eksikliklere yol agar, yakin
zamanlara ait bellek, uzak gegmisge gore biraz daha kuvvetlidir.

Hipokampus olfaktor korteksin bir pargasi olarak gelismistir. En asagi sinif hayvanlarda,
hangi besinlerin yenilecegi, belirli objelerin kokusundan tehlikeli olabilecekleri, kokunun
seksitel bakimdan davet edici olup olmadigin belirlemede ve hayati 6nem tasiyan 6teki birgok
kararlarin alinmasinda 6nemli rol oynar. Boylece, beynin en erken gelisiminde, hipokampus
kritik karar verici néronal mekanizmayi olugturarak, girig sinyallerinin 6nemli tiplerini ve énem
derecelerini belirleme fonksiyonunu yiiriitiir. Belki de beyinin 6teki bolimleri gelistikge, oteki
duvsal alanlardan hipokampusa gelen baglantilar bu karar verme yetenegi ile ilgili rolii devam
ettirmektedir.

Hipokampusun, kisa siireli bellegin uzun siireli bellege c¢evirilmesine neden olan diirtityl
sagladigy ileri siiriilmiistiir. Yani bazi tip sinyalleri kalict deponun yer aldigt uzun siireli bellegin
depo alanlarma tagir. Mekanizma ne olursa olsun, hipokampus olmadan, uzun siireli bellegin

pekistirilmesi miimkiin olmamaktadir [87].
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Ogrenme ve hafiza, limbik sistemde dahil olmak iizere, merkezi sinir sisteminin birgok
bolgeleri ile ilgili kompleks fonksiyonlardlr.’ Yeni edinilen bilgilerin  depolanmasinda
hipokampusun 6nemli roli oldugu bilinmektedir. Hipokampus’u etkileyen lezyonu olan
hastalarda kisa sireli hafizanin uzun siireli bafizaya déniistirillmedigi gozlenmistir. Lezyonun
sol hipokampusta oldugu durumlarda daha gok sozel hafiza etkilenirken, sagda oldugu
durumlarda ise gorsel hafiza etkilenmektedir [88].

Her tiirli duyusal algi, aninda hippokampusun gesitli boliimlerini aktive eder. Korteks ile alt
sinirsel olusumlar arasinda algilama, limbik sistem, soyut diigiinme ve algilama, &grenme,

hafiza (data depolama), uzaysal hafiza gibi verilerin aktarilmasinda hem koprii hemde kavsak

rolit oynar [89].

1.3. KORTEKS

Beyin kabugunun fonksiyonel bolimii baslica iki-bes milimetre kalinhginda olan ince bir
noron tabakasmdan ibarettir. Total olarak metrekarenin dértte biri kadar olan bu tabaka , beynin
bitiin kivrimlarm: 6rter ve yaklagik 50-100 milyar néronu igerir. Serebral kortekste yer alan
hiicrelerin gogu ii¢ tiptir. Bunlar graniiler, fusiform ve karakteristik piramidal sekilleri nedeniyle
piramidal adi verilen hiicrelerdir. Ozellikle, korteksin komsu alanlari arasinda uzanan g¢ok
sayidaki horizontal liflere ve korteksten beyinin ve medulla spinalisin alt bolgelerine ya da
serabral korteksin uzak bélgelerine asosiyasyon lif demetlerinin iginde giden diisey lifler
olduk¢a énemlidir.

Nérohistologlar serebral korteksi, hafifge degisik mimari karakteristiklerine sahip; yaklasik
100 farkli bolgeye ayirmugtir. Ancak biitiin bu farkli bélgelerin hepsi, hipokampus bolgesi
disinda korteksin alti ana tabakasmna sahiptir. Spesifik duysal liflerin ¢ogu korteksin 4.
tabakasinda sonlanir. Korteksten ¢ikan liflerin ¢ogu 5. ve 6. tabakadaki néronlardan baslarlar.
Beyin sap1 ve omurilige giden lifler genelde 5. tabakadan dogarlar. Talamusa giden ¢ok biiyiik
sayidaki lifler 6. tabakadan ¢ikar. 1., 2. ve 3. tabakalardaki lifler, korteks igi baglanti gérevi
vaparlar. Bunlardan 6zellikle 2. ve 3. tabakadaki ¢ok sayida néron komsu kortikal alanlar
arasinda kisa yatay baglantilan saglarlar [90].

Cok sayida piramidal hiicreleri igeren agraniiler korteks beyin korteksinin motor alanlart igin,
hemen hi¢ piramidal hiicre igermeyen graniiler kortekste primer duysal ve motor alanlan
arasindaki asosiyasyon alanlari igin karakteristiktir. Piramidal hiicrelerden baslayan uzun
aksonlar, motor sinyalleri bazal gangliyonlara, beyin sapimna, serebelluma ve medulla spinalise
iletirler. Graniil hiicrelerinin kisa aksonlari, korteksin kendi néronal ag1 icinde gesitli sinyalleri

nérondan nérona iletirler.
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Serebral korteksin biitiin alanlari talamusla direkt afferent ve efferent baglantilara sahiptir.
Korteks, talamusla ¢ok siki isbirligi gosterir ve hem anatomik hem de fonksiyonel olarak
talamusun bityiik uzantis1 seklinde kabul edilebilir. Ayrica duyusal organlardan kortekse gelen
yollanin hepsi, olfaktor traktus disinda, talamustan gegerler [91]. .

1.4. OGRENME VE BELLEK

Hayvanlara ve 6zellikle insana ait bir nitelik, davramgmi deneyimlere gore degistirebilme
yetenegidir. Ogrenme bunu gergeklestirebilmek igin bilgi kazanabilme, bellek bu bilgiyi koruma
ve depolamadir. Agtkga goriilecegi gibi bu iki olay birbiri ile yakindan iliskilidir ve her ikisinin
birlikte ele alinmas: gerekir.

Fizyolojik bakis agisindan bellek, net (eksplisit) ve gizli (implisit) olarak iki tipe ayrilabilir.
Tamima bellegi veya deklaratif bellek olarak da adlandirilan net bellekte, biling egleniktir ve
hipokampus ile beyinin medial temporal loblarnm diger boliimlerinde depolamaya bagimlidir.
Olaylara (epizodik) ve sézciik, kural, dile ait (semantik) bellek olarak alt gruplara ayrilir. Gizli
bellek uyaniklif1 icermez ve buna varligl anlagilmayan veya refleksif bellek de denir. Bunun
depolanmas:, en azindan bazi durumlarda, hipokampusta islemlemeyi icermez ve diger seylerin
vanisira, beceri. aliskanhk ve kogullu refleksleri kapsar. Ote yandan, bisiklet siirme gibi
etkinlikler, tam olarak 6grenilinceye kadar baglangigta tamma bellegi olusturup daha sonra
refleksif bellege geger.

Eksplisit bellek ile implisit bellegin gesitli formlan sunlan igerir:

e Saniyeler ile dakikalar boyu siiren, bu sirada hipotalamustaki veya baska yerlerdeki
iglemlerin, kavsak etkinligindeki uzun siireli degisiklige dayandigi kisa siireli bellek,
e Bellegin yillarca ve bazen yagsam boyu depolandigt uzun siireli bellek.

Kisa siireli bellek sirasinda am kalintilart travmalar ve gesitli ilaglarla bozulabilir, halbuki
uzun siireli am kalntilan bozulmaya belirgin gekilde direnglidir. Caligan bellek, kisi bir bilgiye
dayanan girisim planlarken bilgiyi hazir tutan kisa siireli bir bellek tipidir.

Implisit bellek, bir kez kazanildiktan sonra bilingsiz ve kendiliginden gergeklesir hale gegen
beceri ve aliskanliklart kapsar. Bu bellek, daba 6nce karsilagmis olma sonucu sézcitk veya
cisimlerin taninmasim kolaylastiran durumu da igerir. Bunun bir émegi, ilk birka¢ harfin
soylenilmesi sonucu bir kelimenin daha kolay hatirlanmasidir. Implisit bellegin diger cesitleri,
asosiyatif olan ve olmayan formlara ayrilabilir. Asosiyatif olmayan 6grenmede organizma tek
bir diirti ile 6grenirken asosiyatif ¢grenmede organizma bir dirtiiniin diger dirtii ile olan
iligkisini 6grenir.

Aliskanlik (habitiiasyon), néral bir uyarmin defalarca yinelendigi basit bir 6grenme seklidir.

Bir uyan ilk kez uygulandiginda, o canh i¢in yeni olup bir tepkime uyandinr, Bu uyan
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yinelenecek olursa, giderek daha az elektriksel cevap olusturur. En sonunda denek uyarana aligir
ve buna aldims etmez. Duyarlanma (sensitizasyon) bir anlamda bunun tersi olan bir olaydir.
Yinelenen uyaran, eger hos veya hog olmayan bir bagka uyaranla bir veya daha fazla birlikte
verilirse daha bityiik bir cevap meydana getirir. Uyaranlarm uyandirma degerinin benzeri
yogunlagmasimin insanda meydana geldigi bilinmektedir. Cesitli tir giriltiler arasinda uyuyan
annenin bebedi aglayinca hemen uyanmast buna 6rnektir. Aligkanlik asosiyatif olmayan bir
oprenme Srnegidir. Asosiyatif 6grenmenin klasik 6megi kosullu reflekstir. Kosullu bir refleks,
énceden cevap olusturmayan veya ¢ok hafif bir cevap olusturan bir diirtitye karsi, bu diirtiiniin,
bu cevabi normal olarak uyandiran bir diger diirtiiyle tekrar tekrar eslestirilmesiyle kazanilan bir
refleks cevaptir [92].

Bellekte kilit 6ge, secilmis kavsak baglantilarm giicinde degisiklik olmasidir. En basit
olanlar hari¢ biitin bellek bigimlerinde, bu degisiklik protein sentezini ve genlerin
etkinlestirilmesini igerir. Bu olay, kisa siireli bellekten uzun siireli bellege gegis sirasinda
goriliir. Hayvanlarda, her egitim oturumunu izleyen bes dakika iginde anestezi uygulanr,
elektrosok verilir veya protein sentezini bloke eden ilag, antikor veya oligoniikleotidler
kullanilirsa, uzun siireli &grenilmis cevaplarn kazamilmasi onlenir. Bu girisimler, egitim
oturumlarindan dort saat sonra yapilirsa kazanim iizerine herhangi bir etki gériilmez. Insanda bu
olaylarin karsiig), beyin sarsmtist veya elektrosok tedavisinden hemen 6nce gergeklesmis
olaylara ait bellegin yitimidir (retrograd amnezi). Bu amnezi, deney hayvanlarindakinden daha
uzun dénemleri kapsarsa da uzak bellekler el degmemis olarak kalir [92].

Hafiza ve 6grenme yasla baglantili nérodejeneratif hastaliklarla bozulur. Bu hastaliklarin
belirli bolgelerde reaktif oksijen tiirlerinin agiri bulunmasinin bir sonucu olduguna inanilir.
Beyin, radikal oksijen olusumunun nisbeten yitksek olmasi, kolayhkla okside olabilen lipitlerin
vitksek konsantrasyonlarda varligr ve antioksidan savunma sisteminde nisbeten olan eksiklik

yiiziinden oksidatif strese hassastir [93,94,95].

1.5. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus, insiilin fonksiyon bozukluguna bagli olarak ortaya ¢ikan karbohidrat, lipit
ve protein metabolizma bozuklugu ile karekterize bir hastaliktir. Diyabetin komplikasyonlar,
insiilin homeostazisi ve enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik
stresin bir sonucu olarak meydana gelmektedir [96].

Diyabet hastaligs zaman zaman asidoz ve komaya yol agmakla kalmamakta, uzun siiren
diyabette diger komplikasyonlar da gelismektedir. Bu komplikasyonlar uzun siireli hiperglisemi
ile beraberdir ve kismen dokularda sorbitol birikmesi ya da ¢apraz képriiler bulunan matriks

proteinlerinde glikozillenmis son iiriinlerin olusmasina bagh olabilir. Diyabetin nedeni daima
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insiilin doku diizeyinde etkisinde bir eksiklik olmas ise de bu eksiklik cesitli anomalilere bagh
olabilir. Yani diyabet hastahig: pek ok nedenleri olan bir sendromdur. Diabetes mellitusun tip1
ve tip2 gibi sik rastlanan iki formu bulunur. Ayrica diyabet, pankreasin cerrahi olarak
¢ikariimasi, pankreasin beta hiicrelerinin segici yikimina neden olacak uygun dozlarda alloksan, -

- streptozotosin ya da diger toksinlerin verilmesi, insilin sekresyonunu inhibe eden ilaglarn
verilmesi ve anti-insilin antikorlarnin verilmesiyle de olusturulabilir. Tip 1 diyabet insiilinine
bagiml bir diyabet hastalig: iken tip 2 diyabet insiiline bagimli olmayan ve ilerleyen yaglarda
ortaya ¢ikan bir diyabet hastaligidir [97].

Diyabetik komplikasyonlarin olusumu iki mekanizma ile agiklanmaktadir. Ilk mekanizmada,
ozellikle iyi kontrol edilmeyen diyabette proteinlerin nonenzimatik glikozillenmesinin arttif; ve
glikozillenen bu proteinlerin oksidasyonu sonucu serbest radikallerin olustufu savunulmaktadir.
Plazma membran proteinleri ve insiilinden bagimsiz glukoz alan lens gibi dokularm
hitcrelerindeki proteinler uzun siire yitksek konsantrasyonda glukoz ile kars1 karstya kalirsa,
glukoz hizla proteinlerin amino gruplarina nonenzimatik bir yolla baglanir. Bunun tipik 6regi
glikozillenmis hemoglobindir [96,98].

Ikinci mekanizmada, diabetes mellitusta artan kan glikozuna paralel olarak insilinden
bagimsiz glukoz alan dokularin hiicrelerinde glukoz konsantrasyonunun vyiikseldigi ve bu
dokulardaki artmis glukozun fosforile olmadan enzimatik olarak sorbitol iizerinden fruktoza
fazla miktarda déniistigii ve bunlan metabolize etmeye yetecek kadar ilgili enzim olmadigindan

“hilcre iginde sorbitol ve fruktozun biriktigi iddia edilmektedir. Sorbitol ve fruktozun asi
miktarda birikmesiyle meydana gelen osmotik degismeler bu doku ve organlarin yapisina bagl
olarak patalojik hallerin sebebi sayilmaktadir [96].

Insiline bagimli diyabet genellikle 25 yagindan kiigiik kigilerde: ve agirlikli olarak 15
yagindan 6nce gorilir. Bu tiir diyabette insiilin yetersizligi vardir. Hastaligin belirtileri aniden
baslar, insiilinin salgilandigi pankreasin Langerhans adaciklan izerindeki beta hiicrelerinin
sayisi azahr, hatta bu hiicre kaybi dolagimdaki insiilinin ortadan kalkmasina kadar devam eder.
Total diyabet hastalarmin yaklagik % 10°u insiiline bagimlidir. Diyabet hastaligimn otoimmiin
bir hastalik oldugu ve beta hiicrelerinde tahribin meydana geldigi konusunda genel bir goriis
birligi vardir [97,99].

Tip 2 diyabet genellikle ileri yaglarda ortaya ¢ikar. Bu tip diyabette insiilin sekresyon
vetenegi total olarak kaybedilmemigtir. Ayni zamanda beta hiicrelerinin sayis1 da normaldir. Bu
nedenle bu form, yaslilik diyabeti olarak isimlendirilir. Hastalifin baslangici ve varh@ belirgin
degildir. Tip2 diyabette insiilin salgilanmasinmn yetersiz olusu hastaligin nedenlerinden biridir.
Yavag gelisme gosteren tip2 diyabette insiilinin etkiledigi doku hiicre membranlarindaki insiilin

reseptorlerinin - yetersiz oldugu bu yizden glukozun hiicrelere yeterince alinmamasi ve
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kullanilmamasi durumuyla kargilagilmaktadir. Bu durum tip2 diyabetin nedenlerinden biri olup
viicutta insiiline kars: bir direncin ortaya ¢tkmasi olarak tanimlanmaktadir [97,99].

Diyabet periferal ve merkezi sinir sisteminde yapisal ve fonksiyonel hastaliklara neden olur
[100]). Ogrenme ve hafiza bozulmast diabetes mellituslu erginlerde gézlemlenmistir
{101,102,103]. Diyabet kronik hiperglisemi yoluyla biligsel bozukluklara yol agar [104].
Diyabetik hastalarin beyinlerinde elektrofizyolojikal ve yapisal anormallikler vardir ki bunlarin

biligsel bozukluklarla baglantili oldugu bilinmektedir [105,106].

1.5.1. Deneysel Diyabet ve Serbest Radikaller

Diyabetin ortaya ¢ikiginda oksidasyonun roli olduguna dair bulgularin ¢ogu deneysel
diyabette kullanilan iki ilag olan alloksan ve streptozotosin (STZ) ile yapilan ¢alismalardan elde
edilmistir. Bu kimyasal maddelerin her ikisi de oksidan madde meydana getirerek Langerhans
adaciklarm selektif olarak tahrip ederler. Hiicre tarafindan yeterli miktarda tutulan alloksan,
askorbat ve tiollerle reaksiyona girerek onlann antioksidan etkilerini engeller ve oksidanlarm
tiretimi ile beta hiicre hasarma neden olur. Bir glukonitrozure olan STZ nin etki mekanizmasi
ise daha az anlagilmistir. Ancak STZ nin uygun olmayan Nitrik oksit (NO) cevaplan meydana
getirdigi, NO cevabinin neden oldugu adacik hitcre yikiminin artmasinin diyabeti olusturdugu
diigiiniilmektedir. Diabetes mellitusun baslangicinda siklikla pankreas adacik hiicrelerinde
inflamasyon vardir ve bu inflamasyon insiilitiste fagositlerden salinan serbest radikaller énemli
rol oynar. Sitokinler de beta hiicrelerinde serbest radikallerin olusumuna yol agarlar
[107,108,109,110]. STZ-diyabet insiiline bagimh tip I diyabet igin bir deneysel model olarak
karekterize edilir ve endojen kronik stresin érnegini saglar [111,112]. STZ-diyatette ilerlemis
vapisal ve fonksiyonel anormalliklerin hem periferal hem de merkezi sinir liflerinde meydana
geldigi tanimlanmigtir [113,114].

Oksidatif stres diyabetik komplikasyonlar ve diyabetin altinda yatan bir mekanizma olarak
degerlendirilir. Serbest radikaller siirekli olarak ¢evre uyanlanyla etkilesim ve normal
metabolik prosesin sonucu olarak viicutta uretilir. Fizyolojik sartlar altinda antioksidanlarin
biyitk bir boliimi canli ortamda serbest radikal iiretiminin olumsuz etkilerine kars: viicudu
korur [115]. Oksidatif stres, radikal iretimi ve radikal yok edici sistem arasindaki -bir
dengesizlikten kaynaklanir. Omegin; serbest radikal iiretiminin yiikselmesi veya antioksidan
aktivitesinin diigmesi ki her iki durumda da oksidatif stres meydana gelebilir. Diyabetlilerde
protein glikasyonu ve glukoz otooksidasyonu sonradan lipit peroksidasyonunu katalizleyen
serbest radikaller dretebilir [116,117]. Bunlann yani sira diyabetlilerde antioksidan savunma
sisteminin bozukluklart gosterilmistir; antioksidan enzimlerde degisiklik, bozulnﬁus glutatyon

mekanizmast ve azalmis askorbik asit seviyeleri goriilmektedir [118,119,120,121]. Ancak canli
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ortamda yiiksek oksidatif stres asla agik olarak gosterilmemistir, Tiyobarbiitirik asit analiz
maddesi (TBARS) kullanilarak hayvan ve insan modellerinde yapilan ¢aligmalarla diyabetik
yapida lipoproteinler ve membranlarda lipit pereksidasyonunun yiikselmis oldugu gosterilmigtir
[122]..

Oksidatif strese sebep olan serbest radikal gruplarindan biri reaktif oksijen tiirleri (ROS) dir.
ROS diyabetlilerde yiikselir. Bunun ana kaynaklani glukoz otooksidasyonunun ve
metabolitlerinin dahil oldugu metaboliklerdir. Bunlarin yamsira ilerlemis glikasyon, degisken
prostanoid iiretimi ve anormal veya etkisiz mitokondriyal fonksiyon vardir [123]. Periferal
sinirler igin ROS direkt olarak noéronlan ve schwann hiicrelerini tahrip edebilir ve diyabetle
birlikte antioksidan koruma mekanizmalarim tehlikeye atar. Bu yiizden diyabetik ratlarda
siyatik sinir lipit peroksidasyonu yitkselmistir ve siiperoksit dismutaz seviyeleri (SOD) ve
glutatyonun indirgenmis formu (GSH), glutatyon peroksidaz ve rediiktazda bir degigiklik
volmamasma ragmen azalmugtir. Daha uzun bir dénemde bu dorsal sinir kéki ganglivonlaninda
son zamanlarda gozlemlendigi gibi onlarm mitokondrileri ve hiicre yapilan iizerine koti
etkilerinin  yanisira demiyelenizasyon ve aksonapati gibi kiimiilatif noérodejeneratif
degisikliklere yol gosterebilir. Ancak ROS ayrica periferalbsinirlen‘n dahil oldugu birkag organin
perfiizyonuna sebep olan kan damar fonksiyonu iizerine etki yapér. Bu, deneysel modellerde
sinir fonksiyonunda en bagta beliren bozukluklardan sorumludur ve iskemi-reperfiizyon
etkilerini daha fazla ROS’a bagimli olmasina sebep olarak sinir tahribini daha da arttiracaktir.

Nitrik oksit (NO) ROS i¢in 6nemli bir vaskiiler hedeﬁi‘r. Saperoksit NO’yu nétralize eder ve
peroksinitrit formu endotel tahribe sebep olabilen hidroksil radikallerinin bir kaynagidir, Bu
‘yiizden oksidatif stres hiperglisemiye akut maruz kaldiktan sonra bile bazi deneysel
preparatlarda agikc¢a goriilen damar endoteliuma bagimli gevsemeyi azaltir,

Kontrol edilmeyen hiperglisemili diyabet hastalarinda kardio vaskiiler hastaliklar, retinopati,
nefropati ve noéropati gibi hastaliklara yakalanma riskleri daba buytktiir. Bu hastaliklarin
bazilar genetiktir, digerleri membramn glikasyonunun yitkselmesi ve sorbitol akiuniilasyonu ve
hiperglisemi tarafindan sebep olunan aldoz rediiktazin aktivasyonuyla baglantili olabilen bazi
proteinlerle iligkilidir. Protein glikasyonu, lipoproteinlerin oksidasyonu, trombosit kiimelesmesi
ve kanin hiperkoagubilitesi gibi risk faktérleri bir lgiide hipergliseminin direk sonuglarina ve
diabetes mellitusta vaskiiler hastaliklarm gelismesine farkli derecelerde katkida bulunurlar.

Olduk¢a 6nemli bir metabolik diizensizlik olarak bilinen ve hiperglisemi ile karakterize
edilen diyabet olgularinda serbest radikal olusumunda artig olmaktadir. Diyabette serbest radikal
dretiminin arttifl ve radikal baglayict sistemlerde azalma oldugu ileri siirilmiigtir. Bu
gelismeler diyabet komplikasyonlarinin patogenezinde serbest radikallere olan ilgiyi arttirmigtir
[96].
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1.5.2. Diyabetik Ratlarda Ogrenme Eksiklikleri

Diyabetle birlikte ortaya ¢ikan oksidatif stres hafiza ve 6grenme bozukluklarina yol agar. Bu
olaya serbest radikallerin etkisi biiyiiktiir. Eger diyabetin baglangicinda insiilin pelletlerinin
subkutan implantasyonu yapilirsa kan glukoz sevi};eleri 25 mmol’den normal seviyesine (7
mmol) ditsiirildiga icin tamamiyla 6grenme eksiklikleri 6nlenmis olur. Ama bu uygulamaya
diyabet uyansindan 10 hafta sonra baslanirsa ki bu zaman 6grenmenin bozulmus oldugu zaman
araligidir bu durumda sadece az miktarda geligme vardir. Morris water-maze performansinda
yasl ratlarda gorillen bazi bozukliuklar, diyabetik serebral fonksiyon bozuklugu ve yaglanma
arasinda bir etkilesimin var oldugunu gostermistir ki bu bozukluklar geng-ergin ratlarda umulan
etkilerden daha biiyiktir [124].

STZ-diyabetik ratlarda diyabet uyarisindan 10 hafta sonra Morris water maze’de 6grenme
eksiklikleri gorinmeye baglamustir [124,125]. Isin uzaysal versiyonuna bakildiginda ise
divabetik ratlarin Morris water mazede son egitimlerinde bile israrla havuzun kenarlarina
kagmaya tesebbus ettikleri yapilan ¢alismada gozlemlenmigtir. Ancak diger taraftan kontrol
ratlar1 boyle bir davrams sergilememiglerdir. Bu, diyabetik ratlarin kontrollerden daha diigiik

ditzeyli anlayisa sahip olduguna igaret eder [125].

1.5.3. Oksidatif Stresin Hafiza ve Ogrenmeye Etkisi

Hafiza ve 6grenme yasla baglantili nérodejeneratif hastalikli kisilerde bozulur.Yasla birlikte
insan anlayisinin nérolojik kangikliklar tarafindan takip edilen dejenerasyonuna sinir sisteminin
oksidatif tahribi tarafindan sebep olunabilecegi digtiniilmistiir. Beyin ve sinir sisteminin, fazla
miktarda oksijen kullanan lipit bakimimdan zengin néral parankimadan yitksek oranda igermest
ve diigik antioksidatif enzimlere sahip olmalar1 yiiziinden peroksitlerin tahribine kargt diger
dokulardan daha fazla hassas olduklar diistiniilmektedir [126,127]. Beyinin yaglanmasiyla ilgili
son ¢aligmalarda Alzheimer hastaliinin yamisira normal olarak beyin yaslanmas: boyunca
oksidatif tahribin arttig1 gosterilmistir [128,129). Motor fonksiyonlan ve biligsel kontrol i¢in
disiiniilen serebral korteks ve hipokampus oksidatif strese oldukga hassas olarak gériiliirler ve
antioksidanlara ihtiya¢ duyarlar [130]. Oksidatif strese maruz kalan ratlarda, serebral korteks ve
hipokampusun sinapslarinda siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz aktivitesinin normal
ratlarla kargilastinldifinda yikseldigi, katalaz aktivitesinin digtigii rapor edilmistir [68].
Deneysel olarak meydana getirilmis oksidatif stresle serebral korteks ve hipokampusun
tahribiyle neden olunan n¢rodejenerasyonu engellemek igin melatonin ve vitamin E gibi

antioksidanlarin kullaniminin 6nemi tespit edilmistir [57,66,131,132].
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Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda ratlarda oksijen eksikligi durumunda elektron
mikroskobuyla gozlemlenen degigikliklere sinaptik vezikiillerin normal olmayan akiimiilasyonu,
sinir hiicre gekirdeklerinin deforme olmasi ve gigmis mitokondriler gibi 6mekler verilebilir. Bu
bulgular nérotransmisyon fonksiyonunda bir eksikligin olduguna isaret eder [128,133].

Hiperglisemi ile uyarilan oksidatif stres, diyabetin en sik gézlemlenen komplikasyonlarindan
biri olan diyabetik néropatinin geligmesini saglar [134,135]. Serbest radikaller, lipit, niikleik
asit, karbohidrat gibi biyolojik makromolekiillerle etkilesirler ve oksidatif strese sebep olarak
diyabetle baglantili néropatolojiye katkida bulunan néronal 6liimii meydana getirirler [136].
Diabetes mellitus’ta antioksidan kullanim: ve oksidatif stresin rolleri gok sik olarak galigilmistir
[137,138].

1.6. MELATONIN

Ik kez 1958 yilinda Lerner ve arkadaslan tarafindan bir caligmada pineal bezden salgilanan
bir hormon tespit edilmigtir. KurbaZalardaki melanofor hiicrelerini etkiledigi i¢in “melatonin™
adi verilmistir [139]. Diger pineal indollerine kiyasla hakkinda ¢ok daba fazla bilgi sahibi
oldugumuz melatonin’in temel fizyolojik fonksiyonlari uyku, davrams ve sirkadiyen ritimlerin
diizenlenmesi ile immiin sistem ve reprodiiksiyon ile iliskili etkileridir [140,141,142]. Yine,
norotropik bir 6zellige sahip oldugu ve bu nedenle de bellek fonksiyonu ile de iligkili oldugu
artik bilinmektedir [143].

Pineal bezin baslica hormonu olan melatonin, viicut fonksiyonlarini igik-karanlik ritmine
gore diizenlemede dnemli bir role sahiptir. Biiyiitk oranda gece salgilanmasi sebebiyle karanlik
hormonu olarak .da bilinir. Gece maksimum, gindiiz ise minumum dizeydeki salinimi ile
“sirkadiyen ‘salimm ritmi” gostermektedir [144,145,146]. Bu nedenle serum melatonin
konsantrasyonu geceleri yiiksek, gindizleri ise disiktir [147]. Laboratuvarda, fotik
stimiilasyon uygulanan hayvanlarda karanhgin baslamasindan 8 saat sonra melatonin diizeyi
maksimum degerine ulagmustir. Melatonin salgilanmas), aksam baglamakta, gece yarisi
maksimum diizeyine ulagtiktan sonra sabah azalma gostermektedir {148]. Sistemik kan
dolagimi, pineal bez, beyin-omurilik sivisy, idrar ve hiicre igindeki melatonin konsantrasyonu

geceleyin giindiiz Olglilen diizeyinin 10 katina kadar ulagabilen bir artis gostermektedir
[148.149].

1.6.1. Melatoninin Salinim Kontrol Mekanizmalar ve Sentezi

Goze gelen fotik stimiilasyon sonucu retinohipotalamik traktuslar ile hipotalamustaki

suprakiazmatik nukleus aktive olmaktadir. Daha sonra spinal kord yolu ile siiperior servikal
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gangliona gelen pre-ganglionik lifler de ganglion hiicrelerine ait post-ganglionik sempatik lifler
pineal sap yolu ile pineal bezdeki pinealosit hiicreleri ile sinaptik baglantilar yapmaktadir. S6zii
edilen sinaptik iletimde rol oynayan transmitter norepinefrindir. Pinealositler arasina
norepinefrin salinimi ile onlarn sekretuar fonksiyonlari baglatilmaktadir [150].

Pineal bez ile sistemik dolagim arasinda kan-beyin bariyeri bulunmadigi igin, kandaki
triptofan pinealositlere kolayca ulagabilmektedir [151,152]. Aktif transport ile pinealosit
sitoplazmasi igine alinan triptofan’dan triptofan 5-hidroksilaz enzimi etkisiyle 3-
hidroksitriptofan olusur. Bu da 5-hidroksi triptofan dekarboksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksi
triptamin (serotonin)’e dénigtiiriilmekte ve N-asetil transferaz (NAT) enzimi etkisiyle N-asetil
serotonin’e doniigmektedir. Daha sonra, N-asetil serotonin ise; hidroksi indol-O-metil transferaz
(HIOMT) enzimi yardimiyla, N-asetil 5-metoksitriptamin (melatonin) haline gelmektedir
[150,153,154].

Kural olarak, pineal bezde serotonin miktar: giindiiz yiiksek ve gece diisitk diizeylerde iken,
melatonin miktart ise serotoninin tam tersi bir ritm gostermektedir. Gece pineal bezdeki
serotonin miktarimin azalmasin nedeni; melatonin sentez ve salintminin geceleyin artis
gostermesidir. Bu baglamda, melatonin sentezinde; pineal bez ve retina’da bulunan iki enzim
énemli bir rol oynamaktadir: NAT enzimi ile HIOMT enzimi. Bu enzimlerin salimimi; giindiiz
istkta  azalmasma kargin, gece karanlikta 100 kata ulasan bir artma gostermektedir
[140,141,154].

Giindiiz, pineal bez ve presinaptik terminallerde serotonin miktar maksimum diizeyde olup
stirekli depolanmaktadir [148]. Gece ise, suprakiazmatik nukleus’tan gelen uyan sonucu
postsinaptik aralikta norepinefrin salimmi maksimum diizeyde olmaktadir. Norepinefrin’in %
85°1 postsinaptik pinealosit membrani’nda bulunan beta adrenerjik reseptorlerine ve geri kalan
% 15’1 ise alfa adrenerjik reseptorlerine baglanmaktadir. Norepinefrinin hiicre membranina
baglanmasi sonucu adenilat siklaz enzimi aktive olmakta ve olusan cAMP ile melatonin
sentezinde rol oynayan NAT enzimi aktiflesmektedir. Bu da, melatonin sentezinde Snemli
olgiide bir artiga neden olur. Eger hem alfa ve hem beta adrenerjik membran reseptorleri stimiile
olur ise cAMP miktann ve melatonin sentezinde artis olmaktadir. Pinealositlerde iiretilen
melatonin; ¢ok hizli bir gekilde bu hiicrelerin komsulugunda yer alan kapillerlere birakilmak

suretiyle sistemik kan dolagimina karismaktadir [141].

1.6.2. Melatoninin Yasla liskisi

Yaglanma ile melatonin sentez ve salintmmda azalma olmaktadir. Yine giinliik sirkadiyen
salinim ritmi de bozulmaktadir [141]. Insanlarda, melatonin salmimi adolesan gagda maksimum

diizeyine ulagmakta ve giderek azalarak yaghlarda minimum diizeyine inmektedir. Erigkin bir
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insanda geceleyin 6lgiilen serum melatonin diizeyi 50-70 pg/ml’dir [141, 152]. Yaghlarda giinlitk
sirkadiyen salimim ritmi tama yakin kaybolmakta ve geceleyin melatonin diizeyinde artik arti
olmamaktadir [141,148.155]. Deney hayvanlarinda da hayvan yaslandik¢a sirkadiyen ritmin
bozuldugu, giindiiz ve geceye ait serum melatonin diizeylerinin hemen hemen esit bir hale
geldigi saptanmistir. Yeni dogan siganlarda da pineal bezden ¢ok az miktarda melatonin
salglandig1 bildirilmigtir [141,151].

Melatonin hormonu hedef dokulardaki etkisini, bu dokularda yer alan “spesifik reseptorler”
aracihi@y ile gostermektedir. Hedef doku néral bir yap: (beyin, retina, hipofiz gibi) ya da ekstra-
noral bir yap: (tiroid, timus, dalak, endometriyum, plasenta, gastrointestinal sistem, eritrosit,
lokosit, neoplastik doku) olabilir [154,156]. S6zii edilen reseptorlerin de melatonine benzer
sekilde sirkadiyen bir ritm ile fonksiyon gosterdigi saptanmustir [141]. Yine hiicre
membranindaki melatonin reseptérlerine ilaveten nukleusda da benzer reseptorlerin yer aldig:

ve DNA iizerinde bir etki olugturdugu ileri sturilmiigtiir [154,157].

1.6.3. Melatoninin Sinir Sisteminde ve Kanda Dolasimi

Lipofilik 6zelligt nedeniyle, viicuttaki tiim doku ve sivilara kolayca dagilmaktadir. Pineal
bezde kan-beyin bariyeri olmadigy igin, salgilanan melatonin direkt olarak sistemik kan dolasimi
ve BOS igine kansmaktadir [150]. En ¢ok kabul goren hipoteze gore; pineal bez iginde
sentezlenen melatonin, 6nce Galen veni igine ve daha sonra sajital siniis ve juguler ven yolunu
izleyerek kalbe ulagmaktadir. Karotid arterler yoluyla da spinal kord ve beyin dokusundaki
noéral yapilara ulagmaktadir. Diger bir hipoteze gore ise, ventrikiller sistem igindeki BOS
araciligi ile beyin ve spinal kord gibi néral yapilarda yer alan hedef dokulara ulagmaktadir
[149,158]. Klinik bir tablonun bir 6gesi olarak ya da deneysel olarak sempatik sinirlerin
kesilmesi, ganglionektomi ya da pinealektomi durumlarinda; melatonin sentez ve sirkadiyen
salimm ritminin bozulmast sonucu, geceleyin pineal bez ve sistemik dolagimdaki melatonin
diizeyinde artis olmamaktadir [150,159].

Pineal bezden sistemik kan dolagimina verilen melatoninin 2/3’ii albumin’e bagli ve geri
kalan 1/3’u ise serbest olarak tagmnmaktadir. Primer olarak karaciger ve sekonder olarak da
bobrekte metabolize olmaktadir. Karacigerde melatonin mikrozomal enzimler tarafindan 6-
hidroksimelatonin’e doniistiiriilerck deaktivasyon-detoksifikasyona ugratilmakta ve idrarla
atilmaktadir [141,152].

Melatoninin sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesinin yam sira, antioksidan, analjezik, immin

sistemi uyarict etkilere de sahip oldugu gdsterilmigtir.
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1.6.4. Melatoninin Serbest Radikal Giderici Antioksidan Etkisi

Aerobik solunum esnasinda, kullanilan oksijen’in % 1’1 “serbest radikal” adi verilen ve ileri
derecede reaktif olan; hidroksil radikali, hidrojen peroksit radikali, éuperoksit anyon radikali ya
da singlet oksijen radikali adi verilen toksik maddeler olugturmaktadir [152,160,161]. Bu
radikallerden “hidroksil radikali” hiicre zarinda bulunan membran fosfolipidleri ile “lipid
peroksidasyonu™ adi verilen bir reaksiyona girmek suretiyle, malondialdehit (MDA) ad1 verilen
bir iiriiniin olugmasina neden olmaktadir. Oksidatif stres adiyla da bilinen bu reaksiyon sonucu,
hiicre: membranminin stabilitesi bozulmakta ve hiicre iginde fazla miktarda kalsiyum birikmesi
neticesinde hiicre oliimii olmaktadir [141,152,155,160,161].

Ote yandan viicutta serbest radikallerin neden oldugu degisik toksik durumlarmn diizeltilmesi
icin enzimatik (sitokrom oksidaz, katalaz, glutatyon peroksidaz vb. gibi) ya da enzimatik
olmayan (vitamin E, ‘vitamin C, vitamin A vb. gibi) antioksidanlar gorev yapmaktadir
{141,152,160,161]. Melatonin de organizma i¢in en zararh radikal olan “hidroksil radikali’ni ve
boylece de “lipid peroksidasyonu” reaksiyonunu engelleyen giigli bir antioksidandir. Viicuda
her yoldan uygulanabilen, hizla absorbe olabilen ve ileri derecede “lipofilik™ 6zelligi nedeniyle
tim dokulara kolayca difiize olabilen bir maddedir. Melatonin hem direkt hem de indirekt
olarak etki eder. Direkt olarak serbest radikalleri giderir, indirekt olarak antioksidan fonksiyon
gosterir [162].

Melatonin; - hidroksil radikali ve peroksil radikalini detoksifiye eder. Siiperoksit anyon
radikalinin direkt olarak yakalanmasinda az etkilidir. Stiperoksitin pargalanmasinda gorevli olan
siiperoksit dismutaz enziminin mRNA diizeyini artinr. H;O,” yi uzaklagtiran katalitik
fonksivonlu esansiyel bir enzim olan glutatyon peroksidaz aktivitesini artinr. Melatonin diger
radikal yakalayicilarindan daba hizli bir sekilde OH’i yakalar. Boylece OH tarafindan
olusturulan DNA hasarint azaltmaktadir. Makromolekiilleri oksidatif stresten korumasi DNA ile
siurh degildir. Melatonin uygulamasi, antioksidan enzimlerin mRNA’ sint artirmaktadir [163].

Serbest radikal giderici etki igin herhangi bir membran reseptérii baglantisina ihtiyag
gostermedigi iddia edilmektedir. Bu nedenle melatonin diger serbest radikal giderici
antioksidanlardan ¢ok daha giiglis bir madde olup, antioksidan 6zelligi glutatyondan 5 kez ve
mannitol’den ise 15 kez daha etkindir [164,165]. Melatonin, hem hiicre membran: ve hem de
hiicrenin nukleusunda serbest radikallere kars: siirekli bir gekilde savag halindedir. Melatoninin
oksidatif strese maruz birakilan eritrositlerin igine girmek suretiyle hiicreyr korudugu
saptanmistir [161]. Yine nitrik oksitin neden oldugu lipid peroksidasyonu da melatonin

verilerek suprese edilebilmektedir. Iskemi-perfiizyon durumlarinda da serbest radikal ve lipid

peroksidayonu olusumunun melatonin verilerek 6nemli dlgide azaltildig saptanmustir [166].
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Melatonin hem serbest radikalleri etkisiz hale getirerek, hem de antioksidan enzimlerin
aktivitesini artirarak oksidatif stresi azaltmaktadir. In vitro gahismalarda vitamin E, vitamin C ve
indirgenmis glutatyon gibi antioksidanlar ile melatonin karsilastirilmig, vitamin E’den iki kat
etkili bulunmustur. Aynca iskemi-reperfiizyon sonrast agiri serbest radikal olugmasini
engelleyerek, basta sinir dokusu olmak iizere diger organlarinda da koruyucu bir etkiye neden
olmaktadir [152].

Melatoninin doku rejenerasyonu iizerine olan olumlu etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla
degisik doku tiirleri kullamlmgtir. Doku rejenerasyonu ve hiicresel mitotik aktivite lizerine
“hizlandiric” bir etki gostermektedir. Diger yandan pinealektomi uygulanan hayvanlarda doku
kollajen igeriginde artis oldufu ve melatonin verilince de kollajen yapiminin baskilandig
bildirilmistir. Deneysel nérodejenerasyon modellerinde, hayvana melatonin verilince serbest
radikal olusumu ve lipid peroksidasyonunun engellendigi tespit edilmis, dejenerasyon geligmesi
onlenmigtir {167].

Melatoninin beyin fonksiyonlar iizerinde depresif bir etki gosterdigi saptanmugtir. Yine
anticksitotoksik bir etki gostermesi nedeniyle noroprotektif bir dzellige sahiptir. Ote yandan
GABA iizerinden etki etmek suretiyle homeostatik sistem kontrolinde de rol aldif
diisiiniilmektedir. Melatonin hem hidroksil ve hem de peroksil radikallerini giderici antioksidan
ozelligi nedeniyle noronal aktivite {izerindeki analjezik, antikonviilzif ve depresif etkileri ile
noroprotektif bir ajandir [167,168]. Olusumundan serbest radikallerin sorumlu tutuldugu bir ¢ok
merkezi sinir sistemi hastaligi (alzheimer hastaligi, parkinson hastaligt vb.), ateroskleroz ve
immiin sistem hastabklarina melatonin sentez ve saltumnin azalma gosterdidi, yashlik
déneminde rastlanmaktadir. Bu nedenle klinikte bu hastaliklarin tedavisinde melatonin

kullanimu tavsiye edilmektedir [154,166].

1.7. VITAMIN E

Vitamin E, tokoferol yapisinda olup ilk olarak Evans ve Sure tarafindan tanimlanmug ve 1938
yilinda izole edilmistir [169]. Plazma ve tiim hiicresel membranlarda bulunan bir lipit-faz
antioksidamdir. Tokoferollerin en potent iiyesi a-tokoferoldiir. Temel rolii, radikalleri daha az
aktif formlara doniistiirerek membranlar: lipit peroksidasyonuna karst korumaktir. E vitamini
vag ve yagl gidalarda bulunmaktadir. Findik ve badem iyi birer E vitamini kaynagidir [170].
Hiicrelerde membran fosfolipitlerinin doymamis uzun zincirli yag asitlerinin 11k ya da havanmn
etkisiyle olusturduklan lipit peroksidasyonunda ortaya ¢ikan serbest radikal olusum zincirini
membranda énleyen ve olustugunda nétralize eden en giighii antioksidan faktér E vitaminidir. E
vitamini membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunu engelleyen birinci sira savunma hattim

olusturur. Onu destekleyen gerideki savunma sistemlerinden glutatyon peroksidaz molekiilinde
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fonksiyonel ¢énemi olan bir 6ge selenyum iyonudur. Selenyum viicutta E vitamini gereksinimini
digirar [171].

Vitamin E’ nin 8 adet tokoferol formu bulunmaktadir. Bunlardan o- tokoferol en aktif
olanidir. - Baglica fonksiyonu; hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan poliansature yag
asitlerini ve 6zellikle LDL’ yi serbest radikallerin oksidasyonundan korumaktir. Zincir kirica
antioksidan olarak bilinir [172].

E vitamini, ozellikle son yillarda giincel olan ve bu nedenle de aragtincilar tarafindan
incelenen antioksidandir. Antioksidan etkileri ile toksik oksidasyon iiriinlerinin sekillenmesini
onler . E vitamini ve diger antioksidanlar lipid peroksidasyonunu engellerler. Aynca E vitamini
membran lipidleri dizerindeki etkisiyle eritrosit membran stabilitesini artirir. Aym  etkiyi
muhtemelen diger hiicrelerde de gosterir [173].

E vitamini serbest radikali ortadan kaldirirken kendisi, géreceli olarak kararli ve normal
sartlarda tek basina lipit peroksidasyonu bagslatamayacak kadar inaktif bir form olan tokoferoksil
radikaline doniigmektedir. Bu olay bir antioksidan i¢in zorunlu bir kriter oldugu igin E
vitamininin iyi bir antioksidan oldugu séylenebilir. Viicudun diger antioksidan sistemleri (C
vitamini, glutatyon peroksidaz ve -karoten gibi) lipit peroksidasyonu iizerinde E vitamini kadar
etkili degildirler. Bir molekiil o-tokoferol, 100 molekill yag asidinin peroksidasyonunu
engelleyebilir [171]. Olusan, reaktif olmayan E vitamini radikali, glutatyon veya C vitamini ile
tekrar aktif hale getirilmekte veya diger bir tokoferoksil radikaliyle reaksiyona girerek molekil
olusturmakta, ya da stabil bir quinon formuna déniigtiriilmektedir. E vitamininin az da olsa
toksik potansiyel tasidig: ifade edilse de metabolik olarak normal olan insanlarda E vitamini
eksikligi veya toksisitesi nadir olarak goriillmektedir [174].

Onemli bir endojen ve eksojen antioksidan olarak hiicresel ve hiicre i¢i membranlarm
biitiinliigiiniin korunmas: E vitaminin baslica fonksiyonlarindan biridir. Lipidde ¢oziiniirligiiniin
vitkksek olmasi nedeniyle kolayca membran fosfolipidlerine diffiize olabilmekte ve 20 karbonlu

-doymamus yag asitlerini indirgeyerek serbest radikallerin biyomembranlarda olugturabilecegi
lipit peroksidasyonunu 6nlemektedir [175].
Oksidatif stresin etkisi ve antioksidanlarla yapilan galigmalar esas olarak néronlar lizerine
- odaklanmustir. Diyabet, dokularda serbest oksijen radikal diizeyini arttirir. Artan serbest oksijen
radikalleri hiicre membrant lipit peroksidasyon diizeyini arttirarak DNA hasarma ve néronal
hiicre sliimiine neden olur. Serbest oksijen radikallerinin hasar siddetini azaltmak igin farkli
antioksidan terapileri iyi yonde etki etmektedir. Vitamin E’nin LPO dizeyini azalttify
belirtilmistir. Vitamin E noronlar iizerinde direkt koruyucu etkiye sahiptir. Vitamin E’nin etkisi

iki yonlidiir. Birincisi LPO diizeyini diigiirerek membram korumakta ikincisi intraselliiler
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antioksidan olan glutatyon ve glutatyon metabolizmasim saglayan enzimleri ve bu enzimlerin
aktivitelerini artirmaktir [131,176].
Hayvan ve insan dokularinda en az etkili olan tokoferol y tokoferoldiir. Bunun yaninda a-
tokoferol (5,7,8-trimetiltokol), hayvan dokularmda tokoferollerin yaklasik % 90’1 igerdigi ve
- biyolojik aktivitede en fazla rol oynadifindan dolayi en 6nemli tokoferol sayilmaktadir. Bu
madde dogal olarak “d” izomeri halinde bulunur ve bu gekli ilag olarak kullanilir. E vitamininin
gruplan oda sicakhifinda yari sivi yaglardir. Yag ¢oziiciilerde ¢oziiniir ve oksijen yoklugunda
sicak olup, asite dayaniklidir. a-tokoferol igin maksimum absorbsiyon 294 nm’dedir [171].

Diabetes mellituslu hastalarda E vitamini seviyeleri saghkli kontrollere oranla énemli 6lgiide
disiik bulunmaktadir. Yash hastalarda bu deger daha da diigiik bulunmustur. Bulgular, bu
hastalarda E vitamini eksikliginin ciddi bir boyutta oldugunu, E vitamini alimi ile bu eksikligin
énemli dlgiide dizelecegini gostermektedir. Diyabet hastaliginda olugan oksidatif stres iizerine
E vitamininin etkisi incelendiginde, optimal kontrol ile diiymekte olan oksidatif stresin, E
vitamini alimindan sonra daha da diigtiigi gozlenmistir [171].

Serbest radikal yok edicisi olan vitamin E’nin deneysel nérodejeneratif sartlarin goguna kars:
néronlart korudugu bilinmektedir [177]. Vitamin E’nin membranlarnin peroksidatif tahribini
énleme ve serbest radikalleri etkisizlestirme yetenegine sahip oldugu bilinir. Vitamin E’nin
beyinde in vitro sartlar altinda lipit peroksidasyonunu engelledigi gosterilmistir. Bu durum
vitamin E’nin lipitte ¢6zinebilen bir antioksidan olmasindan ve bu nedenle hiicre
membranlarinin hidrofobik yiizeylerinde yogunlagmasindan kaynaklanir [178,179].

ik olarak tarafimizdan yapilacak bu arastirmadan elde edilecek sonuglar orijinal bulgular
saglayacaktir. Buna gore diyabetik rat beyininin farkl bélgelerinde NCAM protein ekspresyonu
incelenecek ve buna melatonin ve E vitamininin etkisi aragtirilacaktir. Diyabetin olugturdugu
doku hasar1 ve bu hasarda serbest oksijen radikallerinin rolii ve etkinligi son yillarin en énemli
aragtirma konularindan birisidir. Caligmamizda kullamilacak antioksidanlarm insanlarda
denenmeden oénce model deney hayvami olarak ratlarda uygulanmasi planlannustir. Boylece
diyabetik ratlarda NCAM protein ekspresyonundaki degisimin molekiiler diizeyde aragtirdmass,
ogrenme ve bellek bozukluklarma neden olabilecek bu degisimin tibbi tedavi yontemlerine

katkida bulunmak amaciyla 6nem arz etmektedir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Deney Hayvanlar

Deneylerde kullamlan Wistar-albino cinsi ratlar, Furat Universitesi Deneysel Arasgtirma
Merkezinden temin edildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 6zel olarak
hazirlanmis ve her giin altlan temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler, ozel gelik kaplarda ve su
da paslanmaz celik bilyeli biberonlarda normal gesme suyu olarak verildi. Deney hayvanlan
Elaziy Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki rat yemleriyle beslendi.
Ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 2.1°de gésterilmistir. Ratlarin

deneysel uygulama yapilacak safhaya kadar bakimlarmna bu sekilde devam edildi.

Tablo 2.1. Deney hayvanlanna verilen yemin bilegimi

Yem maddeleri Yiizdesi (%)
Bugday 10
Misir A 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmast; Deney hayvanlanna verilen yemlerin vitamin karmasmnda A, D3, E, K, B1, B2, B6,
B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.
**Mineral karmasi; Mangan, demir, ¢inko, bakar, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olusmustur.

2.2. Deneysel Uygulamalar

Deneysel caligmalara baslamadan once, ¢ikabilecek aksakliklarm asgariye indirilmesi
amaciyla 6n caligma yapildi. Deney hayvanlarnin bulunduklari ortamin sicakhig: 22-25 °C
arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat igik altinda ve 12 saatte karanlikta takip edildi.
Deneysel calismalarda ortalama agirliklart 220 gr (220 £40 gr) olan toplam 60 adet Wistar-
Albino cinsi erkek ratlar kullamlidi. Ratlar rastgele segilerek 4 grup olusturuldu. Bu gruplar;
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1. Grup: Kontrol grubu (n=15)

2. Grup: STZ grubu (n=15)

3. Grup: STZ + Melatonin grubu (n=15)
4. Grup: STZ + Vitamin E grubu, (n=15)

Mevcut laboratuvar sartlanmizda, deneysel diyabet olugumunun kaginci giinlerde meydana
geldigi gozlemlenerek deneysel uygulama baslatildi. Caligmanin baglangicinda ve her hafia
duzenli bir sekilde agirlik degisiklikleri kaydedildi.

1. Kontrol Grubu: 15 adet rattan olugan bu gruba 7 haftalik uygulama boyunca hergiin
intraperitoneal enjeksiyonla 0.1 ml serum fizyolojik verildi. Gruptaki ratlarin bazal ve 7 hafta
sonra érneklerin alinmasi 6ncesinde olmak iizere toplam 2 kez kan sekerlerine bakildi.

2. STZ Grubu: 15 adet rattan olugan bu gruba STZ, 50 mg/kg olacak sekilde 0.1 M fosfat-
sitrat tamponunda (pH:4.5) ¢ozdiiriilerek intraperitoneal enjeksiyonla tek doz olarak uygulandi.
Bir hafta sonra kuyruk veninden alinan kamin glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aglik kan
glukozu 250 mg/dI’yi gegen ratlar, diyabetik olarak kabul edildiler. Deneklerin aglik kan glukoz
diizeylerini saptamak i¢in kan 6rmekleri, 12 saatlik aghk sonrasinda sabah 9.00 — 10.00 arasinda
alindi. Haftada iki kez kan glukozuna bakildi. Ratlara 7 haftalik uygulama boyunca hergiin
intraperitoneal enjeksiyonla 0.1 ml serum fizyolojik verildi.

3. STZ+ Melatonin grubu: Ikinci grupta oldugu gibi diyabetik hale getirilen 15 adet ratin
haftada iki kez diizenli olarak kan glukozuna bakildi. Melatonin (Sigma) % 0.1 alko! igeren
serum fizyolojikte hazirlanarak her bir rata 10 mg/kg/giin dozunda karanlik periyoda ge¢meden
hemen énce intraperitoneal enjeksiyonla verildi. 7 hafta boyunca uygulamaya devam edildi.

4. STZ+ Vitamin E grubu: Ikinci grupta oldugu gibi diyabetik hale getirilen 15 adet ratin
haftada iki kez diizenli olarak kan glukozuna bakildi. Vitamin E (a-tocopherol, Sigma)
zeytinyag1l (olive oil, Sigma) igerisinde ¢ozdirilerek her bir rata 125 mg/kg/eiin dozunda

intraperitoneal enjeksiyonla verildi. 7 hafta boyunca uygulamaya devam edildi.

2.3. Hipokampus ve Korteks Orneklerinin Alinmas:

Deneysel uygulamalar sonrasinda etik kurulun aldig: kararlara uygun olarak dekapite edilen
ratlarn total beyinleri alinarak, beyinin farkls bolgeleri (Hipokampus ve Korteks) ayrilarak kuru
buzda hemen donduruldu. Omekler daras: alinmig olan eppendorf tiiplere aktarildi. Agirliklan

hassas terazide tartilarak belirlendi ve analizler yapilincaya kadar ~70 “C’de saklamaya alind.
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2.4, Hipokampus ve Korteks Orneklerinin Hazirlanmasi

Hipokampus ve korteks 6meklerinin hazirlanmasinda Baydas ve arkadaslant tarafindan
uygulanan homojenizasyon yéntemi kullanildi [93]. Taze veya dondurulmus dokular 1:10 (w/v)
oraninda homojenizasyon solusyonunda [10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM NaCl, 0.1mM
fenil metil silfonil florid (PMSF), 5uM soybean (bir tripsin inhibitérii olarak)] cam bir
homojenizatér yardimiyla sofuk ortamda homojenize edildi. Homojenatlar sogutmalt
santrifijjde +4 °C’de 60 dakika siireyle 60.000 x g’de santrifij edildi. Ilk siipernatantlar
eppendorf tiiplere alinarak LPO ve GSH analizleri yapilincaya kadar -70 "C’de saklandi.
Pelletler esit hacimde ilave edilen homojenizasyon solusyonunda [25 mM Tris-HCl (pH= 7.4),
0.1mM PMSF, % 2°lik TritonX —~100 ve % 1°lik SDS] yeniden siispanse edildi. +4 °C’de 2 saat
inkiibasyona birakild1 ve homojenatlar sogutmali santrifiijde +4 “C’de 60 dakika siireyle 60.000
x g’'de santrifiij edildi. Elde edilen 2. siipernatantlar eppendorf tiiplere alinarak SDS-PAGE ve

western blot analizleri igin ~70 *C’de saklandz.

2.5. Hipokampus ve Korteks Orneklerinde Lipit Peroksidasyonu (LPO) Ol¢iim Yontemi

Doku lipit peroksidasyonu; malondialdehit (MDA) + 4-hidroksialkenal (4-HDA) seviyeleri,
LPO-586 (Oxis International, Inc., Portland, USA) ticari kiti kullanilarak tespit edildi.
Kullanilan maddeler:

o Ayirag I (R1); Asetonitrilde hazirlanmis 10.3 mM N-metil-2-fenil indol
e Ayirag II (R2); 15.4 metansiilfonik asit
e 4-HNE standart solusyonu (S1); Asetonitrilde hazirlannug 10 mM 4-hidroksinonenal
MDA standart solusyonu (S2); 20 mM Tris-HCI (pH: 7.4) solusyonu ile hazirlanmg 10 .
mM 1,1,3,3-tetrametoksipropan
Yontem:

¢ Standart solusyonlarinin hazirlanmasi:

Standart konsantrasyonu (uM): 0 2,5 5 10 15 20
(Kor) .

Standart 100 uM (ul): 0 25 50 100 150 200

Distile su (ul): 200 175 150 100 50 0

¢ Kor, standart ve drekler igin polipropilen mikrosantrifiyj tiipleri hazirland.

o Standartlar i¢in hazirlanmig tiiplere degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis standart

solusyonlarindan 200 pl ilave edildi.

e Kor i¢in hazirlanmig tiipe 200 pul su ilave edildi.
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Ornekler igin hazirlanmug tiiplerin herbirine 200 pl drek ilave edildi.

Kér, standart ve 6rnek tiiplerinin herbirine asetonitrilde hazirlanmis 0.5 M Biitilat
hidroksitoluen (BHT) solusyonundan 10 pl ilave edildi.

Koér, standart ve 6rnek tiiplerinin herbirine 650 pul R1 ayiracindan eklendi ve vorteksle
lyice karigtirilda.

Kér, standart ve omek tiiplerinin herbirine 150 pl R2 ayiracindan eklendi ve tiiplerin
agzi kapatilarak vorteksle iyice karigtirildi.

45 *C’ye ayarlanmis su banyosunda 45 dakika inkiibasyon yapildi.

Tiipler mikrosantrifiijde 15000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipematantlar
dikkatlice aynldi.

Siipernatantlar kiivetlere aktarildi ve absorbanslani 586 nm’de spektrofotometrede
okundu,

Omeklerin okunan absorbans degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve diliisyon

oranlan g6z 6niinde bulundurularak hesaplandi.

2.6. Hipokampus ve Korteks Orneklerinde Glutatyon (GSH) Ol¢iim Yontemi

Orneklerdeki Glutatyon (GSH) seviyeleri, GSH-400 (Oxis International, Inc., Portland,
USA) ticari kiti kullanilarak tespit edildi.

Kullamlan maddeler:

Ayirag I (R1); 0.2 N HCI de hazirlanmis 1.2 x 10 M kromojenik ayirag solusyonu
Ayrrag IT (R2); % 30 NaOH

Tampon solusyonu (S3); 0.2 mM dietilen triamin penta asetik asit (DTPA) ve % 25
(w/v) lubrol igeren 20 mM potasyum fosfat (pH: 7.8) solusyonu

Yéntem:

Standart solusyonlarinin hazirlanmasi:

Standart konsantrasyonu {(pmol/L): 0 20 40 60 80 100
(Kor)

Tampon S3 (ul): 900 860 820 780 740 700

GSH calisma solusyonu (0.5 mmol) (ul): 0 40 80 120 160 200

Kér, standart ve 6rnekler igin polipropilen mikrosantrifiyj tiipleri hazirlandi.
Standartlar i¢in hazirlanmig tiiplere degisik konsantrasyonlarda hazirlanmig standart

solusyonlarindan 100 ul alindi ve 900 pl tampon solusyonu ilave edildi.
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e Kor i¢in hazirlanmig tipe 100 pl kor solusyonu alindi ve 900 pl tampon solusyonu ilave
edildi.

o Ormnekler i¢in hazirlanmig tiiplerin herbirine 100 ul 6mek alindi ve 900 ul tampon
solusyonu ilave edildi.

o Kor, standart ve érnek tiplerinin herbirine 50 pul R1 ayiracindan eklendi ve vorteksle
lyice kansgtirilds.

o - Kor, standart ve 6mek tiiplerinin herbirine 50 ul R2 ayiracindan ilave edilerek karanlik
ortamda 25 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakild:.

o Omekler kiivetlere aktarildi ve absorbanslan 400 nm’de spektrofotometrede okundu.

e  Omneklerin okunan absorbans degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve diliisyon

oranlan g6z 6niinde bulundurularak hesaplandi.

2.7. SDS-Poliakrilamid Jel Elekroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE jel sisteminde akrilamid monomerlerinden yararlamlir. Amonyum persilfat
(APS) gibi bir serbest radikal ile TEMED gibi stabilizatorii saglayici ortamda akrilamid
monomerleri uzun zincirler olusturacak sekilde polimerlesmekte ve daha sonra olusan bu uzun
zincirler arasinda yanal baglantilar olusarak jel meydana gelmektedir. SDS-PAGE analizinde
jelin yapisinda yer alan sodyum dodesilsiiifat (SDS) deterjanin bulunmasi ile proteinler
kendilerini olusturan monomer alt birimlerine ayrilmaktadir. Boylece protein agregasyonu
onlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan denatiire polipeptidler negatif yik kazamrlar. SDS
baglantili polipeptid kompleksleri, molekiil agirliklarina bagli olarak jel igerisinde hareket
ederler. Hareket eden molekillerin agirliklari; ayni jel {izerinde bulunan bir standartla
karsilastirilarak tespit edilir. Mutasyon gegirmis veya gesitli olumsuz ¢evre faktérleri sonucunda
canli organizmanin bir kisim proteinlerinden normale gére parc;a kopmas1 veya parg¢a ilavesi
yada bazi proteinlerin yeterince sentezlenmemesi gibi ozellikler bu jel sisteminde tespit
edilmeye galigihir.

Protein molekiillerinin hareketi gii¢ kaynagindan gelen elektrik akimina gore negatif (-)
kutuptan pozitif (+) kutuba dogru olur. Incelenecek protein molekiilleri sayet 0-43 kDa arahigina
tekabiil ediyorsa akrilamidin konsantrasyonu %15, 40 kDa’dan yukarnt ise akrilamidin
konsantrasyonu %10 veya daha asag: diigiiriiliir. Diger bir ifade ile molekiilin agirhg: arttikca
akrilamidin konsantrasyonu diisiiriiliir. Akrilamid konsantrasyonunun artis1 jel igerisindeki ara
bosluklarn daha sik olmasina sebep olmaktadir. Dolayisiyla protein molekiillerinin hareket hiz:
da azalmaktadir [180].
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Kullanilan ¢ozeltiler
e 1.5M Tris-HCI (pH 8.8.)
e 0.5M Tris-HCI (pH 6.8.)
* % 10 Sodyum dodesilsilfat ¢ozeltisi.(SDS)
* %30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi
* %10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)
e N.N,N’, N’, -tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
s Gliserin
*  2-B-merkaptoethanol
e %0,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi
e Boyama ¢ozeltisi (Stain solusyon/100 ml):
%0.1 Coomassie blue R-250
%45 Metanol
%10 Glasiyal asetik asit
%45 Distile su
¢ Boya ¢gikarma ¢6zeltisi (Destain solusyon/100ml):
%435 Metanol
%10 Glasiyal asetik asit
%45 Distile su
e Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3):
Tris base 9.0 gr.
Glisin 43.0 gr.
Distile su 600 ml.
SDS-PAGE igin jellerin hazirlanmas

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su | 3,35 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5ml
% 10 SDS 100 pl
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul
TEMED 5ul
Toplam | 10.0 ml.
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Stacking jelin hazirlanmas: (%4) ' Miktar
Distile su - 6.1ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml
SDS (%10) . 100 wl .
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul
TEMED 10 ul
Toplam 10.0 ml
Ornek solusyonlarin hazirlanmas: Miktar |Son konsantrasyon
1 M Tris-HCI (pH6.8) 1.25 ml 0.125M

% 10 SDS 1.6 ml %4
%0.05 bromofenol blue 0.2 m] %0.002
Gliserol 0.8 ml % 20
2-B-merkaptoethanol 0.4 ml %10
Distile su ‘ 3.75ml -
[Toplam 8.0 ml - J

2.7.1. Hipokampus ve Korteks Orneklerinin SDS-PAGE ile Analizi

Serbest ve serbest olmayan protein &rnekleri Laemmli tarafindan belirtildigi sekilde
hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi [180].

Jel olugturmak igin uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasma yerlestirilmek iizere 10
ml” lik separating jel solusyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice kanstirildi ve
uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli kistmlardan sikigtirilarak kaset haline getirilen iki
cam levha arasmna aktarildi. ki cam levha arasina jel ilave edilirken iist kisimda tarak diglerinin
yiiksekligi kadar (~lcm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset geklindeki bu iki cam levha
arasindaki jel vaklagik olarak 30 dakika oda sicaklifinda bekletilerek aralarindaki akrilamid
monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Daha sonra iki cam levhann st kismma 6mek
sayisina uygun sayida dige sahip tarak yerlestirild:.

Tarak dislerinin aradolgu maddesi olarak ifade edilen stacking jel 10 ml kadar hazirlandi.
Hazirlanan bu jel solusyonu iyice kangtinldi ve uygun bir otomatik pipet yardimuyla, jel
kasetine verlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu dolgﬁ iki camin en
iist seviyesine kadar tamamland1. Stacking jel ¢ok ¢abuk polimerize oldugundan islemlerin kisa
siirede yapilmasia dikkat edildi. 25-30 dakika oda sicakliginda bekletilerck polimerlesme



saglandi. Tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden ¢ikarildi. Bu iglem sirasinda jel de meydana
gelen ve omeklerin birakilacagi yuvalann bozulmamasina dikkat edildi. Cam levhalardan
olusan kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Protein ¢oziicii solusyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8),
%2’lik SDS, %0.002 oraninda Bromofenol mavisi, %20’lik gliserol, %10 ’luk merkaptoethanol
seklinde hazirlandi. Yaklagik olarak 150 1 olarak alinan her bir protein émegine esit oranda

¢oziici solusyondan ilave edildi ve iyice karigtinldi. Tarak diginin genigligine bagh olarak,
hazirladigumz kangimdan 10-20 L1 kadar transfer edildi. Tank igerisine yeterli miktarda tank
solusyonu ilave edildi.

Gig kaynagindan once disiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. 5-10 dakika
sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenilebilen mavi boya bandi jelin alt
kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi.

Elektroferez iglemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden ayrlarak
aradaki jel cikanldi. Protein bantlarimn goriiniir hale gelebilmesi igin bu jel % 1.25°lik
Coomassie blue boya ortamna alindi. Burada en az yarim saat en ¢ok bir gece boyunca oda
sicakliginda bekletildi.

Boya solusyonundan alinan jel boyay: giderici solusyon (destain solusyon) ortamina alindi.
Arasira ¢alkalanarak protein bantlarinin digindaki boya maddesi uzaklastirildi. Boya giderici
solusyonda 5’er dakika bekletildi ve solusyon dokiildi. Jel tekrar boya giderici ortama alindi ve
bu iglem 2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel tizerinde bulunan protein bantlarimm digindaki boya
giderilmis olundu. Jel tizerinde goriiniir hale gelen protein bantlarnin fotograflan bir kamera

yardimyla gekildi.

2.8. Western Blot

Western blot; elektroforez iglemiyle poliakrilamid jelde gog¢ ettirilen proteinlerin,
nitroseliiloz membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla
gosterilmesidir. Blotlama yapiimadan énce ¢alisilan 6reklerdeki proteinler elektriksel ortamda
poliakrilamid jel tzerinde gé¢ ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri SDS-PAGE’de
gergeklestirilmektedir [181].

Western blot teknigi, elektroforez iglemini takip eden 4 asamada gergeklestirilir. Bunlar;
jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktanim: (blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlar
engellemek igin nitroseliilloz membranda protein baglanmamis bélgelerin ilgisiz proteinlerle
kaplanmasi (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en son asamada ise proteinlerin
goruntiillenme agamalaridir [182,183].

Nitroseliiloz membrana transfer sirasinda jel ile nitroselilloz membran karst karsiya

getirilmekte ve bunlar filtre kagitlar1 arasma yerlestirilmektedir. Jelin bayikligi ile orantihi
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olarak belirli bir siire elektrik akimi uygulamp proteinlerin transferi saglanmaktadir.
Nitroseliloz membranin  6zgiil olmayan proteinlerle bloklanmasinda albumin tercih
edilmektedir [182]).

_ Spesifik antikorlar olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir. Monoklonal
antikorlarmn kullanimi, yalnzca tek bir epitopa 6zgiil olmalan ve ¢ok giiglii immiinokimyasal
képritler olusturmalarindan dolay1 avantaj saglamaktadir. Bu nedenle, monoklonal antikorlar
antijene spesifik bir baglanma gosterir. Ancak, c¢alisilan proteinler arasinda benzer epitop
bolgeleri bulunmakta ise ¢apraz reaksiyonlar sonucunda yalanci pozitiflikler ortaya
¢ikabilmektedir. Poliklonal antikorlarm kullamilmasi durumunda ayni nedenden dolay:
sekillenen yalanct pozitiflik ihtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir [184].

Western blotta monoklonal antikorlarin kullaniminin en énemli dezavantaji, SDS-PAGE ve
blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplann ortadan kaldinlmasidir. Belirlenmeye
calisilan epitopun ortadan kaldinlmasi durumunda ise monoklonal antikor-epitop baglanmasi
sekillenemez. Bu nedenden dolayr monoklonal antikor kullanildiginda, polikional antikorla
¢alisilmasina kiyasla, yalanci negatiflik ibtimali artmaktadir. [182].

Ozgiil antikorlarda raportér madde olarak genellikle radyoaktif izotoplar veya enzimler
kullaniimaktadir. Enzim olarak alkalen fosfataz ve peroksidaz enzimleri tercih edilmektedir. Bu
enzimlerin substratlan ve kromojen maddeleri birbirinden farklhidir. Son yillarda enzimle
isaretlemede, testin duyarlilifint arttrmak amaciyla peroksidazla isaretli avidin biyotin
sisteminin kullanimi yayginlagmistir. Kullanilan kromojenlerin en énemli 6zelligi ¢6ziinmeyen

renkli iiriinler olusturmalaridir {182,183].

2.8.1. Hipokampus ve Korteks Orneklerinin Western Blot ile Analizi

Hipokampus ve korteks émeklerinin western blot analizi Baydas ve arkadaglan tarafindan
uygulanan metoda gore yapildi [93].

Jeldeki proteinlerin nitroselilloz membrana aktarum (blotlama): SDS-PAGE tamamlandiktan
sonra poliakrilamid jel blotlanmak i{izere alindi. Nitroseliloz membrana transferin
gergeklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile nitroselilloz membran (Schleicher and Schuell, Inc.,
USA) yizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bigimde karsi karsiya getirildi ve bunlar filtre
kagitlariyla sanlmig bir sekilde blotlama diizeneSine yerlestirilerek tampon solusyonuyla
doyuruldu. Sogutulmug tampon solusyonuyla doldurulmug tanka yerlestirilen diizenek igin 60
dakika boyunca 150 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi saglanmug
oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlari engellemek ig¢in nitroseliloz membranda protein

baglanmamig bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmas: (bloklama): Blotlama iglemi bittikten
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sonra petri kutularina alinan nitroselilloz membranlar tampon solusyonla [NaH,PO4.2H,0
(0.025 M), Na,HPQ,4.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M)] calkalayic1 tizerinde 3 kez 5 dakika
olacak gekilde yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,, 20
mM NaH,PO, (pH: 7.2) tamponunda % 1’lik taze sigir serum albumini ile 37 “C’de 90
dakikalik inkiibasyonla bloklandi.

Ozgnl antikorlarla tepkime: Primer antikor olarak polikional rabbit anti-rat NCAM antikoru
kullanildi. NCAM primer antikoru % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:2000
oraninda hazirlanarak kullanildi. Nitroseliiloz membranlar NCAM antikoru ile +4 “C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki safhada nitroselilloz membranlar 5 kez 5 dakika
tampon solusyonuyla yikandi. Yikama iglemi tamamlandiktan sonra nitroselilloz membranlar %
0.05 oraninda T;veen-ZO bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge
edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37 °C’de 90 dakika siireyle inkiibasyona birakild:.
Sonraki agamada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon solusyonuyla yikandu.

Bantlarin gériintiilenmesi: Bantlarin gérintillenmesi igin 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda %
0.03-0.05 oraminda hazirlanmig diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la
reaksiyon sonucu nitroseliiloz membranlar izerindeki bantlar kisa bir siire sonra goériiniir hale
geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la renklendirilen bantlar net olarak
goriilditkten sonra nitroseliiloz membranlar iyice yikandi. Nitroseliloz membranlar iyice
kurutulduktan sonra, bantlarin rélatif yogunluklan analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rolatif
yogunluklar1 Lab. Works 4.0 (Ultra Violet Products Ltd. Combridy, CD, 1TG UK) software

programi kullanilarak analiz edildi.

2.9, Istatistiksel Metod

Gruplar arasindaki farkliliklar ¢ift yonlii varyans analizi kullamlarak hesaplandi. Post-Hoc
hesaplamasi igin de Bonferroni’ nin f-istatistik analizi kullanildi. p degeri <0,05 olarak kabul

edildi. p degerinden kiigiik olan bulgular anlaml olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Deneysel uygulamalarm baglangicinda biitiin hayvanlarn kan glukoz seviyeleri lgiilmiis ve
glukoz konsantrasyonlar1 tablo 3.1’de wverilmistir. Deneyin sonunda 6lgiilen glukoz
_konsantrasyonlan kontrol ratlanyla kargilagtirildiginda STZ uygulanan diyabetik ratlarda énemli
olgiide yiikselmistir. Bu yiiksek kan glukoz seviyeleri 7 haftalik deneysel uygulama siiresince

melatonin ve vitamin E uygulanan diyabetik ratlarda degigmemistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Kan glukoz diizeyleri (means + SEM)

Glukoz (mg/dl)
Deney

Gruplar Deney dncesi

‘ sonrasi
Kontrol 120+ 3.1 124 £32
Diyabet 123 +3.2 452 + 15.0*
Diyabet+Mel 119 + 3.0 437 £ 14.1%
Diyabet+Vit E 121 £3.1 442 + 14 4*

*p < 0.001 kontrole gore anlaml

Deney gruplarinda farkli beyin bolgelerindeki (hipokampus, korteks) NCAM 120, 140, 180

izoformlart western blot yontemiyle analiz edilmistir (Sekil 3.1).

e N-CAM 180

sameenn N-CAM 140
meneee N-CAM 120

H K H K H K HK
Kontrol STZ  STZMIt STZHVE

Sekil 3.1. Kontrol, STZ, STZ+Melatonin ve STZ+Vitamin E gruplarinda farkli beyin bolgelerindeki
NCAM proteinlerinin western blot yontemiyle analizi,



NCAM DUZEYLERI

Deney gruplarinda farkli beyin bélgelerindeki (hipokampus, korteks) NCAM 120, 140, 180

izoformlarinin densitometrik analiz sonuglan tablo 3.2°de verilmigtir.

Tablo 3.2. NCAM izoformlarinin densitometrik analiz sonuglar: (means + SEM)

N-CAM KONTROL DIYABET DIYABET+MEL DIYABET+VITE

Hipokampus 1.00 200202 800£0.9 800208
Korteks 1.00 3.1040.3 400£0.5 7.00%0.9
Hipokampus 1.00 1.00+0.1 100£0.1 110401
Korteks 140 1.00 1.10£0.1 0.90+0.08 1.00 £ 0.09
Hipokampus 1.00 0.80 +0.07 0.80+0.08 1.00£0.1
Korteks 120 1.00 0.70 £ 0.06 0.70 +0.07 0.90+0.9

Densitometrik analiz sonuglar incelendiginde; hipokampusta, diyabet grubunda NCAM-120
seviyesinin kontrol grubuna gére anlamli bigimde azaldigt (p<0.05), vitamin E uygulannus
grupta ise diyabet grubuna gore anlamli bir artism oldugu (p<0.05) tespit edilmistir. Kortekste,
diyabet grubunda NCAM-120 seviyesinin kontrol grubuna gére anlamli bigimde azaldig
(p<0.05), vitamin E uygulanmis grupta ise diyabet grubuna gore anlamli bir artigm oldugu
(p<0.05) tespit edilmigtir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Kontrol, STZ, STZ+Melatonin ve STZ+Vitamin E gruplarinda farklt beyin bélgelerindeki
NCAM-120 diizeyleri [*p < 0.05 Kontrol grubuna gére; *p < 0.05 STZ grubuna gore anlamli].
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Densitometrik analiz sonuglan incelendifinde; tim deney gruplarinda, hipokampus ve

kortekste NCAM-140 seviyesinin anlamli bir degigiklik gostermedigi tespit edilmistir (Sekil
3.3).

15
1 N-CAM 140
E ]
=
é 104
@
E 4
)
m -
=
[
(=]
[
T 054
o]
o
00 3
Kont STZ STZ SWZ Kont STZ STz S1Z
MEL VitE MEL VitE
Hipokampus Korteks

Sekil 3.3. Kontrol, STZ, STZ+Melatonin ve STZ+Vitamin E gruplarinda farkll beyin bolgelerindeki
NCAM-140 diizeyleri.
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Densitometrik analiz sonuglar incelendiginde; hipokampusta, diyabet grubunda NCAM-180
seviyesinin kontrol grubuna gére anlamli bigimde arttify (p<0.05), melatonin ve vitamin E
uygulanmig grupta diyabet grubuna gore oldukga énemli olgiide bir artigin oldugu (p<0.001)
tespit edilmigtir. Kortekste, diyabet grubunda NCAM-180 seviyesinin kontrol grubuna goére
anlamli bigimde arttifz (p<0.05), melatonin uygulanmis grupta diyabet grubuna gére onemli bir
artisin oldugu (p<0.01), vitamin E uygulanmis grupta diyabet grubuna gore olduk¢a 6nemli bir
artisin oldugu (p<0.001) tespit edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Kontrol, STZ, STZ+Melatonin ve STZ+Vitamin E gruplarmnda farkli beyin bélgelerindeki
NCAM-180 diizeyleri {*p < 0.05 Kontrol grubuna gore, bp < 0.01 STZ grubuna gére, p < 0.001 STZ
grubuna gore, *¥p < 0.001 STZ grubuna gore anlamli].
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LPO-GSH DUZEYLERI

Deney gruplarinda farkli beyin bélgelerindeki (hipokampus, korteks) Lipid peroksidasyonu
(malondialdehit+4-hidroksialkenal) ve Glutatyon (GSH) seviyeleri 6lgiilmiis ve sonuglar tablo

3.3 de verilmistir.

Tablo 3.3. Fakli beyin bolgelerindeki LPO (MDA+4-HDA) ve GSH diizeyleri (means = SEM)

KONTROL DIYABET DIiYABET+MEL DIYABET+VITE

LPO Hipokampus 32503 482+03 420402 4.13+0.4
Korteks 3.33£0.3 4.50+0.2 3.64+0.26 3424022

GSH Hipokampus 417.36+139 407.58+13.5 455.21 £20.19 470.08 £ 10.8
Korteks 40432+ 138 378.24=173 475.72 +19.94 489.12 £ 19.49

Lipid peroksidasyonu (MDA-+4-HDA) dizeylerinin, hipokampusta, diyabet grubunda
kontrol grubuna gére 6nemli élgiide arttign (p<0.01), melatonin ve vitamin E uygulanmisg
gruplarda ise diyabet grubuna gére anlamli bir azalmanin oldugu (p<0.05) tespit edilmigtir.
Kortekste, diyabet grubunda kontrol grubuna gore anlaml bir artig oldugu (p<0.05), melatonin
ve vitamin E uygulanmig gruplarda ise diyabet grubuna goére anlamli bir azalmanin oldugu
(p<0.05) tespit edilmistir (Sekil 3.5).

Glutatyon (GSH) diizeylerinin; hipokampusta, diyabet grubunda kontrol grubuna gére
anlamh bigimde azaldigi (p<0.05), melatonin ve vitamin E uygulanmis gruplarda diyabet
“grubuna goére onemli Glglide bir artisin oldugu (p<0.01) tespit edilmistir. Kortekste, diyabet
grubunda kontrol grubuna gére anlaml bigimde azaldigy (p<0.05), melatonin ve vitamin E
uygulanmis gruplarda diyabet grubuna gore oldukga dnemli dl¢iide bir artigin oldugu (p<0.001)
tespit edilmigtir (Sekil 3.6).
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Lipid Peroksidasyon (nmol/mg protein)
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Sekil 3.5, Kontrol, STZ, STZ+Melatonin ve STZ+Vitamin E gruplarinda farkh beyin bolgelerindeki LPO
(Malondialdehit+4-hidroksialkenal) diizeyleri [*p < 0.05, **p < 0.01 Kontrol grubuna gére anlamly; *p <
0.05 STZ grubuna gore anlaml, #p < 0.05 STZ grubuna gére anlamli].
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Sekil 3.6. Kontrol, STZ, STZ+Melatonin ve STZ+Vitamin E gruplarninda farkli beyin bélgelerindeki
Glutatyon (GSH) diizeyleri [*p < 0.05 Kontrol grubuna gére, °p < 0.01 STZ grubuna gore, °p < 0.001
STZ grubuna gore, “p < 0.01 STZ grubuna gore, **p < 0.001 STZ grubuna gore anlamb].
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4. TARTISMA

Diabetes mellitus yaygin olarak goriilen ayni zamanda yapisal ve fonksiyonel -sikayetleri de
iginde barmndiran ciddi bir metabolik hastaliktir. Glukoz metabolizmas: insiilinle baglantili
eksiklikler yuziinden bozulur. Uzun dénem devam eden diyabet birgok dokuda ciddi hasarlara
vol agar. Hiperglisemi ile meydana gelen oksidatif stres diyabetin en sik goézlemlenen
komplikasyonlarindan biri olan diyabetik néropatinin gelismesini saglar. Reaktif oksijen tiirleri
biyolojik makromolekiillerle etkilesirler {64,97,112].

Beyin viicut agirliginin sadece kiigiik bir oranini olusturmasina ragmen oksijeni oldukca
fazla miktarda tiiketir. Oksijene yiiksek oranda maruz kalmasi nedeniyle néral dokular diger
dokulardan daha fazla tabrip olabilmektedirler. Oksijeni yiiksek oranda kullanmasi nedeniyle
beyinin ekstra antioksidan kapasiteye sahip oldufu digiiniilebilir. Durum béyle olmamakla
‘birlikte beyinin oksidatif tahribe direng gosterme yetenegi olduke¢a diigiiktiir. Beyin merkezi
sinir sistemi igerisinde gogu toksinin girigini sinirlayan kan-beyin bariyerine sahiptir. Fakat bu
bariyer aynt zamanda gogu antioksidamin girigini de siirlar. Néronlar tahrip oldugu zaman
hasar kalicidir. Ciinkii bu hiicreler farklilasmislardir ve artik bélinemezler [141, 153, 163, 164,
179].

Reaktif oksijen tirleri lipid ve proteinlerde oksidasyon meydana getirerek membran
akigkanlhiginin azalmasma neden olur. Vitamin E lipidde ¢oziinebilen bir antioksidan
olmasindan ve hiicresel membranlarin hidrofobik yviizeylerinde yogunlagsmasindan dolay: lipid
peroksidayonunu engelleyici etki gésterir. Vitamin E gibi melatoninde membran akigkanligini
azaltmaya karsi koruyucu yetenege sahiptir. Melatonin yiiksek oranda lipofilik ve ayrica
hidrofilik olmasi nedeniyle hiicrelere ve hiicre tistii kompartmanlara kolaylikla geger. Bunun
vani sira kan-beyin bariyerini de rahatlikla gegebilmektedir. Cogu antioksidan bu bariyeri
gegemedigi igin potansiyel néral bir antioksidan olan melatonin olduk¢a énemlidir [128, 133,
141].

Oksidatif stres deneysel olarak olusturulmus diyabette beyin dokusunda serbest radikal
hasarina neden olur. Diyabetin uzun dénem de nérolojik fonksiyon bozukluguna yol agtif
bilinmektedir. Diyabetle baglantili hiperglisemi nedeniyle artan reaktif oksijen ve nitrojen
tiirleri; proteinlerde oksidasyona, tahrip olmus DNA’ya, hiicresel membranlarda lipit peroksit
tiriinlerinin  yogunlagmig seviyelerine neden olarak néron Slimlerinin meydana gelmesine
katkida bulunurlar [186,187]. STZ uygulanan ratlarda giinliik olarak uygulanan melatoninin
oksijen bazli reaktanlari nétralize ederek dokularda koruyucu etkisinin oldugu agik¢a
goriilmistiir [137,188,189,190].
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STZ uygulanarak meydana getirilmis deneysel diyabet hiperglisemiye sebep olmasi
nedeniyle endojen kronik oksidatif stresin bir 6rnegini teskil eder [134,185]. Bu yiizden
galismamizda ratlann farkli beyin bolgelerindeki NCAM proteininin ekspresyonu iizerine STZ
ile olusturulmus oksidatif stresin etkilerini degerlendirdik ve deneysel diyabet olusturulmus
ratlarda NCAM ekspresyonuna melatonin ve vitamin E’nin antioksidan etkilerini kontrol ettik.

Calismamizda STZ uygulamasimin galigilan beyin bolgelerinde lipid peroksidasyonu
(malondialdehit+4-hidroksialkenal) seviyelerini énemli 6lgiide yitkselttigi bulunmusgtur. Bu
sonuglar deneysel diyabette reaktif tiirlerin {iretiminin yiikselmesinin refakat ettigi daha 6nceki
calismalan teyit eder niteliktedir [137,186]. Deneysel diyabette lipid peroksidasyonunun
artmasmin bir nedeni potansiyel antioksidan olan glutatyonun seviyelerinin azalmasidir {191,
192]. Yapilan caligmalarin gogunda melatoninin oksijen ve nitrojen bazl reaktanlar: etkisiz hale
getirerek glutatyonun yeniden dongiisiinii ve sentezini yiikselterek oksidatif stresi azalttig1 rapor
edilmistir [193,194,195]. Daha 6nce yapilan ¢aligmalara uygun olarak yaptiginuz galigmada
diyabet gruplaninda beyinin hipokampus ve korteks bolgelerinde glutatyon seviyelerinin daha
dusiik oldugu bulunmugtur. STZ uygulanan ratlarda melatoninin, lipid peroksidasyon triinlerini
azaltirken glutatyon konsantrasyonlarmi vitkselttigi tespit edilmistir.

Daha onceki ¢aligmalarda, serbest oksijen radikallerinin agint artmasinin ve antioksidanlarin
azalmasimn diyabetik komplikasyonlara sebep oldugu, diyabetin beyinde lipit peroksidasyonu
diizeyini artirdifi ve potansiyel antioksidan olan glutatyonu azaltarak komplikasyonlarin
gelisimini tetikledigi ayrica diyabette vitamin E’nin koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir
[114.196.197]. Vitamin E’nin néronlar {izerinde direkt koruyucu etki gosterdigi agiktir. O halde
vitamin E’nin etkisi iki yénliidiir. Birincisi lipid peroksidasyonu diizeyini diigiirerek membrant
korudugu, ikincisi glutatyon ve glutatyon metabolizmasini saglayan enzimleri ve bu enzimlerin
aktivitelerini artirdigidir. Bu enzimlerden glutatyon peroksidaz o¢zellikle reaktif oksijen
tirlerinin tahnip edici etkilerinden beyinin korunmasinda onemli bir antioksidatif enzimdir.
Calismamizda STZ uygulanan ratlarda hipokampus ve korteks homojenatlarinda vitamin E’nin
lipit peroksidasyon iiriinlerini azaltirken glutatyon konsantrasyonlarini artirdig: tespit edilmistir,

Farkli beyin bélgelerini hipergliseminin neden oldugu ndrodejenerasyondan korumak igin
melatonin ve vitamin E uygulamasindan elde ettigimiz sonuglar bu antioksidanlarm oénemli
olgiide etkili oldugunu gostermisgtir.

NCAM, ergin beyinde sinaptik plastisite ve geligme esnasinda beyin doku organizasyonunu
diizenler, aym zamanda beyindeki tahrip olmus sinaptik modifikasyonlarin diizelmesine de
yardimcr olur [198,199). Hipokampus ve kortekste NCAM’mn yitksek diizenleyici etkisinin,

diyabetik ratlarm beyin doku organizasyonunun diizenlenmesinde potansiyel bir role sahip

42




olabilecegini 6ne surer. Bulgulanimuz NCAM’1n dejenere olmug dokularda néral yenilenmenin
meydana gelmesine aracilik ettigi yoniindeki hipotezi destekler niteliktedir [28,198].

NCAM'm ¢grenme ve hafiza olusumu esnasinda meydana gelen sinaptik degisikliklere
aracilik ettigi one strilmuigtir [63]. Ayrnica diyabetin biligsel fonksiyonlar: baskiladigi, 6grenme
ve hafiza formasyonunu bozdugu bilinir [100,105,106]. Bu g¢alismamizda NCAM-180
ekspresyonu kontrol gruplanyla karsilastirildiginda diyabetik ratlarin hem hipokampusunda
hem de korteksinde 6nemli 6lgiide yiikselmigtir. NCAM-180, NCAM’in énemli izoformudur ve
NCAM-180 sinaptik bolgelerde hiicre baglantilarimin gergeklesmesinde oldukga bityiik bir
oneme sahiptir [200].

NCAM-180nin sitoplazmik bélgesi yardimiyla spektrin ile etkilesimde oldugu bilinir. Bu
etkilesimin sinyal iletiminde énemli oldugu 6ne strilmiigtiir [201]. Bu yiizden NCAM-180’nin
ndronal baglantilarin yeniden olugumunda ve sinir sisteminin yenilenmesinde énemli bir role
sahip oldugu goériliir. Caliymamizda NCAM-180’nin yiikselmesinin hiperglisemiyle uyarildig:
gosterilmigtir. Fakat NCAM ekspresyonununda anormallikleri meydana getiren diyabetin
mekanizmasi hakkinda heniiz tam olarak bilgi yoktur.

Diyabet NCAM polisializasyonunu engelleyebilmektedir. Ciddi hiperglisemik durumlarda
glikozlanan heksozlarin PSA’nmin NCAM ile baglanti kuracagi aym: aminoasit bélgesine
baglanmasi ve diyabetlilerde hizlanmig olan NCAM’in glikasyonu, PSA ve NCAM arasindaki

- etkilesimi engelleyebilir [202,203]. NCAM iizerinde PSA’nin varhg: sinaptik etkilesimdeki
degisikliklere izin verir [204]. Bu yiizden hiperglisemi sinirler arasinda sinaptik yeniden
modellenmeyi engelleyebilir. Bunlara ilave olarak, diyabetik durumda PSA miktar diiger [203].
Bu yiizden NCAM-180 seviyeleri ile 6grenme performansi arasinda negatif bir iligki olmasina
ragmen NCAM ekspresyonunda dengesizlik ve PSA ekspresyonunda muhtemel degisiklikler
veya onlar arasindaki iligkilerde ortaya ¢ikan eksiklikler, diabetes mellitusta 6grenme ve hafiza
islemlerinin altinda yatan mekanizma olan sinaptik plastisiteyi azaltabilir.

Melatoninin noéronlart yitksek oranda korudugu gosterilmistir [188,189,205,206]. Melatonin
endojen olarak verildigi zaman merkezi sinir sistemine ¢abucak ulasir ve burada serumda
oldugundan daha yiiksek konsantrasyonlara ulagir [207]. Vitamin E’nin beyin dokusunda
meydana gelen serbest radikal reaksiyonlarim etkisizlestirerek serbest radikal hasarmin
azalmasina neden oldugu bildirilmigtir [172].

Deneysel diyabette NCAM izoformlarmin diizeyleri ilk kez bu g¢aligmamizda tespit
edilmigtir. Elde etti§imiz bulgular melatonin ve vitamin E’nin antioksidan olarak direkt
koruyucu etkisinin yan sira noronlarin antioksidan kapasitesini artirmasi yoluyla da néronlan
koruyabilecegini gostermektedir. Yine bu antioksidanlarin STZ uygulanmig ratlarda

hipokampus ve kortekste NCAM izoformlarinin ekspresyonlarini degistirdigi tespit edilmistir.
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Cahgmamizda farkli beyin boélgelerinde NCAM-120 izoformunun ekspresyonu diyabet
olusturulmus ratlarda kontrole gére azalmig, NCAM 180 izoformunun ekspresyonu ise diyabet
olusturulmus ratlarda kontrole gore artig gostermigtir. NCAM-140 izoformunun ekspresyonunda
anlamli bir degisiklik goriilmemigtir. Vitamin E verilmesi diyabet olugturulmus ratlarda NCAM-
120 1zoformunun ekspresyonunu artirmig, yine melatonin ve vitamin E verilmesiyle farkli beyin
bolgelerinde NCAM-180 izoformunun ekspresyonu artmistir. Noral plastisitede ve noral doku
dejenerasyonunda - NCAM ekspresyonunda artiglarin  oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
NCAM’lar erigkin beyininde ¢grenme ve bellek fonksiyonunun gériildiigii hipokampus ve
korteks dismda beyin dokusunun organizasyonunun yeniden diizenlenmesinde de rol
almaktadirlar. Ozellikle aksonal rejenerasyonda onemli rol almalarindan dolayi NCAM
molekillerinin beyinin plastisite ve yenilenme gosteren bolgelerinde miktarlarinda artig goriliir.
Hiperglisemik beyinde hipokampus ve kortekste NCAM-180 molekiiliiniin énemli oranda artis
gostermesi bu bolgelerde hipergliseminin neden oldugu plastisite ve doku organizasyonundaki
bozuklugu onarma yéniinde etkili oldugu imajin vermektedir. Nitekim néral doku koruyuculan
olarakta bilinen melatonin ve vitamin E verilen gruplarda da NCAM-180 molekiiliiniin yiiksek
diizeyde bulunmas: sinir dokusunun plastisite ve yeniden organizasyonunda bu molekiiliin

onemli oldugunu gostermektedir.
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