T.C.
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
HiSTOLOJi VE EMBRiIYOLOJI ANA BiLiM DALI

STREPTOZOTOSIN iLE DENEYSEL DiYABET
OLUSTURULAN SICANLARDA FUKOKSANTININ
HiPOKAMPUS UZERINE ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

HIiSTOLOJi VE EMBRIYOLOJi YUKSEK LiSANS TEZi

SEVDENUR UZUN

TEZ DANISMANI
Dr. Ogr. Uyesi Omiir Giilsiim DENiZ

BOLU, OCAK - 2025



KABUL VE ONAY SAYFASI

Sevdenur UZUN tarafindan hazirlanan “STREPTOZOTOSIN iLE
DENEYSEL DIYABET OLUSTURULAN SICANLARDA

FUKOKSANTININ HIPOKAMPUS

UZERINE ETKINLIGININ

ARASTIRILMASI” adli tez ¢alismasi jlrimiz tarafindan Histoloji ve
Embriyoloji Ana Bilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak oy birligiyle kabul

edilmistir. 3/01/2025

Jiiri Uyeleri

Danisman

Dr. Ogr. Uyesi Omiir Giilsiim DENIZ
Bolu Abant izzet Baysal Universitesi

Upe .
Dr. Ogr. Uyesi Omiir Gilsiim DENIZ
Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi

Uye
Dog. Dr. Aslihan SAYLAN
Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi

Uye
Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Enes SOZEN
Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi

Lisansiistii Egitim Enstitiisii Onay1



Prof. Dr. ibrahim KURTUL

Lisansiistii Egitim Enstitiisii Miidiirii

ETiK BEYAN

Bolu Abant izzet Baysal Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii Tez

Yazim Kilavuzu ve Sablonuna uygun olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

>

>
>

Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik
kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,

Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak
kurallarina uygun olarak sundugumu,

Tez ¢alismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

Bu tezde sundugum ¢alismanin 6zgiin oldugunu bildirir

aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi

beyan ederim.

Teze iliskin Turnitin adli programinda enstitu miidiirliigiince belirlenen

filtrelemeler uygulanarak alinmig olan benzerlik raporuna gore, tezin benzerlik

oran1 %30’u gegmemektedir.

Bu ¢alisma igin Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan

Arastirmalar1 Etik Kurulundan 2023/13 sayist ile etik izin alinmigtir.

SEVDENUR UZUN



OZET

STREPTOZOTOSIN iLE DENEYSEL DIYABET OLUSTURULAN
SICANLARDA FUKOKSANTININ HIPOKAMPUS UZERINE
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LISANS TEZi
SEVDENUR UZUN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU
HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJi ANA BILiM DALI
HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI YUKSEK LISANS PROGRAMI
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESi OMUR GULSUM DENiZz)
BOLU, OCAK - 2025
XI + 64 sayfa

Calismanin amaci, diyabetin sebep oldugu hipokampus hasarina
fukoksantin (FX) etkisinin ortaya konulmasidir. Calismada, 40 adet 220-250 g,
2-4 aylik Wistar albino erkek sigan Kont (Kontrol), D (Diyabet), D+FX, FX ve
dimetil siilfoksit (DMSO) (Coziicii) olmak tizere rastgele esit sayida (n=8) 5
gruba ayrildi. D ve D+FX gruplari igin 50 mg/kg dozunda streptozotosin (STZ),
intraperitoneal tek doz uygulanarak diyabet modeli olusturuldu. D grubu siganlara
deney siiresince baska bir islem uygulanmazken, 28 giin boyunca Kont grubuna
1 ml/kg serum fizyolojik, D+FX ve FX grubu sicanlara 50 mg/kg FX, DMSO
grubu sicanlara ise 1 ml/kg %0,1 DMSO intraperitoneal olarak uygulandi. 28 giin
stiren caligmanin 16-20. giinlerinde Barnes Maze testi i¢cin 0grenme testleri
yapildi ve 28. giin sonuglar alinip 29. giin si¢anlar sakrifiye edildi. Anestezi
altinda intrakardiyak kan alinip sakrifiye edilen si¢anlarin beyinleri ¢ikarilarak,
sag hemisfer rutin histolojik takip sonrasi bloklandi. Alinan kesitler histopatolojik
ve stereolojik analizler i¢in krezil violet ile immiinohistokimyasal analizler i¢in
ise Kaspaz-3 ile boyandi. Ayrica, Cavalieri prensibi ile hipokampus hacmi
stereolojik olarak degerlendirildi. Bunlara ek olarak, sol hemisferde apoptozis
i¢in; sitokrom (Cyt)-c, Anneksin V, Kaspaz-3, Bcl-2 iliskili X (Bax) ve B-hiicreli
lenfoma 2 (Bcl-2) gen ekspresyonlarina molekiiler analizlerle bakildi. Ayrica
serum Orneklerinde total antioksidan seviyesi (TAS), total oksidan seviyesi
(TOS) olgiilerek, oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi. Elde edilen analizler
sonucu; D grubunda total hipokampus, CA1+CA2 ve CA3 bolgelerinde hacimde
azalma (p<0,01), néronlarin diziliminde diizensizlik ve koyu boyal1 sitoplazmaya
sahip piramidal hiicreler izlendi. D+FX grubunda ise bu etkilerin tersine
cevrilerek hipokampus hacminde artis (p<0,01) ve c¢ok sayida diizgilin sinirlara
sahip saglikli néronlar saptandi. Ayrica, molekiiler analizlerle diyabet aracili
apoptoz miktarinin arttigr (p<0,05), yapilan Barnes Maze davranis testinde
diyabetin hafizada bozukluga neden oldugu ortaya konuldu (p<0,01). Bu
kapsamda FX’in ise diyabette oksidatif stresi azalttigi (p<0,01), bozulan biligsel
hafizay1 iyilestirdigi, apoptozu azalttig1 ve ndroprotektif etki gosterdigi saptandi.

Sonu¢ olarak, FX uygulamasinin diyabetin hipokampus {izerindeki
olumsuz etkilerini belirgin bir sekilde azalttig1 ortaya konulmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Diyabet, Fukoksantin, Hipokampus, Stereoloji,
Apoptozis



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF FUCOXANTHIN ON THE
HIPPOCAMPUS IN RATS WITH EXPERIMENTAL DIABETES
INDUCED BY STREPTOZOTOCIN
MSC THESIS
SEVDENUR UZUN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF HISTOLOGY AND EMBRYOLOGY
(SUPERVISOR: ASSISTANT PROFESSOR OMUR GULSUM DENiZ)

BOLU, JANUARY 2025
X1 + 64 pages

The aim of the present study was to determine the effect of fucoxanthin (FX)
on hippocampus damage caused by diabetes. In the study, 40 male Wistar albino
rats weighing 220-250 g and aged 2-4 months were randomly divided into 5 equal
groups (n=8) as Cont (Control), D (Diabetes), D+FX, FX and dimethyl sulfoxide
(DMSO) (Solvent). A diabetes model was created by intraperitoneal administration
of a single dose of 50 mg/kg streptozotocin (STZ) for groups D and D+FX. No
other procedure was applied to rats in group D during the experiment, while 1 ml/kg
physiological serum was administered to rats in the Cont group, 50 mg/kg FX to
rats in groups D+FX and FX, and 1 ml/kg 0.1% DMSO was administered
intraperitoneally to rats in the DMSO group for 28 days. Learning tests were
performed for the Barnes Maze test on days 16-20 of the 28-day study, and the
results were obtained on day 28 and the animals were sacrificed on day 29. The
brains of the rats, which were sacrificed after intracardiac blood was drawn under
anesthesia, were removed, and the right hemisphere was blocked after routine
histological follow-up. The sections were stained with cresyl violet for
histopathological and stereological analyses and with Caspase-3 for
immunohistochemical analyses. In addition, hippocampus volume was evaluated
stereologically with Cavalieri principle. In addition, cytochrome (Cyt)-c, Annexin
V, Caspase-3, Bcl-2 associated X (Bax) and B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) gene
expressions were examined with molecular analyses for apoptosis in the left
hemisphere. In addition, total antioxidant status (TAS) and total oxidant status
(TOS) were measured in serum samples, and oxidative stress index (OSI) were
calculated. As a result of the analyses obtained; In the D group, a decrease in the
total hippocampus, CA1+CA2 and CA3 regions volume (p<0.01), irregularity in
the arrangement of neurons and pyramidal cells with dark-stained cytoplasm were
observed. In the D+FX group, these effects were reversed and an increase in
hippocampus volume (p<0.01) and healthy neurons with regular borders were
detected. In addition, molecular analyses revealed that the amount of diabetes-
mediated apoptosis increased (p<0.05), and the Barnes Maze behavioral test
revealed that diabetes caused memory impairment (p<0.01). In this context, it was
determined that FX reduced oxidative stress in diabetes (p<0.01), improved
impaired cognitive memory, decreased apoptosis and had a neuroprotective effect.

As a result; it was revealed that FX application significantly eliminated the
deleterious effects of diabetes on the hippocampus.
KEYWORDS: Diabetes, Fucoxanthin, Hippocampus, Stereology, Apoptosis
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), yol ac¢tig1 insiilin direnci ile karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasinda komplikasyonlar meydana getirerek uzun vadede birgok
hayati organda bozulmalara sebep olan kronik metabolik bir hastaliktir (Alfheeaid
vd., 2023). Kronik hiperglisemi; yetersiz insiilin sentezi veya bozulmus insiilin
yararlanimi nedeniyle viicudun glukozu metabolize edemedigi, diyabetle iliskili bir
durumdur (Alfheeaid vd., 2023; Harrison vd., 2006). Bu durum kan damarlar1 basta
olmak {tizere sinirler, beyin, diger doku ve organlarda kronik hasarla birlikte islev
bozuklugu meydana getirir (You vd., 2021). Insidans1 ve sebep oldugu ikincil
komplikasyonlarin fazlaligina ek olarak tedavi siiresinin uzun olmasi géz Oniine
alindiginda; DM’ nin diinya ¢apinda saglik sistemi tizerinde hem maddi hem insan
giicii agisindan biiyiik bir yiik olusturdugu agiktir. Bu sebepten dolayi diyabet
hastaligimin komplikasyonlarini hafifletecek ¢aligmalarin yapilmasi son derece
Oonemlidir.

Diyabette meydana gelen kronik hipergliseminin temel enerji kaynagi
glukoz olan beyin dokusunu birincil derecede etkilemesi olagandir. Konuyu bu
cergevede ele aldigimizda; biligsel bozukluga sahip hastalar ile diyabet arasinda
yakin bir iligkinin varlig1 agikg¢a goriilebilir. Bu iligkinin temeline baktigimizda ise
diyabet aracili biligsel bozulmada; kronik hiperglisemi kaynakli Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS) iirtinlerinin artig1 immiin hiicre reaksiyonunu tetikleyerek, nétrofil
infiltrasyonu ve mikroglia aktivasyonu araciligiyla néroinflamasyonu kalici hale
getirir ve bu durum ndronal apoptoza sebep olur (Jafari Anarkooli vd., 2008;
Yonguc vd., 2015). Beynimizin hafiza merkezi olarak bilinen hipokampus
bolgesinde ortaya ¢ikan hiperglisemi kaynakli serbest radikal artisi, antioksidan
savunmada bozuklukla birlikte hipokampal hasara neden olmaktadir. Apoptotik
stres hipokampusta proapoptotik protein olan Bcl-2 iliskili X (Bax) ekspresyonunu
artirarak ve B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ekspresyonu azaltir ve sitokrom ¢ (Cyt-C)
salinimini tegvik eder, kaspaz-3,9,8 ekspresyonu artarak hiperglisemi aracili
toksisite ile néronlarin apoptozunu meydana getiren transkripsiyon faktorii ve gen
ekspresyonu indiiklenmis olur (He vd., 2017; Jafari Anarkooli vd., 2008; Ortiz vd.,
2022). Hipokampal norogenezde meydana gelen bu durumun biligsel bozulmaya
sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir. Bu baglamda yapilan ¢alismalarla DM’nin

beyinde insiilin direnci meydana getirdigi, hipokampusta yeni ndron sayisinda



azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (Bonds vd., 2020; El-Sayed vd., 2022). Baska
bir ¢alismada ise biligsel bozuklugun hipokampus hacmindeki azalma ile de iligkili
oldugu ortaya koyulmustur (Y.-W. Zhang vd., 2015). Hayvan ve insan ile yapilan
pek c¢ok calisma diyabetin; bilissel bozulma, hipokampus hacmi, toplam
antioksidan diizeyleri gibi parametrelerde olumsuz etkilerini gostermistir (Sadeghi
vd., 2016; Uzar vd., 2012; You vd., 2021).

Karotenoidler hiicresel redoks seviyelerini ve immiin yanit1 diizenleyen, gen
ekspresyonu, hiicrenin biiylime ve gelismesinde 6nemli katkilart olan meyve ve
sebzelerde bulunan pigmentlerdir (Park vd., 2020). Yenilebilir kahverengi deniz
yosunu, diatom ve bazi mikro alg tiirlerinden elde edilen karotenoidlerin alt sinifi
ksantofillere dahil olan fukoksantin (FX) molekiiler yapisindaki allenik bag ve 5,6-
mono epoksit yapilariyla gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahip olup; anti-obezitik,
anti-diyabetik, anti-kanser, anti-inflamasyon o&zellikleri vardir (Y. Zhang vd.,
2018). FX anti-diyabetik etkiyi adipokinlerin salgilanmasi1 uyararak veya glukoz
kullanimu ile iliskili glukoz tastyic1 4 (GLUT4) proteinin islevini diizenlemek gibi
¢esitli mekanizmalar ile saglamaktadir (Aslanbay & Imamoglu, 2021). FX’in anti-
diyabetik etkisinin yan1 sira Alzheimer ve Parkinson gibi deneysel modellerde
ndrodejeneratif bozukluklarin baglamasini geciktirdigi ve ndroprotektif etkileri
oldugu gosterilmistir (N. Li vd., 2022). Literatiirde FX’in beyinde noéroprotektif
etkileri lizerinde durulsa da spesifik olarak hipokampus tizerindeki etkilerine iliskin
bilgiler kisith sayida karsimiza ¢ikmaktadir (Bae vd., 2020; Maeda vd., 2009;
Oliyaei vd., 2021). Diyabetin basta hipokampus bolgesi olmak tlizere merkezi sinir
sistemi lizerindeki olumsuz etkileri yadsinamaz. Son yillarda tedavi amagl dogal
bitkisel tirinler aranmakta ve bu alandaki ¢alismalar dikkat gekmektedir. Diyabetin
multisistemsel bir hastalik oldugu ve beraberinde ¢ok sayida saglik problemine yol
acabilecegi gbz oniine alindiginda multiprotektif bir etki gosteren FX’in bu etkileri
tersine gevirebilecegini diisiinmekteyiz. lyi bir anti-diyabetik ve ndroprotektif rol
sergileyen FX’in diyabetik hipokampus hasarindaki etkisi daha Once
calisitimamistir. Bu kapsamda, bu calismada antioksidan kapasitesiyle oksidatif
stresi engelleyerek ve diyabetin hafifletilmesine yardimci olarak multiprotektif bir
etki saglayacagini diisiindiigiimiiz FX’in diyabetik sican hipokampusu iizerindeki

etkilerinin kapsamli bir sekilde incelenmesi amaglanmistir.



1.1 Hipokampus

Hipokampus hafiza ve 6grenme ile ilgili caligmalarda siklikla karsimiza
cikan beyin boliimiidiir. Ozellikle kisa siireli bellegin uzun siireli bellege doniismesi
olarak tanimlayabilecegimiz ndronal plastisite ve 0grenmede kritik role sahiptir
(Lagali vd., 2010). Limbik sistemin bir pargasini olusturan gri cevher tabakasi olan
hipokampus, gelisim sirasinda telensefalonun dorsal kisminda ¢ogalan hiicrelerden
olusmustur (Roelink, 2000). Yapisinda cornus ammonis (CA) ve dentat girus (DG)
bolgelerini barindirir. CA bolgesinde bulunan biiylik piramidal néronlar ve bu
ndronlarin uzun apikal dendritleri karakteristik bir dizilim gosterirler. Buradaki
morfolojik ve iglevsel yonden farklilik gosteren boliimler CA1, CA2, CA3 ve DG
olarak smiflandirilmistir (Arushanyan & Beier, 2008). (Sekill.1)

Sekil 1.1. Hipokampus alt alanlarinin sematik gosterimi (Burwell & Agster,
2008'den modifiye edilmistir)

Cevreden gelen duyu uyaranlarinin algilanmasi, islenmesi ve uygun
tepkinin verilmesinde bir koprii islevine sahiptir (Bilim, 2018). Yeni bellek
olusumu hipokampustaki ndronlarin birbiriyle olusturdugu sinapslar ile miimkiin
kilinir. Uzamsal bellek olarak adlandirilan canlilarin ¢evresini bir harita bigiminde
hafizada depolamasi, kisa siireli hafizadan uzun siireli hafizanin islenmesi ile
yakindan 1iliskilidir. Hipokampus uzamsal bellegin muhafaza edildigi ana beyin
bolimiidiir (Giiner, 2018). Mekan ile gegmis deneyimler arasinda baglanti saglar,

ek olarak bireyin duygu ve davranislarinda da 6nemli role sahiptir.

1.1.1 Hipokampus Embriyolojisi
Insanda hipokampus yapis1 lateral telensefalik vezikiil ile birlikte gelisir.
Ikinci ayin ortasinda serebral hemisferin duvarinda ependimal hiicre tabakasi

koroid pleksusu meydana getirir. Embriyonik 13-14. haftalarda koroid fissiiriin dis



pargasinda bulunan noral progenitor hiicrelerin go¢ii ve ¢ogalmasiyla hipokampus
gelisimi baglar. Baslangicta genis ve si1§ olan hipokampal fissiir dentat girus
boyunca uzanir. Dentat girusun fimbral ucunda hiicre proliferasyonu ve graniiler
hiicre tabakasinin gelismesiyle hipokampal fissiir belirgin ve derin bir hal alarak
cornu ammonise dogru yonelir. 15-16. haftalarda cornus ammonis ve DG
laminalarinin i¢ ige gegmesi ve katlanmasi ile artik bilaminar yapidadir. Gelisimin
erken evresinde iki lamina devamli iken ependimal katmandan hiicre goci
nedeniyle dentat girusun boyutunun artmasi, cornus ammonis'e dogru biiytimesiyle
burada birincil hiicre tabakasi, glutamaterjik uyarici piramidal ndronlar meydana
gelir. Piramidal néronlar CA boyunca bulunsa da bu bolgeyi CA1’den CA3’e farkli
morfolojik ve genetik 6zelliklere sahip bolgelere boler. Noroepitelyumdan kdken
alan piramidal hiicre onciilleri, radial glialarca yonlendirilerek ig¢ten disa dogru
ammonik tabakaya go¢ ederler (Humphrey, 1967; Lagali vd., 2010; Songur vd.,
2001). CA’ya eklenen bu biiyiime, hemisferin medial duvarinin lateral ventrikiile
dogru ¢ikint1 yapmasina neden olur. DG ig¢ biikey hale gelir ve olusan asimetri ile
CA’nin medial ucunun alt tarafina dogru kayar (Erdogan, 2013). Gangliyonik
cikintilardan GABAerjik interndronlar, hipokampusa go¢ ederek fonksiyonel
sinapslar gelistirirler. CA3 bolgesindeki piramidal néronlar CA1 bolgesi piramidal
noronlartyla Schaffer kollateral olarak adlandirilan afferent aksonlar1 olusturur.
CA3 piramidal hiicre dendritleri dogumdan sonra olgunlagsmaya devam ederek
dentat girusun graniil néronlarinin aksonu olan yosunsu liflerden sinaptik ileti alir.
Graniiler hiicreler dentat girusun primer hiicre katmanidir ve %85°1 dogum sonrasi
olusur. Hipokampal fissiir derinlestiginde dentat girusun molekiiler katmani ile
cornu ammonisin molekiiler katmani arasinda daginik hiicrelerden olusan iiggen bir
bolge birikir. Burada hipokampus iki laminay1 birbirine kenetleyen U sekilli son

konumuna ulasir (Erdogan, 2013; Izci & Erbas, 2015; Lagali vd., 2010).

1.1.2 Hipokampus Anatomisi
Hipokampus lateral ventrikiiliin alt boynuz tabaninda yerlesik, ventrikiile ve
hemisferin alt kismina bakan sirasiyla konveks ve konkav yiizeylere sahip, 5 ila 8
cm uzunlugunda gri cevher tabakasindan olusan bir yapidir. Intraventrikiiler
katlant1 olarak karakterize edilen hipokampus, CA ve medialinde eslik eden dentat
girustan olusur. CA’nin yapisinin biiyiikliigii diisiintildiiglinde, hipokampus terimi

ile ifade edilen yaygin olarak bu yapidir. Hipokampus makroskopik olarak bag



govde ve kuyruk olmak iizere ii¢ boliime ayrilabilir (Duvernoy, 1998). On taraf yani
bas kisminda bulunan genis ve diiz kisim “pes hippocampi”, bu yapinin u¢ kisminda
bulunan parmaksi ¢ikintilar ise “digitationes hippocampi” adimi alir. Govdesi
serebral pedinkiilii saran inferior boynuza eslenik olarak uzanir. Kuyruk ise
makroskopik olarak posterior yerlesik ventrikiiler atriyumun medialini birlestirerek
biter. Hipokampusun bas bolgesi beyinde amigdaloid niikleuslarca parsiyel olarak
sarilirken, diger ucu parahipokampal girusla kaynasir. Lateral ventrikiile bakan
alveus hippocampi olarak isimlendirilen yiizi, hipokampus noronlarinin
aksonlarinca olusturulan ince bir ak madde ile ortiiliidiir. Konkav yiizeyinde 6nden
arka tarafa uzanan beyaz renkli ince bant halinde fimbrial hippocampi bulunur. DG
ve hipokampusu bolen bu fimbrial hippocampi arka ve yukari dogru uzanarak
forniksi olusturacak olan krus fornisis olarak devam ederken; 6n ucu olan uncus,
gyri hippocampide beyaz cevher icinde sonlanir (Izci & Erbas, 2015; Pradip
Chauhan vd., 2021; Songur vd., 2001).

DG, 6nde unkusa dogru siirekli, arkada fasciola cinera ile devamli olarak
hipokampusun medial yiiziinde zincir halinde kortikal ¢ikintilardan meydana gelir.
Hipokampal sulkus, medialde dentat girusu parahipokampal girusun
subikulumundan ayiran yapidir. DG’yi saran forniks fimbriasi, fimbrio-dentat

sulkus ile dentat girustan ayrilir (Erdogan, 2013; Pradip Chauhan vd., 2021).

1.1.3 Hipokampus Histolojisi

Hipokampus 3 ana kisima ayrilmaktadir. Bunlar; CA (esas hipokampus),
DG ve subikulumdur. Bu ii¢ kismin tamami1 hipokampal formasyonu olusturur (Kog
Okudur, 2013).

CA, hiicresel morfolojik farkliliklara dayanarak sirasiyla subikulum ve
DG’ye en yakin olarak; CA1, CA2, CA3, bolgelerine ayrilmistir. CA4’teki ndronlar
CAZ3’iin hillus bolgesine ait hiicrelerdir (Szabo & Hennerici, 2014).

Hipokampal yapinin mikroskopik diizeyde hiicresel dizilimi incelendiginde
7 tabakadan olusur:

1. Alveus: Ventrikiiliin yiizeyine bakan en derin bolgededir. Piramidal
noronlarin aksonlar1 sinirlayict ylizeyi olusturur. Bu alan fimbraya
giden aksonlart igerir.

2. Stratum Oriens: Piramidal néron bazal dendritleri ve internéronlar

mevcuttur.



3. Stratum Piramidele: Hipokampusa kendine 6zgii formunu veren,
biiyilk piramidal noéronlarin ve golgi tip II hiicrelerin bulundugu
tabakadir. Piramidal néronlarin bazal ve apikal dendritleri Stratum
Lucidum'a ulasirken, aksonlar1 stratum oriens yoluyla ilerleyerek
alveusa ulasir.

4. Stratum Lusidum: CA3 boélgesine 6zel olan bu tabaka yosunsu
(mossy) lifler ve motor piramidal ndéronlar igerir.

5. Stratum Radiatum: Bu bolgede Schaffer kollateral baglantilar1 ve
noronlarin ara dendritleri bulunur.

6. Stratum Lakiinosum: En ince tabakadir, Schaffer kollaterali igerir.

7. Stratum Molekiilare: Piramidal néronlarin apikal dendritlerini saran

tabakadir (Bilim, 2018; Raisman vd., 1965).

1.2 Diabetes Mellitus

DM,; insiilin direnci sonucu karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmasinda
ve nihayetinde bircok hayati organda meydana getirdigi uzun vadeli
komplikasyonlarla bozulmalara sebep olan kronik metabolik bir hastaliktir. DM’de,
viicutta insiilin iiretimi veya yararlanimmda meydana gelen bozulma sonucu glukoz
metabolize edilemez ve nihayetinde kronik hiperglisemiye neden olur (Alfheeaid
vd., 2023). Bu durum viicutta kan damarlar1 basta olmak tizere sinirler, beyin ve
diger doku ve organlarda kronik hasarla birlikte islev bozuklugu meydana getirir
(Youvd., 2021).

DM, giiniimiizde diinya niifusunun yaklasik %6’lik bir kismini etkileyen
metabolik bir rahatsizliktir. Uluslararasi Diyabet Federasyonu (IDF) 20-79 yas aras1
eriskinlerden olusan 578 milyon insanin 2030°da bu hastalifa yakalanmasim
beklemekte (IDF, 2019), 2045 yilinda ise diinyada diyabetin en ¢ok goriildiigi 10
tilke arasina Tirkiye’nin de girmesi beklenmektedir (Saeedi vd., 2019). DM
hastalarinin saglik harcamalar1 en az 966 milyar dolardir ki bu miktar yetiskinlere
yapilan saglik harcamalarinin %9’unu olusturmaktadir. Tiirkiye i¢in baktigimizda
yetiskinlerin %15,9’u diyabete sahiptir ve diyabetin kisi bas1 maliyeti ise 1,044
dolara ulagsmaktadir (Diabetes, 2021). Tedavi siiresinin uzun olmasi ve ¢ok sayida
ikincil komplikasyonlar goz 6niine alindiginda; DM, diinya capinda saglik sistemi

tizerinde hem maddi hem de insan giicii agisindan biiyiik bir ylik olusturmaktadir.



Bu sebeplerden 6tiirii WHO basta olmak iizere diinya capinda ¢esitli saglik kurum
ve kuruluslar1 hastaligin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in ¢caligmalar yapmaktadir.
1.2.1 Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi
Otorite sahibi pek ¢ok kurum ve kurulus DM i¢in ¢esitli siniflandirmalar
yapmistir. Bu smiflandirmalar incelendiginde DM genel olarak 4 ana gruba
ayrilmistir. Bunlar karsilasilma sikligina gore sirastyla; Tip 2 diyabet, Tip 1 diyabet
ve gestasyonel diyabete ek olarak nadir olarak goriilen spesifik nedenlere baglh

diyabetten olusmaktadir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Diyabetin siniflandirilmasi ve 6zellikleri (American Diabetes
Association, 2006; American Diabetes Association Professional Practice
Committee, 2023)

1. Tip 1 diabetes mellitus

Diyabet hastalarin  %5-10’unu  olustururlar. Otoimmiin hastalik olarak
tanimlanir. Pankreasta insiilin tiretimi yapan B hiicrelerinin T hiicrelerce yikilip
otoantikor olugmasiyla meydana gelir. Genetik temelli olsa da toksin, viriis ve
diyet gibi cevresel etmenlerinde hastaligin ortaya c¢ikmasinda etkisi biiyiiktiir.
Hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda hastalik 30 yasindan once baglar.

2. Tip 2 diabetes mellitus

Tiim diyabet hastalarinin %85-90’m1 olustururlar. Uretilen insiilinin yetersizligi
ve/veya reseptor duyarliliginin azalmasiyla meydana gelir. Hiicreler tarafindan
insililinin kullanilamamasi ile karakterizedir. Hastalik 40-45 yasindan sonra
siklikla goriiliir. Tip 2 diyabet goriilme riski bireylerin yas, kilo ve fiziksel aktivite
eksikligiyle artmaktadir.

3. Gestasyonel diyabet

[k kez gebelikle birlikte ortaya ¢ikan diyabet ¢esididir. Maternal ve fetal agidan
kilnik 6nemi yiiksektir. Genellikle gebelik sonrasi kan glukoz degerleri normale
donmekle birlikte, altta yatan f hiicre disfonksiyonunun bir géstergesi oldugu igin
ilerleyen zamanlarda annenin tip 2 diyabet gelistirmesi olagandir.

4. Spesifik nedenlere bagh diyabet

Tiim diyabetiklerin %1’ini olusturur. Nadir goriilen bazi hastaliklarla ortaya
¢ikmaktadir. Bunlar; akut pankreatit, kistik fibrozis, transplasyon sonrasi diyabet,
yenidogan diyabeti ve bazi genetik hastaliklarin sebep oldugu diyabetler olarak
siralanabilir.




1.2.2 Diabetes Mellitus ve Biligssel Bozulma

DM multisistemsel bir hastalik olup insiilin mekanizmasinin bozulmasiyla
en ¢ok etkilenen organlardan biri de glukoz ana enerji kaynagi olan beyindir. DM
kaynakli kronik inflamasyonda hipokampus ve serebral korteks bdlgeleri,
ndronlarinda yaygin olarak bulunan insiilin reseptorleri dolayisiyla, negatif etkinin
en ¢ok goriilecegi alanlardir. Kronik hiperglisemi, enerji metabolizmasindaki
bozukluktan kaynaklanan metabolik stres araciligiyla reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimini arttirir ve oksidatif strese neden olur (Al-Kuraishy vd., 2020) (Sekil 1.2).
Hafiza ve 6grenme igin Kritik bu bolgelerin apoptozdan etkilenmesiyle bilissel
bozulmalara sebebiyet verebilir (Jafari Anarkooli vd., 2008; Sima & Li, 2005;
Yonguc vd., 2015). DM ayrica beyindeki insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktori
(IGF) sinyal mekanizmasinda bozukluklara neden olarak Alzheimera sebep
olabilecek; molekiiler, biyokimyasal bozukluk ve histopatolojik lezyonlara yol agar
(Sastre vd., 2017). DM’si olan hastalar bilissel bozukluklara daha yatkindir, demans
riski 1,5 kat daha fazladir (Geijselaers vd., 2015). Buna ragmen diyabet hastalarinda
sikca goriilen biligsel bozulmalar dikkate alinmayarak; tedavi yaklasimlari yalnizca
kan glukoz seviyelerinin diizenlenmesine yoneliktir. Oysa diyabetik hastanin
yasam kosullarini iyilestirecek ve yan etkilerin hafifletilmesine dair ¢alismalarin
yapilmasi da son derece 6nem arz etmektedir. Diyabetin giinlimiizde oldugu gibi
gelecekte de diinyada en ¢ok goriilen saglik sorunlarinin baginda gelecek olmasi ve
ayni sekilde diyabet artisiyla korelasyon gosteren Alzheimer benzeri hafiza ile ilgili
hastaliklarin da daha sik goriilmesi konunun 6nemini arttirmakta ve bu alanda

caligmalarin gerekliligini agik¢a ortaya koymaktadir.
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Sekil 1.2. Diyabette biligsel bozunmaya aracilik eden mekanizmalar
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1.3 Fukoksantin

Dogal pigment maddesi olarak bakteri, mantar, bitki ve alglerde bulunan
karotenoidler organizmayi asir1 151k maruziyetinin zararli etkilerinden korur.
Dogada bulunan 600’iin tizerindeki karotenoid ¢esidinin saglik iizerinde ¢esitli
faydalar1 vardir. Yapilan arastirmalar karotenoidlerin; hiicresel redoks seviyeleri,
immiin cevap, gen ekspresyonu, hiicrenin biiyiime ve gelismesi gibi mekanizmalar1
diizenledigini gostermektedir (Park vd., 2020).

Karotenoidlerin hidroksil grubu igeren alt smnifi olan ksantofiller,
karotenlere gore daha hidrofilik yapidadir. Kahverengi deniz yosunu, diatom ve
bazi mikroalg tiirlerinden elde edilen bir ksantofil olan FX’in molekiiler yapisinda
nadir goriilen bir allenik bag ve 5,6-mono epoksit yapilarina sahiptir (Aslanbay &
Imamoglu, 2021; Terasaki vd., 2022) (Sekill.3). Kimyasal formiilii C42HsgOs’dur.
Tetraterpen oksijen igeren bir bilesiktir, fotosentez i¢in hayati 6éneme sahip bir
molekiildiir (N. Li vd., 2022). FX’in sahip oldugu molekiiler yapisi sayesinde
birgok metabolik aktivitesi mevcut olup; anti-obezite, anti-kanser, anti-inflamasyon
ozellikleri vardir (Y. Zhang vd., 2018). Bunlara ek olarak farkli diyabet

modelerinde yapilan calismalarda anti-diyabetik etkilerinin ve nodrodejeneretif



bozuklari geciktirici etkilerinin oldugu da goriilmistiir (Bae vd., 2020; N. Li vd.,
2022).

Insan plazmasinda FX’in ana metabolik formu fukoksantinoldiir.
Amarouciaxanthin A, karaciger ve yag dokusunda goriilen bir diger metabolik
formudur. Yaklasik olarak %5 ila 10’u ince bagirsakta sindirilirken geri kalan
cogunlugu FX formuyla kalin bagirsaga ulasir ki bu durum beyin sagligini etkileyen
mikrobiyotay1 segici bir sekilde besledigi i¢cin beyin fonksiyonlariin gelistirilmesi
ve iyilestirilmesinde 6nemli bir rol oynar (N. Li vd., 2022). Toksisite ¢alismalarinda
FX’in insan ve rodentler iizerinde herhangi bir yan etkisi goriilmemistir. Bu
baglamda FX i¢in in vivo caligmalarda farelerde 2000 mg/kg gibi ¢ok yiiksek
konsantrasyonun tek doz olarak uygulanmasindan sonra bile yalnizca minimal yan

etkiler goriilmustiir (Yang vd., 2022).

Sekil 1.3. Fukoksantinin molekiiler yapisi

FX, toplam karotenoid iiretiminin %10’undan fazlasini olusturur ki bu deniz
yosunlarindan elde edilen en bol miktarda deniz karotenoididir (L. Zhang vd.,
2017). Avrupa’dan Asya’ya dek uzanan birgok iilkede bulunan farkli tiirdeki
alglerde 0,3 ila 18,6 mg FX/g kuru agirlik olarak bulunabilmektedir (Terasaki vd.,
2022). Ulkemizde de Giineydogu Karadeniz pigment dinamigini incelemek
amaciyla yapilan ¢alismada, 6ne ¢ikan pigmentlerden FX miktarinin 2,94 ng/L’ye
kadar ulasabildigi goriilmiistiir (Geng, 2018).

1.3.1 Fukoksantinin Antidiyabetik Etkileri
FX’in umut verici bir antidiyabetik molekiil oldugu son yillarda yiiriitiilen
kapsamli ¢alismalar ile gosterilmistir. Bu antidiyabetik etkiyi TNF-a ve I1L-6 gibi
adipositokinlerin salgilanmasini, ayrica beyaz yag dokusunda MCP-1’in mRNA
ekspresyonunu diizenleyerek (Oliyaei vd., 2021) ve iskelet kas hiicrelerinin

membranlarinda bulunan glukoz kullanimu ile iliskili glukoz tasiyict 4 (GLUT4)
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proteinin islevini diizenlemek gibi ¢esitli mekanizmalar ile de saglamaktadir

(Maeda vd., 2009).

1.3.2 Fukoksantinin Noroprotektif Etkileri

Deneysel modeller ile olusturulan Alzheimer ve Parkinson hastaliginda
FX’in etki mekanizmasi incelendiginde amiloid beta (A), tau gibi yayilma
Ozelligine sahip fibrillere baglanarak birikimlerini engelledigi, inflamatuar
faktorlerin varligini azalttigi, mitokondri membraninda meydana gelen hasari
diizelterek oksidatif stresi engelledigi gortilmustiir (N. Li vd., 2022). Ayrica FX’in
beyin kaynakli nétrotrofik faktor (BDNF) ve kolin asetiltransferaz (ChAT)
ekspresyonunu regiile ederek kemirgenlerde biligsel bozuklugu azalttigi
goriilmustiir (Xiang vd., 2017). Yapilan pek c¢ok calismada FX’in néronlarda
apoptozu inhibe ederek sag kalimi arttirdigi gosterilmistir (Chen vd., 2023).

1.4 Oksidatif Stres ve Antioksidan iliskisi

ROS canlilarda dogal fizyolojik siire¢lerin bir pargasi olarak ortaya g¢ikar.
Ancak yiiksek konsantrasyonlarda ROS, antioksidan savunma mekanizmasi
tarafindan notralize edilemeyerek hiicresel mekanizmanin bozulmasina sebebiyet
verebilir. Hiicre iginde baslica 3 ana ROS bulunur. Bunlar; serbest radikallerden
stiperoksit (O2") ve hidroksil (OH") radikali, serbest olmayan radikallerden ise
hidrojen peroksittir (H202). OH™ molekiilii oksidasyon kapasitesi en yiiksek
radikaldir. H.O2 ve O hiicresel komponentleri direkt olarak okside edemezken
fenton veya Haber-Weiss reaksiyonu araciligiyla olusan hidroksil radikalinin
biyomolekiillere verdigi hasar oldukg¢a yiiksektir. (Birben vd., 2012; Cobanoglu,
2011) (Sekil 1.4).

0, ok, ) e H,0

Hidrojen
Peroksit Radikali

HOO

Hidroperoksil
Radikali

Sekil 1.4. Serbest radikallerin birbirine doniisiimiiniin sematik gosterimi

(Mongirdiené vd., 2022'den modifiye edilmistir)
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ROS’un  yiiksek  kimyasal aktiviteleri ~denge halinde olan
oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasi ve hiicrede oksidatif stres olarak
tanimlanir. Artmis oksidatif stres hiicresel komponentlerin stabilitesini tehdit eden
bir unsurdur. Bu durum protein, lipid ve hatta niikleik asitler gibi
makromolekiillerin yapisinda pek ¢ok hasara sebebiyet verebilir (Birben vd., 2012).
Viicudun metabolik aktivitesinin bozulmasina yol agar (Janion vd., 2022). Ozellikle
oksidatif stresin kronik bir hal aldigi durumlarda bu bozunmalarin Oniine
gecebilmek amaciyla antioksidan kullanimi ¢ok yaygindir. Kullanilan antioksidan
hiicre i¢inde oksidan-antioksidan dengesinin yeniden kurulmasina yardimci olarak
hasar1 azaltip onarim saglayabilmektedir. Iyi bir antioksidan serbest radikalleri
temizler, metal selasyonu ile fenton reaksiyonlarini regiile eder, hasar olusan
dokular1 ve diger bozunmaya ugramis antioksidan mekanizmalarin1 onarir
(Cobanoglu, 2011). Bu ozelliklerin hepsine sahip olan bir molekiil ideal bir

antioksidan olarak goriilmektedir.

1.5 Oksidatif Stres Indeksi

Oksidanlarin neden oldugu oksidatif stresi 6lgmek i¢in bir¢ok ydntem
bulunmaktadir. Genellikle arastirmalarda oksidatif stres varlig1 bir veya birkag
serum  oksidan/antioksidam1  Olclilerek  gosterilmektedir. ~ Ancak  her
oksidan/antioksidanin ayr1 ayr1 serumdan eldesi hem zaman alict hem de yorucu bir
islem olabilmektedir. Buna ek olarak bu yontemle; serumda heniiz bilinmeyen
oksidan/antioksidanlarin varlig1 ve bu bilesiklerin sinerjetik bir etkiye sahip olup
olmadig1 hala bilinemez (Wu vd., 2017). Viicudun oksidatif stres durumunu
belirlemek i¢in serum veya plazmadan oksidan veya antioksidan molekiillerin
toplam olarak eldesi ‘‘Total oksidan durum’’ (TOS) ve *‘total antioksidan durum’’
(TAS) olarak ifade edilir. Oksidan/anti-oksidan dengesi; “Oksidatif stres indeksi”
(OSI) denilen TOS'un TAS'a boliiniip 0,1 ile garpilmasi ile hesaplanir (Erel, 2005;
Uzar vd., 2012). TOS ve TAS degerleri ¢ok daha kapsamli bir 6l¢iim oldugundan
dolay1 viicuttaki oksidatif stresin daha kesin bir belirteci olabilir (Wu vd., 2017).

1.6 Apoptozis
1970’te elektron mikroskobik diizeyde zarla g¢evrili yogun sitoplazma
parcaciklarinin goriilmesi ile biiziilme nekrozu kavramiyla ilk tanimlanmasi

yapilmistir. Daha sonra dogal fizyolojinin bir pargasi olarak, hassas bir denge ile
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kontroliiniin saglandigi anlasilinca Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972’de

apoptozis kavrami ile tanimlanmistir (Kerr, 2002).

1.6.1 Apoptozis Regiilasyonu

Apoptozis stres ve gelisimsel sinyaller dahil olmak {izere hiicre i¢i ve dis1
uyaranlarla yonetilen bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Gelisimde yapim yikim
dengesinin kurulmasinda fizyolojik bir 6nem arz etmektedir. Ortamda timor
nekrozis faktdr (TNF), koloni stimiile edici faktor (CSF), insiilin benzeri biiyiime
faktorti (IGF), IL-2 gibi faktorlerinin azalmasi hiicre disindan apoptozisi tetikleyen
unsurlardir. Sitokinler, hiicre ici Ca*? artis1, DNA hasariyla aktive olan p53 geni,
onkojenler ise hiicreyi apoptozise gotiiren hiicre i¢i uyaranlardir (Aksit & Bildik,
2008). Organizmada apoptozisi indiikleyen ve inhibe eden pek ¢ok sayida gen

bulunmakta ve bunlar belirli yolaklarla birbirini kontrol etmektedir.

1.6.1.2 Bax/Bcl-2

Apoptoz regiilasyonunda gorevli Bcl-2 gen ailesinin iiyesi olan proteinler;
proapototik (Bax, Bak, BH3 proteinleri), anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-x, Mcl-1, Bcl-
w) olmak {iizere iki ana sinifa ayrilir (Roufayel, 2017). Bax ve Bcl-2 proteinlerinin
komplike iliskisi hiicrenin sagkalim veya 6liim kararinin verilmesinde merkezi bir
rol oynar. Bax ve Bcl-2 arasindaki denge hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegini
belirler. Saglikli hiicrelerde Bax proteini anti-apoptotik proteinlerce inaktif formda
tutulur ve Bax’in mitokondriyal dis zar1 gegirgenlestirmesi Onlenir. Hastalik
durumunda bu denge bozularak saglikli hiicrenin apoptoza gitmesi veyahut kanserli

hiicrenin apoptozdan kagmasina sebebiyet verebilir (Brady & Gil-Gomez, 1998).

1.6.1.3 Cyt-c
Cyt-c, kaspaz-3’i aktive eden kompleksin Onemli bir parcasidir.
Apoptozisin baglangic evresinde i¢ mitokondriyal zardan salinarak birtakim
sitozolik proteinlerin yapisina katilip apoptozu baslatan onciil formun aktif form
olan kaspaz-9’a doniisiimiine sebep olur. Mitokondriyal zardan Cyt-c salinim1 pro-

apoptotik Bax tarafindan baglatilabilir (Skulachev, 1998).
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1.6.1.4 AnneksinV
Anneksinler, kalsiyum bagimli zar baglayici proteinlerdir. Cesitli patolojik
olaylarin endojen diizenleyicisidir. Anneksin V apoptoziste plazma membraninda
bulunan fosfotidilserine (FS) Ca*? bagimli bir sekilde baglanir (Ungethiim vd.,
2011). Beyin dokusunda Alzheimer benzeri bilissel hastaliklar sirasinda anneksin

V diizeyinde artis gézlenmistir (Sohma vd., 2013).

1.6.1.5 Kaspaz-3

Kaspazlar sistein proteazlarin iiyesidir. Memelilerde 18 ¢esit kaspaz
kesfedilmistir. Kaspaz-3 hedef proteinlerin pargalanmasina aracilik eden
molekiildiir (Eskandari & Eaves, 2022). Hiicrede mitokondriyal membranin
gecirgenligi bozulduktan sonra aktiflesir. Aktive oldugunda Kaspaz-3 ve 7’nin
mitokondri biitlinliigiinii daha da bozdugu bilinmektedir. Bu durum bize kaspaz-
3’tin Cyt-c salimmma bagimli oldugunu gosterir. Regiilsayonu Bcl-2 protein ailesi
tarafindan saglanir (Liang vd., 2001; Porter & Jéanicke, 1999).

1.7 Stereoloji

Histolojik analizlerde son yillarda ¢ok fazla kullanilan stereoloji, biyolojik
yapilarin 3 boyutlu yapisina ait geometrik ve nicel verilerin 2 boyutlu goriintii
tizerinden elde edilmesini saglayan bir bilim dalidir (West, 2012). Stereolojinin
temel prensipleri morfometrik caligmalarda gercek degere hata kaynaklarindan
uzaklasarak ulagmay1 saglayan “tarafsizlik” ve en az is yiikii ile bu sonuglara
ulagmay1 amaglayan “etkinlik”tir (Mandarim-de-Lacerda, 2003).

Giivenilir verilerin eldesi i¢in Orneklemin dogru yapilmasi birinci
basamaktir. Biyolojik bilimlerde yapilan ¢aligmalarin bir¢ogunda incelemeler
ilgilenilen yapimin en iyi gorildiigii, en diizgiin boyanmis preparatlar secilerek
yapilmaktadir. Biitiin bu nedenlerden otiirii incelemelerden elde edilen verilerin
gercek degere yakinligi tartigmali bir hal almaktadir. Stereolojik caligmalarda
“sistematik rastgele ornekleme” metodu kullanilmaktadir. Yapinin bilesenlerine
ayrilarak incelenecegi durumlarda bu yontemle 6rneklem olusturularak yapinin tiim
bilesenlerine ayni olasilikla 6rnekleme sansi verilmis olur (Gundersen & Jensen,
1987). Bu sayede ilgilenilen yapinin degerlendirilmesi tarafsiz ve giivenilir bir

sekilde yapilir.
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1.7.1 Cavalieri Prensibi

Stereoloji  alaninda elde edilen verilerin  matematiksel ispatlara
dayandirilmis pek ¢ok farkli yontemi vardir. italyan matematik¢i Buonaventura
Cavalieri (1598-1647) tarafindan bulunan Cavalieri prensibi stereolojik
yontemlerde hacim hesaplamak i¢in en sik kullanilan yontemlerden birisidir (Canan
vd., 2002).

Bu prensibe gore; hacmi hesaplanmak istenen rastgele sekilli bir yapinin
tiim{ esit ve birbirine paralel kesitlere ayrilir. Her bir kesitin ayn1 yone bakan yiizey
alan1 hesaplanir. Diizlemler aras1t mesafe (T) ve nesneyi sistematik rastgele bir
sekilde bolen kesit alanlarin toplam degeri (SA) carpimi bize yapinin hacmini
tarafsiz bir yontemle elde etmemizi saglar (Gundersen & Jensen, 1987) (Sekil 1.5).

Vit =), Tx SA

Vret: ilgilenilen yapinin toplam veya referans hacmini, T: kesit kalinligin1 SA: kesitlerdeki yap1

izdiislimiiniin toplam alanimi ifade etmektedir.

=

Sekil 1.5. Cavaileri prensibinin sigan beyin dokusunda uygulanisinin sematik

gosterimi. Baslangig diizleminden (0) T mesafesince ayrilan sistematik diizlemler z konumunda

sistematik rastgele olarak 6rneklenmis olur (Cruz-Orive, 1997'den modifiye edilmistir)

Cavalieri prensibinde kesitlerde yiizey alani hesaplanirken noktali alan
cetveli kullanilir. Noktali alan cetveli sistematik bir bicimde dizili, aralarinda sabit

uzaklik bulunan noktalardan olusur. Bu cetvelde bulunan dort noktanin arasinda
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kalan alan bir birim alan1 (P(a)) ifade eder. ilgilenilen alan iizerine noktali alan
cetveli rastgele koyulup, kesitteki ilgilenilen alana isabet eden noktalarin sayis1 bu
kesitte ilgilenilen alanin tarafsiz bir bicimde temsil edilmesini saglar (Ikinci Keles,

2019) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Cavalieri yontemini anlatan temsili bir kesit goriintiisii. P(a): bir

noktanin temsil ettigi alan
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1 Deney Hayvanlar:

Bu calisma Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Arastirmalari
Yerel Etik Kurulu tarafindan 17.05.2023 tarihli, 2023/13 numarali kararla
onaylanmistir. Calisma BAIBU Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinden (DEHAM) temin edilen 2-4 aylik 220-250 gram agirliginda 40 adet
erkek Wistar albino cinsi sigan kullanilarak yiriitiilmiistiir. Deney baslayana kadar
sicanlar DEHAM tarafindan 24°C+2 sicakliklarda 12 saatlik aydinlik-karanlik
dongiisii ve nem %60-70 olan ortamda ad libitum olarak beslenilerek bakilmistir.
Tiim deney siiresince yapilan islemler sirasinda, deney hayvanlarinin refahi ve etik

ilkeler g6z 6nilinde bulundurulmustur.

2.1.1 Deney Gruplarmin Olusturulmasi
Bu ¢alismada siganlar her grupta 8 si¢an olmak tizere 5 gruba ayrilmustir.
Tiim gruplardaki gerekli sican sayisini belirlemek amaciyla Minitab (versiyon 16)
bilgisayar programi kullanilarak gii¢ analizi testi yapilmistir. Rastgele olusturulan
gruplarin ikisi STZ (streptozotosin) enjeksiyonu ile diyabetik hale getirilmis ve
diyabetik sicanlardan olusan D ve D+FX gruplart olusturulmustur. Saglikli
siganlardan ise Kont, FX, DMSO (Coziici) olmak iizere kalan 3 grup

olusturulmustur. Boylece deney 5 grup iizerinden yiiriitiilmiistiir.

2.1.2 Deney Gruplarina Uygulanan Islemler
Deney gruplarina uygulanan islemler asagidaki tabloda gdosterilmistir
(Tablo 2.1). Deney isleyis siirecine ait zaman gosterge ¢izelgesi ise Sekil 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1. Deney gruplar1 ve uygulanan islemler

1. Kontrol Grubu
Bu grupta bulunan siganlara enjeksiyonun olusturdugu stresi dlgmek icin 28 giin
boyunca 1 ml/kg serum fizyolojik intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.
Calismanin basinda ve sonunda bu gruptaki sicanlarin viicut agrliklar1 ve aclik kan

glukoz degerleri olglilmiistiir.
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2. Diyabet Grubu
Bu grupta bulunan siganlara deney baslamadan 3 giin 6nce tek doz 50 mg/kg dozunda
STZ enjeksiyonu yapilarak diyabet modeli olusturulmus sonrasinda deney siiresi
boyunca herhangi bir islem uygulanmamistir. Calismanin basinda ve sonunda bu

gruptaki siganlarin viicut agirliklar1 ve aglik kan glukoz degerleri 6l¢iilmiistiir.

3. Diyabet + Fukoksantin Grubu
Bu grupta bulunan siganlara deney baslamadan 3 giin 6nce tek doz 50 mg/kg dozunda
STZ enjeksiyonu yapilarak diyabet modeli olusturulmus sonrasinda 28 giin 50 mg/kg
dozunda %0,1 DMSO iginde ¢6ziinmiis FX intraperitoneal olarak uygulanmustir.
Calismanin basinda ve sonunda bu gruptaki siganlarin viicut agirliklar: ve aglik kan

glukoz degerleri dl¢iilmiistiir.

4. Fukoksantin Grubu
Bu grupta bulunan siganlara 28 giin boyunca 50 mg/kg dozunda %0,1 DMSO i¢inde
¢oziinmiis FX intraperitoneal olarak uygulanmistir. Calismanin basinda ve sonunda

bu gruptaki si¢anlarin viicut agirliklari ve aglik kan glukoz degerleri 6l¢tilmiistiir.

5. DMSO (Coziicii) Grubu
Bu grupta bulunan siganlara 28 giin boyunca %0,1 DMSO intraperitoneal olarak
uygulanmigtir. Calismanin basinda ve sonunda bu gruptaki siganlarin viicut agirliklar

ve aglik kan glukoz degerleri l¢iilmiistiir.

Deney siiresince siganlara uygulanan islemler ve hafiza testi Bolu Abant
Izzet Baysal Universitesi DEHAM biinyesinde; sican dokular1 alindiktan sonra
histopatolojik, stereolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal analizler Bolu
Abant Izzet Baysal Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’nda; molekiiler analizler ise Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Bilimsel,
Endiistriyel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi (BETUM) biinyesinde
yapilmustir.
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* 3 giin sonunda kan sekeri 250 mg/dL ve iizeri
olan siganlar diyabetik kabul edildi

« Her giin fukoksantin enjeksiyonu « Bivokimyasal analizler
] ‘ icin kan alimm
Deney giinleri Deney baslangici Sakrifikasyon
5 [ W) @
—_—
* Tek doz STZ + Afirhik dlgiimii « Barnes Maze * Barnes Maze
enjeksivonu « Kan sekeri dl¢iimii egitimi sonug testi

* Agirhk olgiimii
* Kan sekeri dl¢iimii

Sekil 2.1. Deney isleyisi zaman gosterge ¢izelgesi

2.2 Soliisyonlarin Hazirlanmasi

2.2.1 Fukoksantin Hazirlanmasi
Deney siiresince D+FX ve FX gruplarima 50 mg/kg dozunda %0,1 DMSO
icinde ¢oziinmiis FX (Fucoxanthin, Cayman, 13068) 1 ml olarak 28 giin boyunca
uygulanmistir.
2.2.2 Streptozotosin Hazirlanmasi
Calismada diyabet yapilacak gruplarda diyabet modeli olusturmak i¢in 50
mg/kg dozunda STZ (Streptozotocin, Cayman, 13104) 0,1 M sitrat tamponu (pH:

4,0) icerisinde ¢ozdiiriilerek 1 ml intraperitoneal tek doz olarak uygulanmaigtir.

2.3 Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Deney hayvanlarina STZ enjeksiyonundan sonraki ilk 12-24 saatte
hipoglisemiyi 6nlemek i¢in igme suyuyla birlikte %5 glikoz verildi (Tufekci &
Kaplan, 2023). 72 saatin ardindan kan glukoz degeri 8-10 saatlik a¢lik ardindan
Lifecheck Compact TD4283 glikometre kullanilarak sicanlarin kuyruk veninden
alinan kan ile 6lgiildii. Her sicandan 3 tekrarli 6l¢tim alinmasinin ardindan aglik kan
glukoz diizeyi 250 mg/dL ve iizerinde olan siganlar diyabetik kabul edilip ¢alismaya
dahil edilmistir.

2.4 Davrams Testi
Calismamizda, diyabetin neden oldugu bilissel bozunma ve FX’in diyabetik
beyinde muhtemel ndroprotektif etkinligini arastirmak amaciyla sicanlar Barnes

Maze testine tabi tutulmustur. Davranis testleri, Bolu Abant Izzet Baysal
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Universitesi DEHAM’da uygun materyal kullanilarak yapilip, tiim gruplardaki

sicanlarin davranislart kamera ile kayit altina alinmastir.

2.4.1 Barnes Maze

Deneyin 16. giinlinden itibaren tiim sicanlar bilissel aktivitelerini 6l¢mek
icin Barnes Maze testine tabi tutulmustur. Asagida belirtilen protokolde test
uygulanarak, sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Barnes Maze testi; egitim ve test asamasi olmak iizere iki kisimdan
olusmaktadir (Un & Biiyiikuslu, 2018).

Egitim asamasinda si¢anlar test masasinin lizerine koyularak, ses ile bir dig
uyaran olusturulmustur. Deney hayvaninin altinda ¢ekmece bulunan deligi bulup
girmesiyle ses kapatilmistir. Boylece hayvan ¢ekmecenin giivenli alan oldugunu
ogrenmis olur. Sicanlarin altinda ¢ekmece bulunan deligi 2 dakika igerisinde
bulamamasi1 durumunda hedef noktay1 6grenmesi i¢in yardim edilerek, hayvanin

nazikce yonlendirilmesiyle giivenli alana girmesi saglanmistir (Fotograf 2.1).

Fotograf 2.1. Barnes maze test diizenegine ait goriintiiler
(A): etrafinda farkl: sekiller yer alan test masasini gosterirken, (B): test masasi {izerinde giivenli

alan olarak nitelendirilen kutuyu gostermektedir

Egitim siiresi deneyin 16. giinlinde baslatilip 21. gline kadar uygulanmustir.
Egitimin birinci giiniinde; test masas1 %70 alkol ile temizlenerek, yiizey kuruduktan
sonra ilk gruptan birinci hayvan deney masasinin merkezine koyularak dis uyarici
ses acilip kayit baglatilmistir. Hayvanin ¢ekmeceyi bulmasiyla da dis ses ve kayit
otomatik olarak sonlanmistir. Bu islemler her bir deney hayvani i¢in 5 giin boyunca

giinde 3’er defa tekrarlanmistir. Grup ortalamasinin maksimum 10-15 saniye
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araliginda olmasiyla o grubun giivenli alan1 6grendigi kabul edilmistir. Ardindan 7
giin boyunca higbir deneme yapilmadan beklenmistir (Un & Biiyiikuslu, 2018).

Deneyin 28.giinii test asamasi i¢in deney hayvanlari tekrardan Barnes Maze
testine tabi tutulmustur. Sonuglar yine kamera ile kayit altina alinarak deney
hayvanlarmin 6grendiklerinin ne kadarini hatirladiklar1 belirlenmistir (Fotograf
2.2).

lr_\ @ showall stages B [.] 21 Hide report
L(' [¥] Show completed tests 4 £ vide apparatus
Previos Sel

* | [ Showcancelledtests  copmns

u
nnnnn
P Test schedide epert sy View

| t nmle @z 2 [ e Rec 0IME000023 @ 11 W

Animal 3 - 023

Fotograf 2.2. Test sirasinda kullanilan kamera ve yazilim sistemleri

2.5 Sakrifikasyon ve Dokularin Alinmasi

Tiim gruplar deney sonunda agirlik ve kan glukoz degerleri 6l¢timii sonrasi
29. giinde ketamin (90 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) intraperitoneal uygulanarak
anestezi altinda siganlar sakrifiye edildi. Biyokimyasal analizler i¢in intrakardiyak
kan alimi sonrasi hizla ¢ikarilan beyin dokularinin (Fotograf 2.3) sag hemisferi
histolojik ¢alisma i¢in %10’luk tamponlanmis notral formalin soliisyonunda tespit
edilirken, molekiiler analizler i¢in sol hemisfer DNase-RNase free tiiplere
koyularak -80 °C’ye kaldirildi. Alinan kan dokular: sar1 kapakli tiiplere koyularak
15 dakika 4000 rpm santrifiij edildikten sonra serum kismi biyokimyasal analizler

i¢in alinarak -80 °C’ye kaldirildu.
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Fotograf 2.3. Deney sonunda si¢canlardan ¢ikarilan beyin dokulart

2.6 Rutin Histolojik Islemler

2.6.1 Doku Takip Islemi ve Bloklama
Fiksasyon i¢in %10’luk tamponlanmis nétral formalin igerisine alinan
beynin sag hemisferleri fiksasyon tamamlandiktan sonra akan musluk suyu altinda
2 saat bekletilerek formalin uzaklastirilmis ve ardindan rutin doku takip prosediirii

uygulanmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Rutin histolojik doku takip prosediirii

Takip Asamasi Soliisyon Siire
Dehidratasyon % 70 Alkol 1 gece

% 80 Alkol 1 saat

% 96 Alkol 1 saat

% 96 Alkol 1 saat

% 100 Alkol 1 saat

% 100 Alkol 1 saat
Sefaflastirma Ksilen 1 saat

Ksilen 30 dakika
Parafinizasyon Parafin (65°C) 45 dakika

Parafin (65°C) 45 dakika

Takip asamasi tamamlandiginda Leica EG1120 parafin tanki kullanilarak

beyin dokularinin koronal diizlemde bloklama islemi yapilip numaralandirilmistir.
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2.6.2 Kesit Alma
Yapilan pilot ¢alismanin ardindan sistematik rastgele Ornekleme igin
belirlenen 1/12 oraninda 5 mikron kalinliginda kesitler stereolojik analizler i¢in
alinirken, 1/24 oraninda histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler igin
almmustir. 45° C’lik su banyosuna atilarak numaralandirilmis pozitif sarjli lamlara

alimmustir. Kesitler alinirken Leica RM212RT mikrotom kullanilmistir.

2.6.3 Krezil Violet Boyama Islemi

Krezil violet boyama i¢in (Cresyl violet (acetate) ROTH, 7651) toz boya
kullanildi. Oncelikle stok krezil violet boya hazirlamak igin 0,2 gr krezil violet
tartilarak 50 ml distile suda ¢oziildii.

Buffer soliisyonunu (pH: 3,5) hazirlamak i¢in 282 ml 0,1 M asetik asit
¢ozeltisi icerisine 18 ml 0,1 M sodyum asetat ¢cozeltisi eklendi.

Hazirlanan buffer soliisyonunun igerisine 30 ml krezil violet stok soliisyonu
koyularak boya hazirlandi. Boyama islemi 60 °C’lik etiivde ger¢eklestirildi (Tablo
2.3).

Tablo 2.3. Krezil violet boyama protokolii

Soliisyon Siire
Ksilen 20 dakika
Ksilen 20 dakika
% 100 Alkol 5 dakika
% 100 Alkol 5 dakika
% 96 Alkol 5 dakika
% 80 Alkol 5 dakika
% 70 Alkol 5 dakika
Distile Su 3 dakika
Krezil violet (60°C) 8 dakika
Distile Su 4 dakika
% 70 Alkol 1-2 dakika
% 96 Alkol 1 dakika
% 100 Alkol 10 kez daldir gikar
Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
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2.7 Stereolojik Analizler

Pilot calisma ile belirlenen 1/12 oraninda 5 mikron kalinliginda alinan
kesitler krezil violet boyama islemine tabi tutuldu. Preparatlardan ilgili alanin
kamera atagmanli Nikon Eclipse 80i light fotomikroskop ile fotograflar ¢ekildi.
Noktal1 alan cetveli ile her bir kesit i¢in 6l¢limler yapilarak CA1+CA2 ve CA3 alan

hacimleri ayr1 ayr1 analiz edildi.

2.8 Immiinohistokimyasal Boyama

Hipokampus dokusunda apoptozisi gostermek i¢in Avidin Biotin
Peroksidaz Kompleks (ABC) teknigi, ticari kitte ongoriilen standart prosediire gore
uygulanmigtir. Primer antikor olarak, aktif caspase-3 (Anti-Caspase-3 antibody
(ab4051)) kullanildi. Boyama sonrasi immiinohistokimyasal analiz 151k
mikroskobik inceleme ile yapildi. Semi-kantitatif inceleme yoOntemi olarak
immiinreaktive gdsteren hiicrelerin boyama derecesi 20 um? ve 10 rastgele secilmis
mikroskobik alanda tarafsiz bir degerlendirme ile yapilmistir. Alanlarin kamera
atagmanli Nikon Eclipse 80i light fotomikroskop ile goriintiileri elde edildi.
Kaspaz-3 (+) boyanmus hiicreler sayilarak, toplam hiicre sayisina boliindii. Her kesit
icin ortalama alt1 farkli alan degerlendirildi. Boyali hiicre yok; 0, <%25 boyali
hiicre; 1, %25-%50 boyali hiicre; 2 ve >%50 boyali hiicre: 3. Bu skorlamaya gore
boyanma yogunlugu: yok; 0, diisiik; 1, orta; 2 ve siddetli: 3 seklinde skorlandi. Her
kesit i¢in immiin boyama yogunluk dagilim indeksi (IIDI), boyali hiicreler ve
boyama yogunlugunun ¢arprmiyla hesaplandi. Ilgili formiile gére her kesit igin

hesaplanan IIDI alt1 alanin ortalamasidir (Okur & Sagir, 2021).

2.9 Biyokimyasal Analiz

TAS diizeyleri ticari olarak temin edilebilen kitler (Relassay, Tirkiye)
kullanilarak 6l¢iildii. Yontemde ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonik asit)) antioksidan konsantrasyon ve kapasitesine gore antioksidanlar
tarafindan renksizlestirilir. Bu renk degisimi, 660 nm'de absorbanstaki degisim
olarak olgiilerek, sonuglar mmol Trolox esdegeri/L olarak elde edilir.

TOS diizeyleri ticari olarak temin edilebilen kitler (Relassay, Tiirkiye)
kullanilarak o6l¢lildii. Bu yontemde Ferrik iyon, asidik bir ortamda ksilenol
turuncusu ile kompleks iireterek renkli spektrofotometrik olarak olgiilebilen
degisim, numunede bulunan toplam oksidan molekiil miktartyla iliskilendirilerek,

sonuglar pol H20: esdegeri/L olarak elde edilir.
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OSI degeri TOS ve TAS degerlerinin birbirine oranlanip 0,1 ile ¢arpimi
sonucu elde edilir. Hesaplama igin TAS degeri pol/L doniistiiriildi. Ardindan OSI

degeri su formiile gore hesaplanmistir (Erel, 2005).

TOS (nol H,0, esdegeri/L)
x0,
TAS (pol Trolox esdegeri/L)

OSI (rastgele birim) =

2.10 Molekiiler Analizler

Deney hayvanlarindan diseke edilen beyin dokularinin sol hemisferinde yer
alan hipokampus yapilar1 izole edilerek molekiiler analizler igin DNase-RNase free
tiiplere koyulmus ve hizlica -80 °C’ye kaldirilmistir.

Elde edilen dokulardan RNA izolasyonu yapilarak, cDNA sentezlenmis,
Bax, Bcl-2, Cyt-c, Kaspaz-3 ve Anneksin V genlerinin ekspresyon diizeylerine
Real-Time PCR ile bakilmustir.

2.10.1 Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

RNA izolasyonu icin; doku oOrnekleri havanda sivi azot yardimiyla
pargalandi. Parcalanan doku tiiplere alinarak iizerine 500 pL PureZOL (BioRad,
7326890) eklenerek homojenizasyonu saglandi. Tiipler 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilip, tizerine 100 puL kloroform koyulup 15 saniye alt {ist edilerek elde
calkalandi. 3 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tiipler 15 dakika 4°C ve
12.000 rpm’de (Hettich/Mikro 220 R) santrifiij edildi.

Siipernatantta meydana gelen seffaf renkli iist faz otomatik pipet yardimiyla
yeni tiipe alinip tizerine 500 ul %100 izopropanol eklendi. 5 dakika oda sicakliginda
inkiibasyon sonrasi yeniden 15 dakika 4 °C ve 12.000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi pelleti niikleik asitler olusturur. Siipernatant ise dikkatli bir sekilde
tiip ters ¢evrilerek uzaklastirildi.

Yikama yapmak i¢in pellet tizerine 1 ml %75 etanol koyularak kisa siireli
vorteks (Benchmark) yapildi. Ardindan 5 dakika 4 °C ve 7.500 rpm’de santrifiij
edildi. Sonrasinda dikkatli bir sekilde etanol uzaklastirilarak tiipler kapaklar1 agik
sekilde ters gevrilerek etanoliin oda sicakliginda u¢masi beklendi. Elde edilen RNA
50 uL double distile suda (ddH20) ¢6ziinmesi saglanip, CONA sentezine kadar -80
°C’ye (Panasonic/MDF-4334-PE) kaldirildu.

Izole edilen RNA’larin saflif1 ve konsantrasyonunun belirlenmesi igin

NanoDrop (Thermo Scientific/2000) ile 260 ve 280 nanometre dalga boylarinda
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absorbans degerleri Olgiildii. A260/A280 oranmi 2,0+0,1 degerine yakin olan
RNA’lar saf olarak kabul edilerek calisilmaya devam edildi.

cDNA sentezi; iScript cDNA sentez kiti (BioRad, 1708890) kullanilarak
yapilmistir. PCR tiipline koyulacak totalde 20 pL hacmi; 5 pL c¢cDNA mix,
hesaplanan miktarda (X) RNA ve 15-x uL. ddH20 olusturmaktadir. x degeri 6l¢iilen
RNA konstantrasyonuna gore her bir 6rnek i¢in 1000 nanogram agirliginda RNA
olacak sekilde hesaplamalar yapildi.

Tiipler termal dongii cihazina (BioRad C1000 Touch) yerlestirilerek 5
dakika 25 °C, 20 dakika 46 °C, 1 dakika 90 °C olan cihaz protokolii baslatildi. Stire
sonunda tiipler cihazdan alinarak sentezlenen cDNA kalitesini 6lgmek igin
NanoDrop ile 260 ve 280 nanometre dalga boylarinda absorbans degerleri dlgiilerek
kaydedildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri -20°C’de (Panasonic) saklanmustir.

Kantitatif Es Zamanh PCR (qRT-PCR) i¢in; SsoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix (BioRad, 1725271) kullanilmistir. RT-PCR deneyleri igin
test edilecek hedef gen bolgelerine yiiksek o6zgiillikle baglanan primerler
tasarlanarak oligo tasarimi Amplify programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Erime sicakliklar1 (Tm) ve birincil dimer olusumu gibi 6zellikler ayni program
kullanilarak incelenmistir (Tablo 2.4). Bu kapsamda, gRT-PCR igin total hacim 10
uL olacak sekilde her bir kuyucuga; 2 uL cDNA, 2 pL forward ve reverse igeren
primer karigimi, 5 pL 2X SYBER Green ve 1 pL ddH20 koyuldu. Uzeri plate
kapatma filmi (BioRad PX1) ile ortiillerek plate santrifiij cihazina koyularak
reaksiyon hacminin karigmasit ve kuyucuklarin dibine inmesi saglandi. Daha
sonrasinda plate Real-Time PCR cihazina (Alt Modiil: BioRad C1000 Touch; Ust
Modiil: BioRad CFX96) yerlestirildi. Reaksiyonun ger¢eklesmesi icin izlenen
prosediir 95°C 5 dakika, [95°C 15 sn, 60°C 30 sn, 72°C 30 sn]x40, 72°C 5 dakika
seklindedir.
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Tablo 2.4. Mevcut ¢aligmada kullanilan primer detaylari

Primer Ismi Primerler (5°-3°) Tm °C
Bcl-2-F ATGGGGTGAACTGGGGGEGGATTG | 66
Bcl-2-R TTTCATATTTGTTTGGGGCAGGTC | 59
Bax-F GAGAGGATGGCTGGGGAGAC 63
Bax-R GGTGAGCGAGGCGGTGAGGACT 68
Sitokrom-c-F TGGACAGCCCCGATTTAAGT 57
Sitokrom-c-R TCAATAGGTTTGAGGCGACAC 58
Kaspaz-3-F TTTTGGAACGAACGGACCTG 57
Kaspaz-3-R TGTCTCAATACCGCAGTCCA 57
Anneksin V-F GAGTACTGCCTGTCTCTCGG 61
Anneksin V-R GTCGGTCAGGAGTAGGCTG 61
GAPDH-F ACCACCATGGAGAAGGCTGG 61
GAPDH-R CTCAGTGATGCCCAGGATGC 61

gRT-PCR sonuglarinin analizi sirasinda; komperatif AACT yontemi
kullanilmistir. Bu yontemde AACT = CT(hedef gen) - CT(housekeeping gen) formiil
dogrultusunda hesaplamalar yapilmistir. Ornekler aras1 farklilik ve olas1 pipetaj
hatalarinin  Oniine gec¢ilmesi amaciyla, bir housekeeping gen olan GAPDH

kullanilarak normalizasyon gergeklestirilmistir.

2.11 Istatistiksel Analiz

Calismamizdan elde ettigimiz gruplara ait sayisal verilerin istatistiksel
analizlerinde SPSS version 21.0 analiz programi kullanilmigtir. Verilerin normal
dagilim varsayimima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmistir. Olgiimle
belirtilen siirekli degiskenlerin kiyaslanmasinda normal dagilima uyan veriler One-
Way ANOVA ve Post-hoc test olarak Bonferroni testleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Normal dagilim géstermeyen ¢oklu gruplarin kiyaslanmasi ise
Kruskal-Wallis analizi ve Post-hoc test olarak Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney U testi ile gergeklestirilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde

P<0.05 oldugunda aradaki farkin istatistiki olarak anlamli oldugu kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Stereolojik Bulgular

3.1.1 CA1+CA2 Bolgesi Hacim Bulgular:

CAl1+CA2 alanindan stereolojik analizlerle elde edilen bulgularin
istatistiksel degerlendirilmesi sonucu olusturulan grafik asagida verilmistir (Sekil

3.1).
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Sekil 3.1. Hipokampusun CA1+CA2 bolge hacminin tiim gruplar arasinda

degisimini gosteren grafik. istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde anlamli olan farkliliklar

“**> jle gosterilirken, p<0,05 diizeyinde anlamli olan farkliliklar “*” ile gdsterilmistir.

Gruplarin  hipokampus CAI+CA2 bolgesindeki stereolojik hacim
Olgtimlerinin istatistiksel degerlendirilmesi sonucunda; D grubunun CA1+CA2
hacminin Kont grubunun CA1+CAZ2 hacmine gore ileri derecede anlamli miktarda
azaldig1 gortilmiistiir (p<0,01). Ayrica D+FX grubuna ait CA1+CA2 hacmi, D
grubuna ait CA1+CA2 hacmiyle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
artis gozlemlenmistir (p<0,05). Buna ek olarak Kont grubu ile D+FX grubunun
CA1+CA2 hacmi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05).
Ayrica Kont grubuna ait CAI+CA2 hacmiyle FX ve DMSO gruplar

kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir (p>0,05).
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3.1.2 CA3 Bolgesi Hacim Bulgular:

CAS3 bolgesine ait stereolojik analizlerle elde edilen bulgularin istatistiksel

degerlendirilmesi sonucu olusturulan grafik asagida verilmistir (Sekil 3.2)
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Sekil 3.2. Hipokampusun CA3 bolge hacminin tiim gruplar arasinda degisimini

gosteren grafik. istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli olan farkliliklar “*” ile

gosterilmistir.

Gruplarin hipokampus CA3 boélgesindeki stereolojik hacim 6lgiimlerinin

istatistiksel degerlendirilmesi sonucunda; D grubunun CA3 hacminin Kont

grubunun CA3 hacmine kiyasla anlamli miktarda azaldigi goriilmiistiir (p<0,05).

Buna ek olarak D+FX grubunun CA3 hacminin D grubuna oranla arttig1, ancak bu

artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmektedir (p>0,05). Ek olarak Kont,

D+FX, FX ve DMSO gruplarmin CA3 hacimleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark saptanmamistir (p>0,05).
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3.1.3 Total Hipokampus Hacim Bulgulari

Stereolojik analizlerle elde edilen bulgularla total hipokampus hacminin

istatistiksel degerlendirilmesi sonucu olusturulan grafik asagida verilmistir (Sekil
3.3)
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Sekil 3.3. Total hipokampus hacminin tiim gruplar arasinda degisimini gosteren

grafik. Istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde anlamli olan farkliliklar “**” ile gdsterilmistir.

Hipokampusta gruplara ait total hipokampus hacminin stereolojik analizinin
istatistiksel degerlendirilmesi sonucunda, D grubunun total hipokampus hacminin
Kont grubunun total hipokampus hacmine gore ileri derecede anlamli miktarda
azaldigr goriilmistir (p<0,01). D+FX grubunun D grubuna kiyasla total
hipokampus hacmi istatistiksel olarak ileri derecede artis gostermistir (p<0,01).
Buna ek olarak Kont, D+FX, FX ve DMSO gruplarinin total hipokampus hacimleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir (p>0,05).

3.2 Histopatolojik Bulgular
Tiim deney gruplarindan elde edilen hipokampus kesitleri krezil violet ile
boyanmis olup, 1sitk mikroskobunda incelemeler yapilmistir. Incelemeler

sonucunda elde edilen bulgular asagida sunulmustur:
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3.2.1 CA1 Bolgesi i¢in Elde Edilen Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degerlendirme igin krezil violet boyali kesitlerde
hipokampus yapisi incelendi. Tiim gruplarin CA1 bélgesinin incelenmesiyle elde
edilen histolojik bulgularda; Kont, FX, DMSO gruplarma ait kesitlerde, CA1
bolgesinin genel histolojik yapisinin normal goriiniimde oldugu ve herhangi bir
patolojik ize rastlanmadigr goriildi. Noronlar normal yapida izlenmis olup,
piramidal noronlarin sitoplazma smirlarinin net oldugu goézlendi. D grubuna ait
kesitlerin incelenmesi sonucunda; hipokampusun CA1l bolgesinde hiicresel
yogunlugun Kont grubuna kiyasla bariz bir bicimde daha az oldugu saptanmustir.
Dejenerasyona ugramis ndronlarin sayisit normal yapidaki piramidal noéronlara
kiyasla daha fazla miktarda izlenmistir. Ek olarak D grubunda hiicrelerin sinirlari
net olarak saptanamayan, yapisal bozukluga ugramis, koyu boyali sitoplazmaya
sahip noronlar gozlenmistir. Ayrica, D+FX grubunun CA1 bélgesinde yapilan
incelemelerde; D+FX grubunda saglikli néron belirteci olan sitoplazma ve ¢ekirdek
sinirlart net olarak izlenebilen yapilar D grubuna kiyasla ¢ok daha fazla miktardaydi
(Fotograf 3.1).
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250/um

Fotograf 3.1. Hipokampusun CA1 bolgesinde krezil violet ile boyanmig

kesitlerde piramidal néronlar goriilmektedir. Ok basi: saglikli néronlar, ok: dejenere

noronlar. Orijinal biyiitme: X100

3.2.2 CA2 Bélgesi i¢in Elde Edilen Histopatolojik Bulgular
Tim gruplarin CA2 bdlgesinin incelenmesiyle elde edilen histolojik
bulgularda; Kont, FX, DMSO gruplarina ait kesitlerde, CA2 bdlgesine ait normal
morfolojiye sahip hiicreler izlenmistir. D grubuna ait kesitlerde ise CA1 bolgesinde
oldugu gibi 6nemli miktardaki hiicre kayb1 ve dejenerasyonu dikkat ¢ekmektedir.
D+FX grubunun CA2 bélgesinde yapilan incelemelerde; sitoplazmasi koyu boyali
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noronlarin arasinda perikaryon ve g¢ekirdek sinirlari net olarak izlenebilen

ndronlarin miktar1 D grubuna kiyasla 6nemli miktarda daha fazlaydi (Fotograf 3.2).

DMSO
oL

Fotograf 3.2. Hipokampusun CA2 bolgesinde krezil violet ile boyanmis

kesitlerde piramidal noronlar goriilmektedir. Ok basi: saglikli nronlar, ok: dejenere

noéronlar. Orijinal biyiitme: X100
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3.2.1 CA3 Bélgesi i¢cin Elde Edilen Histopatolojik Bulgular
CA3 bolgesinden elde edilen histolojik bulgularda; Kont, FX, DMSO
gruplarina ait kesitlerde 11k mikroskobu altinda genel morfolojik yapiya sahip
okromatik ozellikte, sitoplazma ve g¢ekirdek sinirlar net noronlar gézlenmistir. D
grubunun CA3 bolgesinde ise noronlarin koyu boyali, smirlar1 tam belirgin
olmayan dejenere yapida oldugu saptanmistir. D+FX grubunun CA3 bdlgesi
incelendiginde ise; saglikli gériiniimdeki néronlarin D grubuyla karsilastirildiginda

daha fazla oldugu gozlemlendi (Fotograf 3.3).

DMSO

-

Fotograf 3.3. Hipokampusun CA3 bolgesinde krezil violet ile boyanmis kesitlerde
piramidal noronlar goriilmektedir. Ok basi: saglikli noronlar, ok: dejenere noronlar. Orijinal

biiyilitme: X100
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3.3 Immiinohistokimyasal Bulgular

Kaspaz-3 boyama yontemi kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal
degerlendirme ile hipokampusta CA1 bolgesinde apoptotik hiicrelerin varligi
degerlendirildi. Apoptozise ugrayan hiicreler kahverengi boyanirken saglikli
hiicrelerde boyanma gézlemlenmemistir. Elde edilen bulgulara gore; Kont, FX,
DMSO ve D+FX gruplaria gore D grubunda kaspaz-3 pozitif hiicre sayist
oldukga fazlaydi. Bu kapsamda D+FX ve D gruplari karsilastirildiginda, D+FX
grubunda D grubuna oranla kayda deger bir miktarda azalmis kaspaz-3 pozitif
hiicre izlenmistir (Fotograf 3.4). Hiicrelerde kaspaz-3 aktivitesi 1IDI hesaplanarak
degerlendirilmistir (Sekil 3.4).
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Fotograf 3.4. Tiim gruplarda hipokampus kesitlerine ait kaspaz-3 immiinohistokimyasal
reaktivitesini gosteren goriintiiler. Hipokampustaki hiicreler kaspaz-3 antikoruyla isaretlendi ve
pozitif reaksiyon gosterenler kahverengi olarak gézlendi. Ok basi: Kaspaz-3 ile boyanmamis

hiicreler, Ok: Kaspaz-3 ile pozitif olarak boyanmis hiicreler
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Sekil 3.4. Tiim gruplarda hipokampus bolgesindeki kaspaz-3 immiinoreaktivitesi igin IIDI

degerleri. p<0,01 diizeyindeki farkliliklar “**” ile gosterilmistir

3.4 Achik Kan- Glukoz Diizeyine Ait Bulgular
Deneyin son giinii, deney hayvanlar1 kuyruk veninden alinan kan ile elde
edilen aglik kan glukoz degerlerinin istatistiksel analizi sonucu elde edilen bulgular

asagidaki grafikte verilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Tiim gruplarda aglik kan sekeri diizeylerini gdsteren grafik. statistiksel olarak p<0,01

diizeyinde anlamli olan farkliliklar “**” ile gosterilmistir
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Deney sonunda o6lgiilen kan glukoz miktarlarinda D grubunun degerleri
diyabetik araliktaydi. Bu kapsamda, D grubu Kont grubu ile karsilagtirildiginda ileri
derecede artmis kan glukoz diizeyine sahip oldugu goriilmistiir (p<0,01). FX
uygulanmasinin ise D+FX grubunda kan sekerini p<0,01 diizeyinde diistirdiigii
tespit edilmistir. Kont, FX ve DMSO gruplarinin kan-glukoz diizeyleri arasinda ise

anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05).

3.5 Viicut Agirhgi Bulgulan

Gruplarin deney baslangicinda ve sonunda agirlik Slgiimleri yapilmistir.
Elde edilen verilerden viicut agirlik degisimleri hesaplanarak bu degerlerin
istatistiksel analizi sonucunda asagidaki grafik elde edilmistir (Sekil 3.6).

*%

I *%
100

-50

Y Y
:::::

T T
nnnnn

B

-100

Agirhik degisimi (g)

-150

Kont D D+FX FX DMSO

Gruplar

Sekil 3.6. Tiim gruplarda viicut agirlik degisimlerini gosteren grafik. Istatistiksel olarak p<0,01

diizeyinde anlamli olan farkliliklar “**” ile gdsterilmistir

Deney siiresince Kont, FX ve DMSO gruplarina kiyasla D grubunda
agirhikta azalma izlenmistir (p<0,01). Buna ek olarak, FX uygulanan diyabetik
grupta (D+FX) agirlik kaybimin D grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

ileri derece anlamli diizeyde daha az oldugu goriilmiistiir (p<<0,01).
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3.6 Davrams Testi Bulgular:

Tiim gruplardaki sicanlar deney planinda bulundugu sekilde Barnes Maze
testine tabi tutulmustur. Ogrenme egitimi asamasindan 7 giin sonra yapilan sonug
testinden elde edilen verilerle siganlarin 6grendigini ne kadar hatirladigi
belirlenmistir. Sicanlarin giivenli alan1 bulma siireleri asagidaki grafikte verilmistir

(Sekil 3.7).

Siire (saniye)

Kont D D+FX

Gruplar

Sekil 3.7. Tiim gruplarda Barnes maze davranig deney diizeneginde sicanlarin hedefi bulma
siiresini gosteren grafik. Istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde anlamli olan farkliliklar “**” ile
gosterilmistir

Deneyin son giinii elde edilen verilerin istatistiksel analizi sonucunda; D
grubunun giivenli alan1 bulma siiresinin, Kont grubunun giivenli alan1 bulma
stiresinden istatistiksel olarak ileri derecede anlamli sekilde daha uzun oldugu
goriilmistiir (p<0,01). Benzer sekilde D grubu ile D+FX grubunun giivenli alani
bulma siiresi karsilastirildiginda, D+FX grubunda bu siirenin ileri derecede anlamli
diizeyde daha kisa oldugu goriilmistiir (p<0,01). Ayrica Kont, D+FX, FX ve
DMSO gruplarinin giivenli alan1 bulma siireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir degisiklik tespit edilmemistir (p>0,05).

3.7 Molekiiler Analiz Bulgular:

Calismada molekiiler olarak apoptozis i¢in Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Cyt-c ve
Anneksin V relatif gen ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir. Tiim genler
House keeping gen olan GAPDH’e gore her grupta ayri ayri gen ekspresyon

seviyeleri bakimindan analiz edilmistir.
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3.7.1 Cyt-c
Kontrol gen (House keeping gen GAPDH)’e gore degerlendirildiginde her
gruptaki Cyt-c gen ekspresyon seviyesi Kont grubunda 0,91 kat, D grubunda 2,01
kat, D+FX grubunda 0,85 kat, FX grubunda 1,34 kat, DMSO grubunda 0,7 kat daha
fazla eksprese edilmistir. D grubunda Cyt-c gen ekspresyon seviyesi Kont, D+FX,
ve DMSO gruplarindan anlamli olarak daha fazladir (p<0,05) (Sekil 3.8).

Cyt-c
*
2,5 - %
— %
.;g' 2 :I]:
; %
£ 15 -
&
3
<
7 1
&
= G
o1 NN | | EEE 0 | 0 E=
= | .. | | By P B
ol N 00 | | 000 opmsH 0 B 00 B
Kont D D+FX FX DMSO
Gruplar

Sekil 3.8. Cyt-c gen ekspresyon seviyelerini gosteren grafik. Istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde

anlamli olan farkliliklar “*” ile gosterilmistir

3.7.2 Kaspaz-3
Kontrol gen (House keeping gen GAPDH)’e gore degerlendirildiginde her
gruptaki kaspaz-3 gen ekspresyon seviyesi Kont grubunda 1,0067 kat, D grubunda
2,2 kat, D+FX grubunda 1,09 kat, FX grubunda 1,5 kat, DMSO grubunda 0,6 kat
daha fazla eksprese edilmistir. D grubunda Kaspaz-3 gen ekspresyon seviyesi Kont,
D+FX ve DMSO gruplarindan anlamli olarak daha fazladir (p<0,05) (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Kaspaz-3 gen ekspresyon seviyelerini gosteren grafik. Istatistiksel olarak p<0,05

(A3

diizeyinde anlamli olan farkliliklar ile gosterilmistir

3.7.3 Anneksin V
Kontrol gen (House keeping gen GAPDH)’e gore degerlendirildiginde her
gruptaki Anneksin V gen ekspresyon seviyesi Kont grubunda 1,08 kat, D grubunda
3,2 kat, D+FX grubunda 0,95 kat, FX grubunda 1,08 kat daha fazla eksprese
edilmistir. D grubunda Anneksin V gen ekspresyon seviyesi Kont, D+FX, FX ve
DMSO gruplarindan anlamli olarak daha fazladir (p<0,05) (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Anneksin V gen ekspresyon seviyelerini gdsteren grafik. Istatistiksel olarak p<0,05
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diizeyinde anlamli olan farkliliklar ile gosterilmistir
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3.7.4 Bax
Kontrol gen (House keeping gen GAPDH)’e gore degerlendirildiginde her
gruptaki Bax gen ekspresyon seviyesi Kont grubunda 1,03 kat, D grubunda 1,6 Kat,
D+FX grubunda 0,9 kat, FX grubunda 1,2 kat, DMSO grubunda 0,9 kat daha fazla
eksprese edilmistir. D grubunda Bax gen ekspresyon seviyesi Kont, DMSO ve
D+FX grubundan anlamli olarak daha fazladir. (p<0,05) (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Bax gen ekspresyon seviyelerini gosteren grafik. Istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde

1733

anlamli olan farkliliklar ile gosterilmistir

3.7.5 Bcl-2
Kontrol gen (House keeping gen GAPDH)’e gore degerlendirildiginde her
gruptaki Bcl-2 gen ekspresyon seviyesi Kont grubunda 1,3 kat, D grubunda 3,1 Kat,
D+FX grubunda 3,9 kat, FX grubunda 6,6 kat, DMSO grubunda 2,1 kat daha fazla
eksprese edilmistir. FX grubunda Bcl-2 gen ekspresyon seviyesi Kont, D, D+FX ve
DMSO gruplarindan anlamli olarak daha fazladir (p<0,05) (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Bcl-2 gen ekspresyon seviyelerini gosteren grafik. Istatistiksel olarak p<0,05

diizeyinde anlamli olan farkliliklar “*” ile gésterilmistir

3.8 Biyokimyasal Analiz Bulgulari

Tiim gruplarda oksidan ve antioksidan miktarlarinin 6l¢iilmesi i¢in serum
orneklerinden TAS ve TOS analizleri yapilarak OSI degeri hesaplanmistir. Elde
edilen sayisal verilerin istatistiksel degerlendirilmesi yapilarak asagidaki grafikler

elde edilmistir.

3.8.1 Serum TAS Bulgulari

Kont grubu ile karsilastirildiginda D grubunda istatistiksel olarak anlaml
diizeyde TAS degerinde bir azalma meydana gelmistir (p<0,05). D grubu ile D+FX
grubu karsilastirildiginda ise anlamli sekilde TAS seviyesinde bir artis gézlenmistir
(p<0,05). Kont ve D+FX grubundaki TAS seviyeleri arasinda istatistiki olarak
anlaml bir farka rastlanmamistir (p>0,05). FX grubundaki TAS seviyesinin D+FX
grubuna kiyasla daha az oldugu gériilmiistiir (p<0,05). Ancak Kont ve FX grubunun
TAS degerleri arasinda istatistiki anlamda bir fark izlenmemistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Tiim gruplarda TAS seviyelerini gosteren grafik. Istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde

anlamli olan farkliliklar “*” ile gosterilmistir

3.8.2 Serum TOS Bulgulan
Kont grubu ile karsilastirildiginda D+FX, FX ve DMSO grubunun TOS

seviyeleri benzer diizeylerdeydi (p>0,05). Ancak D grubunun TOS degerleri Kont
grubuyla karsilagtirildiginda anlamli derecede artis gozlendigi goriilmiistiir

(p<0,05) (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Tiim gruplarda TOS seviyelerini gosteren grafik. Istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde

anlamli olan farkliliklar “*” ile gosterilmistir
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3.8.3 OSI Bulgular
TAS ve TOS degerleri yapilan analizlerle elde edildikten sonra OSI degeri
hesaplanmistir. Elde edilen bulgularda; D grubu OSI degerinin Kont grubuna
kiyasla ileri derecede anlamli diizeyde arttigi goriilmustiir (p<0,01). Antioksidan
maddenin uygulandigit D+FX grubunda ise OSI degerinin D grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli olarak azaldigi

saptanmustir (p<0,01) (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Tiim gruplarda OSI degerlerini gosteren grafik. Istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde

anlamli olan farkliliklar “**” ile gosterilmistir

44



4. TARTISMA

Kronik seyirli, kalitsal kokenli olan ve giintimiizde beslenme bozukluklari,
hareketsizlik gibi bir¢cok sebeple insidansi artan diyabet hastaliginin gelecekte de
kiiresel capta karsilasilan en temel saglik problemi olacagi Ongoriilmektedir.
Prevalans artistyla birlikte hastaligin goriildiigii yas grubu ortalamasi da giderek
kiiciilmektedir. Bu durum; saglik sistemi ve insan yasami iizerinde maddi ve
manevi birgok kayba sebebiyet vermektedir. Bu baglamda; diyabetin insan yasami
tizerindeki etkilerini hafifletecek arastirmalar yiiriitiilerek bu sorunlarla bas etmenin
yollart aranmaktadir.

Hiperglisemi poliol yolu aktivasyonuyla ileri glikasyon son iiriinlerinin
artisina yol agar. Glikasyon; lipit, protein ve hatta niikleik asitlerin yapisinda
istenmeyen capraz baglar olusturmasiyla bazi temel molekiillerin iglevine engel
olur. Ozellikle proteinlerin glikasyonunda molekiiler konformasyon bozularak,
enzimatik aktivite degisir ve hiicresel metabolizma isleyis mekanizmasi sekteye
ugramis olur (Chuah vd., 2013; Singh vd., 2014). Ek olarak inflamatuar hiicrelerin
reseptorlerine baglanarak NF«B artisiyla sistemik olarak inflamasyon ve oksidatif
strese neden olurlar. Yapilan calismalarda diyabet ve Alzheimer hastalarinda
goriilen néropatinin altinda sinir hiicresinin akson ve Schwann hiicrelerinde
meydana gelen glikasyonun oldugu goriilmistir (Sugimoto vd., 1997).
Hipergliseminin serbest radikal iiretimini tetikleyerek oksidatif stresi arttirdig:
yapilan ¢alismalarla ortaya koyulmustur (Al-Kuraishy vd., 2020).

Glukoz metabolizmasinda bozuklukla karakterize multisistemsel bir
hastalik olan diyabet seyrinde kuskusuz en ¢ok etkilenen organlardan birisi de ana
enerji kaynagi glukoz olan beyindir. Diyabetle birlikte ortaya cikan glukoz
toksisitesi; mikrovaskiiler bozunmalara, periferik sinir hasarina ve dogrudan
hipokampusta noronlar iizerinde tahribata neden olabilmektedir. Diyabet ile
seyreden bilissel bozukluk giinliik yasami olumsuz etkileyen temel sorunlardan
birisidir. Calismamizda ana arastirma konusu bu baglamda sekillenmistir. STZ ile
deneysel diyabet olusturulan siganlarda diyabetin hipokampus iizerinde meydana
getirdigi hasar ve antioksidan madde olan FX ile bu hasarin oniine gegilip
gecilemeyecegi kapsamli bir bicimde arastirilmistir. Sonug olarak diyabetin
hipokampusta hacimsel diizeydeki etkisi stereolojik; hiicresel diizeydeki etkisi

histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizlerle incelenmistir. Bu etkinin
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mekanizmasini ortaya koymak amaciyla biyokimyasal ve molekiiler analizler
yapilmis ve bulgular davranis testi sonuglartyla desteklenerek ortaya koyulmustur.

Diyabete sahip bireylerde hafif biligssel bozukluktan bunamaya kadar pek
cok hafiza problemi yasanmaktadir. Beyin glukoza duyarli bir organdir ve glukoz
metabolizmasinda kritik rol oynayan insiilin reseptorleri hipokampusta bol
miktarda bulunur. Callisaya ve arkadaslarinin yiiriittiigii bir ¢alismada diyabet,
sozel akicilik, s6zel bellek ve islemleme hizinda diisiisle iliskilendirilmistir ayrica
diyabete sahip hastalarda toplam beyin hacminin daha diisiik oldugu gosterilmistir
(Callisaya vd., 2019). Zhang ve ark. diyabetli hastalarda hipokampal alt alanlari
inceledikleri ¢alismada toplam hipokampus hacminin diyabetli hastalarda daha
diisiik oldugunu; 6zellikle CA1 ve subikulum bdlgelerinde azalmanin daha bariz bir
sekilde ortaya ciktigini belirtmislerdir. Buna ek olarak yiiksek miktardaki
glikolizlenmis hemoglobin olan HbAlc seviyesi diisiik biligsel performans ve
hipokampus atrofisi ile iliskilendirilmistir (Y.-W. Zhang vd., 2015). Yapilan
calismalar diyabet aracili olarak olusan oksidatif stresin beyin hasarinda dnemli bir
rol oynadigin1 gostermistir (Al-Kuraishy vd., 2020; You vd., 2021). Oksidatif
stresin inhibisyonu i¢in kullanilan ¢esitli antioksidan maddelerin bu durumu tersine
cevirebildigi Feng ve ark. ve Olufunmilayo ve ark. tarafindan yapilan galismalarla
ortaya koyulmustur (Feng vd., 2023; Olufunmilayo vd., 2023). Hipokampus
dokusunda uyarict aminoasit reseptdrlerinin yogun miktarda bulunmasi dolayisiyla
ilgili doku oksidatif stres ve norodejeneratif bozukluklara daha yatkindir (D. Liu
vd., 2013). Bizim calismamizdaki bulgular da literatiir ile uyum saglamaktadir.
Yapilan stereolojik analizlerden elde edilen verilerde diyabetik grupta hipokampus
hacminde azalma ortaya koyulmustur.

CA3 bolgesinde noronlar glutamat ve GABA norotransmitterlerini
kullanarak sinaps olusturmaktadir. Buna ek olarak CA3’te yogun olarak bulunan
yosunsu lifler kimyasal sinaplara ek olarak elektriksel sinapslar da olusturmaktadir
(Cherubini & Miles, 2015). CA1 bdlgesindeki sinaptik iletiminde uzun vadeli
potansiyasyonun (LTP) indiiksiyonu N-metil-D-aspartik asit (NMDA)
norotransmitterleri ile saglanmaktadir. Yiiksek frekansli sinaptik uyarim,
NMDAya bagimli Ca*? girisiyle LTP’yi tesvik eder buna bagimli olarakta; LTP
dendritik uzantilarin hacim, bas ve boyun ¢ap1 gibi morfolojik ve yogunlugu gibi
nicel 6zelliklerine olumlu yonde etki eder (Rubio vd., 2013). CA1 ve DG’a giden
afferent néronlarin LTP’si biiyiik ¢ogunlukla NMDA ’ya baglidir ve bundan 6tiirii
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postsinaptik modifikasyonlardan daha fazla etkilenir. CA3 bdlgesinde bulunan
yosunsu lifler ile indiiklenen CA3’te LTP, NMDA reseptoriinden bagimsiz olarak
presinaptik olarak ifade edilir (Kamal vd., 1999). Bu bolgelerdeki indiiksiyon farki
calismamizda da ortaya koydugumuz CA1 bolgesinde CA3 bolgesine gore daha
fazla hacim kayb1 meydana gelmesini agiklayabilir.

Zhao ve ark. yaptig1 ¢alismada tip 1 diyabetin hipokampus hacmine etkisi
stereolojik analizlerle incelenmis; diyabet grubunda CA1 bolgesinde hacim kaybi
istatistiksel olarak anlamliyken, total hipokampus hacminde gruplar arasinda
anlamli bir fark ¢ikmamistir. Diyabetik si¢canlarin CA1 noronlarinda kromatinin
agrege oldugu, mitokondri kristalarinin sismis Yyapida izlendigi transmisyon
elektron mikroskobik diizeyde yapilan ultrastriiktiirel incelemeler ile ortaya
koyulmustur. Meydana gelen morfolojik bozunmanin sinaptik yarik ve vezikiillerin
degisimine neden olarak sinaptik plastisitenin bozulmasma sebebiyet verdigi
distintilmistir (Zhao vd., 2016). Martinez-Tellez ve ark., yaptigi ¢alismada;
deneysel diyabet olusturulan hayvanlarin beyin dokusunda aksonal dejenerasyon,
demiyelizasyon, glial hiicrelerde hasar ve noronal atrofi varlig1 ortaya koyulmus,
CA1 bolgesindeki piramidal noronlarin dendritik uzantilarinin kisalmasi ve
dendritik dikenlerin azalmasinin en yogun sekilde gerceklestigi gorilmiistiir
(Martinez-Tellez vd., 2005).

Hipertansif siganlardan kiiltiire edilmis néronlarda FX’in koruyucu etkisi
Ikeda ve ark. tarafindan g¢alisilmis; FX’in diyabetin komplikasyonu olarak da
siklikla karsimiza ¢ikan serebrovaskiiler hastaliklarda néron hasarini azalttigi
gorilmiistiir (Ikeda vd., 2003). Bazi1 ¢alismalarda FX’in GABA’y1 azaltip glutamati
artirarak noroprotektif etki sagladigi bildirilmistir (Anand vd., 2024; Dhami vd.,
2021). Caligmamizda hipokampusta D grubunda meydana gelen hacim kaybinin
FX tedavisi ile 6nemli dlglide tersine gevrilebilecegi gosterilmistir. Ayrica sunulan
tez calismasinda giivenilir ve kantitatif bir yontem olan stereolojik yontemlere
dayandirilarak yapilan hipokampus hacim 6l¢iimii literatiire diyabetik hipokampus
hacmine FX’in etkisi hakkinda yeni bir bilgi kazandirilmasini saglamustir.

Mitokondride bir i¢ membran proteini olan ve membran potansiyelini
diislirerek ROS iretimini sinirlandiran Uncoupling Protein (UCP) proteinlerinin
azalmasi ndronal 6liime yol agabilir. Abdul-Rahman ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada olusturulan diyabet hayvan modelinde hipokampus dokusunda UCP2

gen ekspresyonunda asagi yonlii azalma goézlemlenmistir (Abdul-Rahman vd.,
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2012). Ayrica uzun siireli hiperglisemi durumunda oksidatif stresten korunmak i¢in
pankreas beta hiicrelerinde UCP2 ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir (Affourtit &
Brand, 2008). Yapilan pek ¢ok ¢alisma ile de artan ROS, oksidatif stres ve yiiksek
miktardaki glukoz toksisitesi ile hiicrelerin UCP2’nin mRNA diizeyinde ifadesini
artirarak basa ¢ikmaya calistigi ortaya konulmustur (Souza vd., 2011). Yapilan
caligmalarda UCP proteinlerinin obezite, hiperglisemi ve diyabette fizyolojik bir
savunma mekanizmasi olarak karsimiza ¢iktigi goriilmektedir (Jezek, 2002). Bu
durum UCP proteinlerinin diyabetin kronik komplikasyonlarinda ve beyinde
koruyucu bir rol aldigin1 gostermektedir.

FX’in antiobezite 6zelligi arastirilirken, UCP regiilasyonu araciligiyla beta
oksidasyonu sagladigi da ortaya konmustur (Maeda, 2013). Yapilan ¢alismalar bize
FX’in ¢esitli dokularda UCP’yi arttirdigini géstermektedir (Woo vd., 2009).
Mattiasson ve ark. yiiriittiigii bir calismada UCP-2’nin néronal 6liimii ve beyinde
meydana gelen islevsel bozukluklari hafiflettigi gosterilmistir (Mattiasson vd.,
2003). FX’in aym etkiyi beyin dokusunda gostermis olmasi ve diyabetik
hiperglisemiden etkilenen noronlart UCP aracili olarak, ROS miktarin1 azaltip,
korumus olmasi muhtemeldir. Ancak bu konuda literatiirdeki bilgiler sinirh
oldugundan FX’in diyabetik beyinde UCP ekspresyonunu inceleyen yeni
calismalara ihtiya¢ vardir.

Sinir hiicrelerinde gevresel ve genetik faktorlerin yani sira serbest radikaller
ile meydana gelen oksidatif stres nérodejenerasyonun en gii¢lii sebebidir. Oksidatif
stres ayn1 zamanda Alzheimer, Parkinson ve diger yasa bagli norolojik hastaliklarin
temel sebebidir (Uttara vd., 2009). Yapilan bir ¢alismada; yasa bagli hafiza
bozukluklari, hipokampal noronlarda oksidatif stresin yol agtifi oOliimle
iliskilendirilmistir (Nicolle vd., 2001). igerigindeki yiiksek FX miktariyla dikkat
ceken kahverengi deniz yosununun si¢anlarda hipokampal noronlarin fonksiyonel
gelisimini destekledigi ortaya koyulmustur (Maqueshudul Haque Bhuiyan vd.,
2015). Bir bagka ¢alismada Lin ve ark., P13K/Akt yolu aktivasyonu ve ERK yolu
inhibisyonu ile FX’in B-oligomer aracili norotoksisiteyi azalttigin1 gozler oniine
sermistir (Lin vd., 2017).

FX’in; hiperglisemi, obezite ve tiimorlerde onleyici bir farmakolojik etkisi
vardir (Y. Zhang vd., 2018). Bu ajanin obezitede ve STZ ile olusturulan diyabette
meydana gelen hiperglisemiyi O6nemli Ol¢iide hafiflettigi ortaya koyulmustur

(Oliyaei vd., 2021; X. Zhang vd., 2024). Calismamizda da kan glukoz degerlerinin
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analizinde FX verilen diyabetik grubun kan-glukoz degerinin D grubuna gore
anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir. Bu bulgular bize ¢alismamizda FX’in
antidiyabetik etkilerinin literatiirle uyumlu sekilde goriildiigiinii gostermektedir.
Kan-glukoz seviyelerindeki diisiis ayn1 zamanda oksidatif stresin de azalmasina
sebep olarak diyabetik noronal hasar1 hafifletmis olabilir.

X.S. Zhang ve ark. yaptig1 bir ¢alismada subaraknoid kanama modelinde
Nissl boyamada norodejenarasyon goriiliirken FX’in hayatta kalan néron sayisini
artirdig1 ortaya koyulmustur (X.S. Zhang vd., 2020). J. Liu ve ark. tarafindan
yiiriitiilen bir ¢alismada Parkinson hastaliginin deneysel modelinde farelerde beyin
dokusunda dopaminerjik noronlarda kayip meydana gelirken; FX ile miidahalenin
dopaminerjik néron sayisin1 doza bagli olarak arttirdigini géstermistir (J. Liu vd.,
2022). Anand ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada Hematoksilen-Eozin boyali
serebral korteks preparatlart iizerinde yapilan incelemelerde Valproik asit
uygulanan grupta biizlismiis ndéron ve yogun bir sekilde ndroglial hiicreler
izlenirken; 200 mg/kg FX uygulanmasiyla néron ve néroglia hiicrelerinin normal
yapisina geri dondiigli goriilmustiir (Anand vd., 2024).

Calismamizda FX verilen diyabetik grupta yapilan 1s1k mikroskop
incelemelerde hipokampus noéronlarinin saglikli morfolojik goriiniimde olduklari
gozlendi. Hiicrelerin dizilimi, sitoplazmik hiicre sinirlar1 ve ¢ekirdek ayrimi net
olarak yapilabilmekteydi. Bu durum bizlere; literatiirle uyumlu olarak néron
yapilarinin FX aracili olarak korundugunu ve D grubunda izlenen patolojilerin bu
grupta izlenmemesi FX’in diyabetik hipokampus hasarlarina karsi néroprotektif bir
etkisi oldugunu disiindirmektedir. Ancak nadirde olsa izlenen piramidal
noronlardaki biiziilme bize bazi alanlarda diyabet aracili doku hasarmin devam
ettigini, uygulanan doz ve silirede tam iyilesmenin miimkiin olmadigin
gostermektedir. Bu konu ile ilgili siire ve doz ayarlamalar1 yeniden yapilarak yeni
caligmalar planlanabilir.

Diyabetin son glikasyon iiriinlerinin artisiyla viicuttaki antioksidan
sistemleri bozdugu bilindiginden kandaki TAS ve TOS seviyeleri 6lgiilerek OSI
hesaplanmistir. Sonuclar; calismamizda TOS diizeyleri diyabetik gruplarda yiiksek,
FX ile tedavi edilen grupta ise tedavi edilmeyen gruba gore anlamli derecede daha
diistiik bulunmustur. Buna ek olarak diyabetik grupta TAS'in azalmasi hiperglisemi
ve lipid peroksidasyonuna ile iliskilendirilebilir. Bu sonuclar literatiir ile

karsilagtirildiginda; tedavi grubunda TOS degerinin diismesininin  FX’in
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antioksidan ve serbest radikalleri temizleme ozelligi ile gerceklestigini
distindiirmektedir.

Uzar ve ark. yaptigi bir ¢alismada kontrol grubuyla karsilastirildiginda
diyabetik siganlarin siyatik sinir ve beyin dokusunda yiiksek TOS, azalmis TAS ve
buna bagli olarak OSI degerinde artis gozlemistir (Uzar vd., 2012). Sicanlarda VPA
ile olusturulan otizm modelinde korteks ve serebellumda GSH ve SOD
seviyelerinde meydana gelen azalma FX ile tersine gevrilmistir (Anand vd., 2024).
Bagka bir ¢alismada, serebral iskemi-reperfiizyon hasarinda sican beyninde ROS
birikiminin FX dozuna bagli olarak azaldig1 izlenmistir (Hu vd., 2018). Dagsuyu ve
ark. yaptigi bir calismada, diyabetik sicanlarin beyin ve beyincik dokusunda ROS
ve TOS diizeyleri kontrol grubuna gore biiyiik oranda artmig, TAS degeri ise onemli
oOl¢iide azalmistir. Metformin tedavisi bu etkileri tam tersine ¢evirmistir (Dagsuyu
vd., 2023). Sonuglarimizda FX uygulanan diyabetik grupta FX’in metformine
benzer etkiler gosterip, anti-hiperglisemik ve antioksidan ozellikleriyle TAS
degerlerinde diyabetik gruba gore artis ve TOS degerlerinde azalmayi saglamigtir.

Apoptozda gorev alan 6nemli bir proteaz olan kaspaz-3 apoptoz belirteci
olarak siklikla kullanilmaktadir. Kaspaz-3 varlig1 hiicrenin geri dontisiimsiiz olarak
apoptoza girdigini gosteren 6nemli bir molekiildir (Nna vd., 2020). Kaspaz-3
norodejeneratif hastaliklarda beyin dokusunun kaybina neden olan apoptozda
kaspaz kaskadinda kritik bir molekiildiir (Unver Saraydin vd., 2021). Diyabetik
hipokampus dokusunda CA1 bolgesinde yapilan incelemede kaspaz 3 (+) ve kaspaz
7 (+) hiicre sayisinin kontrol grubundan daha fazla oldugu gosterilmistir (Unver
Saraydin vd., 2021). Yapilan bir ¢alismada, STZ ile diyabet modeli olusturulan
sicanlarin beyin ve hipokampus dokusunda Bax ve kaspaz-3 ekspresyonu artarken,
Bcl-2, Bel-xI gibi anti-apoptotik genlerin ekspresyonu diismistiir (Jafari Anarkooli
vd., 2008; C. Li vd. 2017). Calismamizda incelenen immiinohistokimyasal
bulgularimizda literatiirle uyumlu olarak D grubunda CA1 bolgesinde yogun bir
kaspaz-3 aktivitesi gorilmiistir. Bu durum bizlere apoptozis varligini
gostermektedir. Bu kapsamda, literatiirdeki pek ¢ok ¢alisma FX’in antioksidan ve
noroprotektif 6zelliklerine vurgu yapmaktadir. Bulgularimiz mevcut aragtirmalarla
uyumlu olup FX’in diyabetik hipokampus {iizerindeki noroprotektif etkisi bu
calisma ile kapsamli bir sekilde gdsterilmistir.

Bcl-2 protein ailesinin iiyesi olan Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-3 hiicre apoptozunu

incelemede kullanilan temel molekiillerdir. Meng ve ark. yaptigi western blot
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analizleriyle diyabet grubunda kontrole gore ifadesi artmis Bax, ifadesi azalmis
Bcl-2 ve Cyt-c, ayrica kaspaz-3 ifadesinde artisla diyabetin apoptozu indiikledigini
bildirmistir (Meng vd., 2017). Tavsanlar iizerinde yiiriitiilen yenidogan hipoksik
beyin hasarinda Anneksin V birikiminin hipoksik grupta daha fazla oldugu
goriilmiistiir (D’ Arceuil vd., 2000). Beyin hasarinda Anneksin V ifadesinin arttig1
ve Anneksin V’in apoptozis iligkili ylizey molekiilii oldugu yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir (Sohma vd., 2013). Calismamizda gruplar degerlendirildiginde
hipokampus dokusunda diyabet aracili olarak apoptozisin arttigi ve FX’in diyabetik
gruba uygulanmasi sonucu apoptoz miktarinin azaldig1 goriilmiistiir.

Literatiirde diyabetik beyin hasarinda FX’in apoptozis lizerindeki etkisini
degerlendiren herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Zhang ve ark. ¢alismalarinda
yaptig1 travmatik beyin hasarinda (TBI) boliinmiis kaspaz-3 ekspresyon seviyesinin
arttig1 ve FX uygulamasi ile apoptoz indeksinin azaldig1 goriilmistiir. Ayrica FX’in
azalmis Bcl-2 ve artmis Bax iizerinde regiilasyon saglayarak TBI kaynakli apoptozu
azalttig: bildirilmistir (L. Zhang vd., 2017, 2023). FX’in iskemik fel¢ modelinde
intraserebroventrikiiler uygulanmasinin farelerde Bcl-2 ekspresyonu artirarak Bax,
Cyt-c salinim1 ve Kaspaz-3’ii azaltarak apoptozu tersine ¢evirdigi goriilmiistiir (Hu
vd., 2018). Calismamizda Bcl-2 ekspresyonu Kont grubuna kiyasla D grubunda
artmigtir. Bcl-2 ekspresyon seviyesinin tiim gruplar arasinda FX grubunda en
yiiksek degere sahip oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak ¢alismamizda FX’in anti-
apoptotik Bcl-2 ekspresyonunu artirarak noronal hiicreleri STZ ile olusturulmus
deneysel diyabet aracili apoptozdan korudugunu Cyt-c, kaspaz-3 ve Bcl-2/Bax
degerlerine biitiin olarak bakarak sdyleyebiliriz. Tiim bu molekiiler bilgiler 11g1inda
sonu¢ olarak; FX uygulamasinin diyabetin hipokampus iizerindeki olumsuz
etkilerini 6nemli dl¢lide ortadan kaldirdig1 gozler 6niine serilmistir. Bu kapsamda,
FX’in diyabetik siganlarin hipokampus bolgesinde Kaspaz-3, Bax, Cyt-c gen
ekspresyon seviyelerini azaltarak ve Bcl-2 gen ekspresyon seviyesini artirarak
apoptozisi minimalize ettigi sOylenebilir.

Literatiirdeki mevcut bilgiler diyabete sahip kisilerin ilerleyen yaslarda
demansa yakalanma riskinin neredeyse 2 kat fazla oldugunu gostermektedir (Cheng
vd., 2012). Yiiksek glukoz seviyesinin uzun siireli seyrinin hipokampusta mikro
bozunmalar araciligiyla biligsel kayba yol agtigini1 gosteren ¢alismalar vardir (Kerti
vd., 2013). Ancak hala hipergliseminin yol a¢tig1 biligsel bozunmalarin hangi
patolojik yolaklarla gergeklestigi kesin olarak bilinmemektedir. X.S. Zhang ve ark.,
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caligmasinda subaraknoid kanamaya bagl olusan oksidatif hasarda Morris Water
Maze testinde farelerin kagis gecikmelerinin daha uzun oldugu ve platformu
bulmak i¢in daha uzun mesafe harcadiklar1 ve bu durumlarin FX uygulamasiyla
tersine ¢evrildigi gorilmistiir (X.-S. Zhang vd., 2020). Xiang ve ark., yaptig1 bir
calismada AP oligomerlerinin hipokampal enjeksiyonuyla farelerde ortaya ¢ikan
O0grenme ve hafiza bozukluklarinin FX ile tersine g¢evrildigini gostermistir. Bu
etkiyi FX’in; BDNF ve ChAT ekspresyonunda asagi yonli regiilasyonu ve
makrofaj benzeri davranisla viicut atiklarini toplayip, toksik oligomerlerin sinaptik
plastisiteyi bozmasimnin oniine ge¢mesiyle sagladigi diisiiniilmektedir (Xiang vd.,
2017). FX’in skopolamin aracili biligsel bozulmada mekansal 6grenme ve hafiza
bozukluklarin1 ve otizmle iliskili biligsel eksiklikleri iyilestirdigi yapilan Morris
Water Maze test sonuglari ile ortaya koyulmustur (Anand vd., 2024; Lin vd., 2016).
Bu kapsamda c¢alismamizda FX’in hafiza bozukluklari ve mekansal 6grenmeyi
lyilestirdigi yapilan Barnes Maze davranis testi ile ortaya koyulmustur. Bu bilgiler
1s181inda, hipokampus néronlarinda FX’in serbest radikalleri temizleyen antioksidan
etkisiyle diyabette meydana gelen bilissel bozunmayi1 6nemli Olgiide tersine

cevirdigini diistinmekteyiz.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calisma sonucunda elde ettigimiz bulgular dogrultusunda STZ ile

olusturulan deneysel diyabetin hipokampus {izerindeki etkileri ve FX’in bu

baglamdaki rolii kapsamli bir arastirma sonucunda ortaya koyulmustur. Bu bulgular

15181nda;

STZ ile olusturulan deneysel diyabet modelinde hipokampusta hacim

kayb1 meydana geldigi stereolojik analizler sonucunda goriilmiistiir.

Sigan hipokampusunda krezil violet ile boyanan kesitlerde diyabetin
noron yapisinda ve noronlarin diziliminde bozunmalara sebebiyet
verdigi histopatolojik olarak ortaya koyulurken, immiinohistokimyasal
degerlendirmelerle gozlenen apoptotik hiicre yogunlugu bu bulgulari
desteklemistir. Buna ek olarak yapilan molekiiler analizlerde diyabet

aracili apoptoz miktarinin arttig1 izlenmistir.

Degerlendirilen histolojik ve molekiiler bulgulara ek olarak diyabetin
bilissel hafiza fonksiyonlarina etkisi de incelenmistir. Barnes Maze
davranig testi sonucuna gore diyabetin hafizada bozukluga neden

oldugu kanisina varilmstir.

FX kullaniminin diyabette goriilen yiiksek kan-glukoz degerlerini
diigirdigii, oksidatif stresi azalttigi, bozulan biligsel hafizay
tyilestirdigi, apoptozu azalttigit ve noroprotektif etki gosterdigi

gorilmiistiir.

Yapilan bu c¢alismanin sonucunda; antioksidan madde olan FX’in

kullaniminin diyabette meydana gelen ikincil komplikasyonlarin hafifletilmesini

saglayabildigi acikca gosterilmistir. Calismamizda FX kullaniminin faydal etkileri

goriilse de kisitlamalar da bulunmaktadir. Ileriki calismalarda FX uygulamasinin

farkli dozlarda verilmesi ile en etkin dozun belirlenmesi saglanabilir. Buna ek

olarak molekiiler analizler sonucunda FX’in tek basina uygulandiginda istatistiksel

olarak anlamli olmasa da hipokampusta meydana getirdigi apoptoz miktarindaki

artisin altinda yatan mekanizmalara dair literatiirde yeterli bilgi bulunmamaktadir

ve bu konunun aragtirllmaya deger oldugu kanisindayiz. Bu baglamda; farklh
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hayvanlar, farkli laboratuvarlar, farkli siireler, farkli dozlar ve farkli yontemleri

iceren daha detayli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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~ | gergeklestirilmesinde etik ydnden sakinca olmadigima meveudun oy birligi/oy ¢oklugu ile karar verilmistir.
Uyeler Uzmanhk alam Kurumu [ imzasi
Prof.Dr. Idris TUREL Farmakoloji AD. BAIBU Tip Fakultesi
(Baghan) Ogretim Uyesi
Prof Dr. Sevit Ali KAYIS Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim AD BAIBU Tip Fakiltesi
(Bagkan Yardimeaisi) Ogretim Uyesi
Prof Dr. Hamit COSKUN Psikoloji Bolomu BAIBU Fen Edebiyat Fakultes:
(Uye) Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Mustafa §IT Genel Cerrahi AD BAIBU Tip Fakiltesi
(Uye) Ogretim Uyesi
Prof Dr. Ugur UYETURK Uroloji AD BAIBU Tip Fakltesi
(Uye) Ogretim Uyesi
Prof Dr. Mustafa DILEK Cocuk Hastaliklar AD BAIBU Tip Fakultesi
(Oye) Ogretim Uyesi
Dog Dr. Ayhan CETINKAYA Fizyoloji AD BAIBU Tip Fakultesi
(Oye) Opretim Uyest
Dog.Dr. Ozgar Mehmet YIS Biyokimya AD BAIBU Tip FakOlies:
(Uye) Ogretim Uyesi
Dr. Ogr. Uyesi Hayriye SOYTURK Kanatl Hayvan Yetistiriciligi BAIBU Ziraat ve Doga Bilimlyﬁ
(Oye) Bolumil Fakaltesi
Dr.Ogr. Uyesi Serdar GOZUTOK Yaban Hayati ve Ekolojisi Bolomi | BAIBU Ziraot ve Doga Bilimleri
( Uye) Ogretim Uyesi Faukiltesi
Dr.Ogr. Uyesi Canan AKUNAL TUREL | Néroloji AD BAIBU Tip Fuklest
(Uye) Ogretim Uyesi
Dr.Ogr.Uyesi Omer Faruk BOYLU ARz Diy ve Cene Cerrahisi AD BAIBU Dig Hekimligi Fakultesi
(Uye) Ogretim Uyesi
Veteriner Hekim Enes EGILMEZ Veteriner Hekim BAIBU Deney Hayvanlari
(Sorumlu Veteriner Hekim) ygul ve Aragl Merk
Veteriner Hekim Orhan BULUT Veteriner Hekim BOLU BEYPILIC AS.
(TC Uyesi)
Av.Cihan YAVUZ Avukat Agogi Soku Mah
(TC.Oyesi) Sair Sinasl Sok.
Ayse Hamim Apt.24/6 BOLU
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