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kullandigim her alintiya kaynak gosterdigimi ve yararlandigim eserlerin
Kaynaklar’da gosterilenlerden olustugunu, her unsurun enstitii yazim kilavuzuna
uygun yazildigim ve TUBITAK Arastirma ve Yayin Etigi Kurulu Yénetmeligi’nin 3.
bolim 9. maddesinde belirtilen durumlara aykir1 davranilmadigini taahhiit ve beyan

ederim.
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OZET

DIYABETIK ERISKIN DiSi SICANLARDA KURKUMININ OPTIK SiNiR
UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

[zem Olcay SAHIN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dals,
Yiiksek Lisans, Agustos / 2020
Danigsman: Prof. Dr. Siileyman KAPLAN

Bu calismada streptozosin (STZ) ile indiiklenmis diyabetik siganlarin optik
sinirde hiperglisemi kaynakli olusan hasar iizerine, kurkuminin muhtemel
koruyucu / terapotik etkilerini stereolojik yontemlerle arastirmak amaglanmustir.
Calismamizda 12 haftalik 42 adet Wistar albino cinsi disi sican kullanildu.
Denekler, her grupta alti hayvan olmak iizere rastgele yedi gruba ayrildi.
Diyabet modeli olusturulmasi amaciyla, deneklere 50 mg/kg STZ intraperitonal
yolla verildi (DM grubu). Kurkumin uygulamasi 14 giin (30 mg/giin) boyunca
gavaj yoluyla yapilmis olup, Diyabet-Kurkumin 1 grubunda (DK1) model
olusturulduktan yedi giin sonra, Diyabet-Kurkumin 2 grubunda (DK2) 21 giin
sonra, Diyabet-Kurkumin 3 grubunda (DK3) ise diyabetik model
olusturulmasiyla es zamanli olarak kurkumin uygulamasina baglandi. Ayrica
yalnizca kurkumin (Cur) verilen grup ile yalnizca misir yagi verilen Sham grubu
olmak tizere iki grup daha olusturuldu. Deney sonunda optik sinir dokulari
cikartilarak dokulara elektron mikroskobik takip islemi uygulandi. Rezine
gomiilii dokulardan aliman yar1 ince (500 nm) kesitlerde 151k mikroskobunda
optik sinir kesit alani hesaplamasi, ince (70 nm) kesitlerde elektron
mikroskobunda miyelinli akson sayisi, akson alani ve miyelin kilif kalinlig
stereolojik yontemler kullanilarak hesaplamalar1 yapildi.

Stereolojik analizler sonunda diyabetin, optik sinirde miyelinli akson
sayisint kontrol grubuna gore onemli derecede azalttigimi (p<0,05), verilen
kurkumin maddesinin DK2 grubunda, DM grubuna goére miyelinli akson
sayisint 6nemli Ol¢lide korudugunu gozledik (p<0,05). Diger parametreler
(akson alam1 ve miyelin kilif kalinlig1) bakimindan kurkumin uygulamasinin
diyabete karst koruyucu bir etkisinin olmadigimi stereolojik yontemler ile
belirledik (p>0,05). Buna karsin doku kesitlerinin elektron mikroskopta yapilan
histopatolojik degerlendirmelerinde diyabetin optik sinir tizerindeki olumsuz
etkilerinin kurkumin uygulamasi ile iyilestirildigi gézlendi. Antioksidan 6zelligi
sayesinde kurkumin, optimal uygulama yontemiyle, o6zellikle diyabetin
etkilerine kars1 optik sinirde iyilestirici etki gosterebilir.

Anahtar Sozciikler: optik sinir, diyabet, kurkumin, oksidatif stres, stereoloji.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF CURCUMIN ON THE OPTIC NERVE
IN DIABETIC FEMALE ADULT RATS

[zem Olcay SAHIN
Department of Histology and Embryology
Institute of Graduate Studies

Ondokuz Mayis University
M.Sc., August / 2020
Supervisor: Prof. Dr. Stileyman KAPLAN

In this study, it was aimed to investigate the possible protective and
therapeutic effects of curcumin against the damage caused exerted by
hyperglycaemia on the optical nerves of rats with diabetes induced by
streptozocin (STZ) by using stereological methods. In our study, 42 Wistar
albino female rats of 12 weeks old were used. Subjects were randomly divided
into seven groups, six animals in each group. In order to establish a diabetes
model, 50 mg / kg STZ was given intraperitoneally to the subjects (DM group).
The curcumin administration done via gavage for 14 days (30 mg/day) and was
started on the 7th day after the establishment of the diabetes- curcumin 1 group
(DC1), 21 days after the establishment of the model for the diabetes-curcumin 2
group (DC2), and on the same day with the establishment of the model for the
diabetes-curcumin 3 group (DC3). Moreover, two more groups were arranged as
curcumin-only group and corn oil- only sham group. At the end of the
experiment, the optical nerve tissues were extracted and the tissues were
subjected to electron microscopy tissue processing. Light microscopy optical
nerve section area estimation was done for the semi-thin sections obtained from
tissues embedded in resin and the estimations for myelinated axon number, axon
area and myelin sheath thickness were done for thin (70 nm) sections, by using
stereological methods.

As the result of stereological analyses, we observed that diabetes
significantly decreased the myelinated axon number in optical nerve in
comparison to control group (p<0.05) and that curcumin administration
significantly protected the myelinated axon number in DK2 group in
comparison to DM group (p<0.05). We observed that curcumin has no
protective effect against diabetes in terms of other parameters (axon area,
myelin sheath thickness) via stereological methods (p>0.05). However, in the
histopathological evaluations performed with electron microscopy, curcumin
was seen to alleviate the harmful effects of diabetes on the optic nerve. Due to
antioxidant effect of curcumin, with optimal application, it could have healing
properties on optic nerve against diabetic mellitus impacts.

Keywords: optic nerve, diabetes, curcumin, oxidative stress, stereology.
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), zamanla kalpte, kan damarlarinda, gozlerde,
bobreklerde ve sinirlerde ciddi hasara yol acan, yiiksek kan sekeri seviyesi ile
karakterize, yikict sonuglari olan ve giderek yayginlasan kronik, metabolik bir
hastaliktir. DM prevalansi, yerlesik yasam tarzlarindaki artis nedeniyle diinya ¢apinda
artmaktadir (Shaw ve ark., 2010). Giiniimiizde 6zellikle gelir diizeyi diisiik ve orta
diizeyde olan iilkelerde goriilen diyabetten etkilenen insan sayist 1980'de 108
milyondan 2019°da 463 milyona yiikselmistir (WHO, 2016). Diinya Saglik Orgiitii
(DSO), diyabeti altinc1 6nde gelen 6liim nedeni olarak siralamistir ve her alt1 saniyede
bir kisi diyabetle ilgili sorunlardan dolay:r oldiigiinii bildirmistir. 2030'a kadar 578
milyon, 2045'e kadar diyabet salgininin kiiresel yayginliginin 700 milyon yetiskini
etkileyecegi tahmin edilmektedir (IDF, 2019). Diyabetin bu trajik artisindan dolay1 bu
konuya verilen 6nemin artmasi da beklenen bir sonuctur.

Diinya genelinde yaygin olarak goriilen iki tip diyabet olmakla birlikte
diyabetin smiflandirilmasinda tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, gestasyonel diyabet ve
spesifik diyabet tipleri bulunmaktadir. En yaygin olani, genellikle yetiskinlerde, insiiline
diren¢ oldugunda, yeterli insiilin lretimi olmadiginda veya insiilin fonksiyonsuz
oldugunda ortaya cikan tip 2 diyabettir. Son 30 yilda, tip 2 diyabet prevalansi gelir
diizeyi fark etmeksizin tiim tlilkelerde 6nemli 6l¢iide artis gostermektedir (WHO, 2016).
Daha once geng diyabet veya insiiline bagimli diyabet olarak bilinen tip 1 diyabet,
pankreastan ¢ok az insiilin liretildigi veya hig insiilin iiretilemedigi kronik bir durumdur.
Her iki durumda da insiilin dengesini saglamak i¢in disaridan miidahale gerekmektedir
(WHO, 2016).

Insan viicudu metabolik siireglerini siirdiirmek i¢in glikoza ihtiyag duymakla
birlikte, glikoz alt1 reaktif hidroksil grubu igermesi sebebiyle oldukca reaktif bir
molekiildiir. Bu hidroksil gruplari, kovalent baglar olusturmak iizere enzimatik olmayan
reaksiyonlar yoluyla reaktif gruplari proteinler, niikleik asitler ve lipitler {izerinde
niikleofilik olarak baglama egilimindedir. Bu reaksiyonlar, topluca glikasyon olarak
bilinir ve ileri glikasyon son iiriinleri (IGU) olusmas igin glikasyon gerekmekle birlikte
bu durum glikozilasyondan (enzimatik bir reaksiyon) ayirt edilmelidir (Gkogkolou ve
Bohm, 2012). Bu ileri glikasyon son lriinlerine ek olarak, poliol yolagi, hekzosamin

yolagi, protein kinaz C (PKC) mekanizmalar1 diyabetik komplikasyonlara neden olur



(Singh ve ark., 2014). Bu baglamda, hiperglisemi zamanla 6zellikle vaskiiler sistemi
etkilendiginden dolay1 viicudun hemen hemen tiim organlarinda hasara neden olur.
Sonucunda mikrovaskiiler diizeyde (retinopati, nefropati ve noropati) veya
makrovaskiiler diizeyde (inme, koroner kalp hastaligi, akut miyokard enfarktiisii ve
periferik vaskiiler hastalik) kayiplara yol acar (Calcutt ve ark., 2009).

Diyabetik komplikasyonlar arasinda, retinopati en yikici olanlardan biridir.
Diyabetik retinopatinin tahmini genel prevalansi, diyabet hastalarinin %40,3' iidiir,
%38,2's1 gorme kaybina giden, ¢cogunlukla retinadaki vaskiiler hasarla gelisen diyabetik
retinopatiye sahiptir (Aiello ve ark., 1998; Kempen ve ark., 2004). Goérme kaybu ile
sonuglanabilen gorsel yolaktaki hasarlar diyabet hastalarinin yasam kalitesini
diisirmektedir. Diyabetik retinopatide retinadaki hasar haricinde gorsel yolaktaki
noronlarin hasar1 da diyabette gorme fonksiyonunun erken kaybina neden olabilir
(Dorfman ve ark., 2015). Bununla ilgili yapilan bir ¢alismada, diyabetin vaskiiler
hiicreler disindaki hiicrelerin 6liimiine ve retinayla iligkili néronlarin dejenerasyonuna
neden oldugu gosterilmistir (Barber ve ark., 2011). Diyabet siirecinde olusan ndronal
hasar, diyabetin bir diger komplikasyonu olan diyabetik noropati (DN) tablosunu ortaya
cikarmaktadir. Diyabetik hayvanlarin sinir sisteminde ¢ok sayida anatomik, fonksiyonel
ve biyokimyasal degisiklik tanimlanmistir (Tomlinson ve ark., 1992; Ozturk ve ark.,
1996; Singleton ve Smith, 2012; Malone, 2016). Bu ve benzeri degisiklikler beyin,
omurilik ve periferik sinirleri de etkiler. En yaygin goriilen komplikasyonlardan olan
diyabetik periferal néropati, agr1 ve uyusukluk ile sonuglanan somatik, motor ve otonom
sinir hasarmi igerir (Forbes ve Cooper, 2013). Gerekli 6nemler alinmadig1 takdirde
DN’de nihai uzuv ampiitasyonuna giden sonuglarla karsilasilabilir. Bu tiir durumlarin
oniine gecebilmek ve diyabeti daha iyi anlamak i¢cin DN patofizyolojisini arastiran
bircok ¢alisma bulunmaktadir (Obrosova, 2005; Oates, 2008; Feldman ve ark., 2017).
Bu baglamda DN mekanizmasinda poliol yolagi, hekzosamin yolagi, protein kinaz C,
ileri glikasyon son iriinleri ve oksidatif stres patolojik 6neme sahiptir (Singh ve ark.,
2014). Her bir yol, tek basma sinir hiicresi i¢in zararli olsa da toplu olarak
giiclendirilmis glikolitik islemlerle birlikte hiicrede serbest radikallerin iiretilmesine yol
acmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) ve oksidatif stresten kaynaklanan
fizyolojik aracilar ve metabolik baslaticilar, ilerleyici sinir lifi hasari, disfonksiyon

DN'de kayip konusunda baskin bir agirliga sahiptir (Hosseini ve Abdollahi, 2013).



Olusan bu oksidatif stres, mitokondriyal redoks durumunda bir dengesizlige neden
olmakla birlikte, mitokondriyal ROS’un agir1 olusumuna yol agarak, DN basta olmak
tizere diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir (Brownlee,
2001; Feldman ve ark., 2017). Diyabetin miyelinli liflerde primer olarak goriilen
spesifik yapisal degisikliklere (nodal ve paranodal sislik) neden olmasina ek olarak,
aksonal tasinmada farklilik ve progresif aksonal atrofi gibi degisikliklere yol actig1 da
bilinmektedir (Singh ve ark., 2014). Ayrica ortaya ¢ikis nedenine bagli olarak,
aksonlarda veya miyelin kiliflarinda yaralanma goriilebilir (Hosseini ve Abdollahi,
2013). Saglikli yasam iizerindeki olumsuz etkisine ragmen ROS, hiicre i¢i sinyalleme
kaskadlarinin aracilar1 olmakla birlikte savunma mekanizmasinda (fagositoz, notrofil
fonksiyonu, makrofajlar ve diger bagisiklik sistemi hiicreleri) Onemli hiicresel
aktivitelere sahiptir (Matough ve ark., 2012; Li ve ark, 2013). Koruyucu hiicresel
elemanlar, hiicrelerdeki ROS seviyelerini antioksidan enzimler ve enzimatik olmayan
antioksidanlar yoluyla diizenlenmesine izin vermektedir (Matough ve ark., 2012; Li ve
ark., 2013). Antioksidanlarin yetmedigi durumda ortaya ¢ikabilecek dengesizlik sonucu
olusan problemlerde disaridan miidahaleyle antioksidan bilesiklerin yeterli hale
getirilmesi  diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesini Onleyebilecegi bilinmektedir
(Matough ve ark., 2012).

Zerdecalin saglik ve beslenmedeki ©6nemi, dogal olarak olusan fenolik
bilesiklerin antioksidan 0Ozelliklerinin kesfinden bu yana 6nemli Ol¢lide artmistir.
Zerdecaldan elde edilen ve aktif polifenolleri olan kurkuminoidler, genis bir
farmakolojik etki spektrumuna sahiptir. Zerdegalin en 6nemli bileseni kurkumin
olmakla  birlikte, = baska  kurkuminoidler ~ de  (dimetoksikurkumin  ve
bisdemetoksikurkumin) icermektedir (Shehzad ve Lee, 2010). Kurkumin, sahip oldugu
gliclii antioksidan, anti-diyabetik, anti-enflamatuar, anti-anjiyogenez ve noroprotektif
etkisiyle diyabetik komplikasyonlarda 6nemli derecede iyilestirici ve/veya koruyucu
etki gostermistir (Zhang ve ark., 2015). Kurkuminin diyabet {izerindeki etkisini;
glisemik diizeydeki azalma, pankreas B hiicrelerinin antioksidan durumundaki yiikselme
ve diyabetik ensefalopatide yer alan mekanizmalarin zayiflatilmasi gibi cok sayida
faaliyetle gerceklestirmektedir (Arun ve Nalini 2002; Kuhad ve Chopra, 2007). Baz1
deneysel c¢aligmalarda, kurkuminin antioksidan 6zelligi, ndroprotektif potansiyeli ve

sinir sistemi lizerinde pleiotropik etkileri gosterilmistir (Bala ve ark., 2006; Kuhad ve



Chopra, 2007; Huang ve ark., 2013; Maiti ve Dunbar, 2018). Bu baglamda, kurkuminin
cesitli nedenlerden dolay1 gelisen norodejeneratif hastaliklar i¢in bir tedavi ajani olarak
kullanilmas1 savunulmaktadir, bunlar: (i) kurkumin kan beyin bariyerini kolayca
gecebilir (Aggarwal ve ark., 2007; Maiti ve ark., 2016); (ii) amiloid oligomerlerini ve
fibrilleri (anti-amiloid) baglar ve ayirir (Yang ve ark., 2005; Zhang ve ark., 20006); (iii)
ndrodejeneratif hastaliklarda kronik enflamasyonu azaltir; (iv) giiclii bir antioksidan
olarak hareket eder; (v) hayvan modellerinde gosterildigi gibi ndrogenezi uyarir; (vi)
olumsuz etkileri olmayan nispeten yliksek dozlarda (12 gr/gilin) alinabilir (Maiti ve
Dunbar, 2018); (vii) hidrofobik ve lipofilik 6zellikleriyle dogaya absorbe olabilir; (viii)
kolayca ve ucuz bir sekilde elde edilebilir (Schneider ve ark., 2017).

Diyabet, in vivo olarak c¢aligilirken, buna en uygun yodntemlerden biri de
streptozosin (STZ) kullanilarak deneysel diyabetik hayvan modeli olusturma yontemidir
(Lennertz ve ark., 2011). Literatiirde bu model kullanilarak diyabetik retinopati ve
noropati lizerine yapilmis cok sayida calisma olmasina ragmen diyabetin optik sinir
iizerindeki etkileri yeterince arastirilmamistir. Optik sinir hasar1 ve iyilesme siireci
morfolojik ve histopatolojik degerlendirmeyle calisilirken optik sinir, baz1 parametreler
bakimindan degerlendirilir; miyelinli akson sayisi, aksonlarin ¢apt ve miyelin kilif
kalinlig1 (Bui ve ark., 2009; Dorfman ve ark., 2015; Kaplan ve ark., 2013).

Sunulan c¢alismanin amaci, STZ kullanilarak olusturulan diyabetik sican
modelinde yukarida bahsedilen parametreleri degerlendirerek hipergliseminin optik
sinir lizerindeki etkilerini ve ortaya c¢ikan bu duruma karst kurkuminin muhtemel

noroprotektif etkilerini stereolojik ve histopatolojik yontemlerle arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus

DSO verilerine gore diinya capinda 420 milyonun {izerinde insanin
etkilendigi ve en yaygin goriilen saglik problemlerinden biri olan DM, kan sekerini
diizenleyen insiilin hormonunun eksikligi ya da pankreastan insiilin hormonu
salinimindaki defektlerden kaynaklanan kronik hiperglisemi ile karakterize bir grup
metabolik hastaliktir (WHO, 2016). Anabolik bir hormon olan insiilinle iliskili
sorunlarla birlikte karbonhidrat, lipit ve proteinde metabolik anormallikler goriilebilir
(Saltiel ve Kahn, 2001). Bu tip metabolik anormalliklere, diisiik seviyedeki insiilinin
yeterli cevab1 saglayabilmesi ve/veya ¢izgili kas, yag dokusu, karaciger gibi hedef
dokularin insiilin direncine sahip olmasi, insiilin reseptorlerinin seviyesi, sinyal iletim
sistemi, efektor enzimler ve genler neden olabilmektedir (Ormazabal ve ark., 2018).
Semptomlarin siddeti, diyabetin tipine ve siddetine baghdir. Bazi diyabet hastalari,
ozellikle hastaligin ilk yillarinda tip 2 diyabetliler, asemptomatik olmakla birlikte
hastalarda genellikle belirgin hiperglisemi ve 6zellikle de mutlak insiilin eksikligi olan
cocuklarda poliiiri, polidipsi, polifaji, kilo kayb1 ve bulanik gérme sikayetleri goriilebilir

(Kharroubi ve Darwish, 2015).

2.2. Diyabetin Siniflandirmasi

DM’nin klinik siiflandirmasinda primer form olarak bilinen tipl DM, tip 2
DM ve gestasyonel DM bulunurken sekonder formda spesifik diyabet tipleri
bulunmaktadir (ADA, 2014).

2.2.1. Tip 1 DM

Tip 1 DM’de hiperglisemi baz1 genetik ve g¢evresel faktorlerin etkisiyle
otoimmiin tepkiye bagli olarak karmasik bir siirecin sonunda mutlak insiilin
yetersizligiyle ortaya ¢ikar (Davies ve ark., 1994; Kumar ve Clark, 2002; ADA, 2014).
Bu siiregte T-hiicresi aracili inflamatuar yanit (insiilit) ve humoral (B hiicre) yanit
aracilifiyla pankreatik B hiicrelerinin otoimmiin yikimi gergeklesmektedir (Devendra ve
ark., 2004). Bazi oto-antikorlar, hastalifin patogenezindeki rolii net olmamasia
ragmen, tip 1 DM’nin ayirt edici 6zelligidir. Bu oto-antikorlara anti-insiilin, anti-adacik,

anti-glutamik asit dekarboksilaz 6rnek verilebilir (Vermeulen ve ark., 2011). %10



oranda ise idiopatik tipl DM ve otoimmiin sebepler disinda gesitli nedenler sonucunda
mutlak insiilin eksikligiyle olusan ve adacik antikorlariyla ayirt edilemeyen tipl DM
goriilmektedir. Tip 1 DM, tiim diyabet tiplerinin yaklasik %5-10’unu olusturmaktadir
(Maahs ve ark., 2010). Tip 1 DM %80-90 oranda g¢ocuklarda ve geng¢ yetigkinlerde
goriilmekle birlikte aslinda her yasta goriilebilmektedir (Craig ve ark., 2009; Dabelea ve
ark., 2014; ADA, 2014). Tip 1 DM genellikle aniden gelisir ve ¢cocuklarda ve ergenlerde
polidipsi, poliiiri, eniirezis, enerji eksikligi, asir1 yorgunluk, polifaji, ani kilo kayb,
yavas 1yilesen yaralar, tekrarlayan enfeksiyonlar, siddetli dehidrasyon ile bulanik gérme
ve diyabetik ketoasidoz gibi belirtiler goriilebilir (IDF, 2019). Hastalar yasam boyu

ekzojen insiilin tedavisine bagimlidirlar (Baynes, 2015).

2.2.2. Tip 2 DM

Tip 2 DM, vakalarin %90-95’ini kapsayarak diyabet ylikiiniin ¢ogunlugunu
olusturmaktadir. Diyabetin bu bi¢iminde gdreceli insiilin eksikligine ve periferal insiilin
direncine sahip olan bireyler bulunmaktadir. En belirgin sekilde insiilin hassasiyetinin
azaldig1 goriilen dokular, bu bolgelerdeki glikoz alimina ve metabolizmasina y6nelik
0zel gereksinimlere bagli olarak iskelet kasi, karaciger ve yag dokusunu igerir
(Kharroubi ve Darwish, 2015). Bu tipteki diyabetin bir¢ok farkli sebebi vardir. Spesifik
etiyolojiler bilinmemekle birlikte, B hiicrelerinde otoimmiin yikimi ger¢eklesmez. Bu
sekildeki diyabetli hastalarin ¢cogu obezdir. Obezite, insiilin direncine ve hiperglisemiye
neden olmaktadir (Kahn ve ark., 1993). Geleneksel kilo olgiitlerine gére obez olmayan
hastalar, agirlikli olarak abdominal bélgede biriken yag ile viicut yag yiizdesinde artisa
neden olabilir. Ketoasidoz nadiren bu tip diyabetlerde kendiliginden ortaya ¢ikmakla
birlikte genellikle enfeksiyon gibi baska bir hastaligin stresiyle iliskili olarak
goriilmektedir. Hipergliseminin yavas gelismesi ve hastalarin erken evrelerde
semptomlar1 fark edememesi sebebiyle teshis ge¢ konulmaktadir. Bununla birlikte, bu
tir hastalarda makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelisme riski
artmaktadir. Tip 2 DM’de normal veya yiikselmis insiilin seviyeleri goriilebilirken,
yiiksek kan glikoz seviyesi B hiicrelerinin fonksiyonu normal olmasina ragmen yiiksek
insiilin seviyesi ile sonuclanabilmektedir. Insiilin sekresyonu kusurlu oldugundan
insiilin direncini telafi etmek icin yetersiz kalmaktadir. Insiilin direnci, kilo verme

ve/veya hipergliseminin farmakolojik tedavisi ile nadiren normale donmekle birlikte



kontrol altina alinabilmektedir. Genetik faktorler tam olarak tanimlanamasa da bu tipte

yatkinliga neden oldugu diisiiniilmektedir (ADA, 2018).

2.2.3. Gestasyonel DM

Gestasyonel DM, gebeligin iiglincli trimesterinde ortaya g¢ikan gegici bir
durumdur (WHO, 2016). Gebelikte Tip 1 DM gelisen ve gebelik sirasinda saptanan, tani
konmamis asemptomatik Tip 2 DM’li kadinlar gestasyonel DM tanist almaktadir ve
uzun donemde Tip 2 DM gelistirme riski oldugundan gestasyonel DM tanist almis
kadinlarda yasam boyu prediyabet ve Tip 2 DM ig¢in tarama yapilmalidir (Kim ve ark.,
2002).

2.2.4. Spesifik Diyabet Tipleri

Eskiden genclerde goriilen tip 2 DM olarak da bilinen spesifik diyabet
tiplerinde cesitli etiyolojiler bulunmaktadir. Bu grupta B hiicre fonksiyonunda ya da
insiilinin ¢aligmasindaki genetik defektler, pankreatit veya kistik fibrozis gibi ekzokrin
pankreas hastaliklari, endokrinopatiler, ¢esitli ilaglar, kimyasallar ve enfeksiyonlarin
neden oldugu pankreatik disfonksiyon, immiin-aracili diyabetin nadir formlar1 ve
diyabetle iliskili olabilen diger bazi1 genetik sendromlara bagl olarak gelisebilmektedir
(ADA, 2014).

2.3. Diyabette Tan1 Kriterleri

Diyabet, biyokimyasal olarak idrar veya kan testleri ile tanimlanabilir.
Diyabet tanisinda hiperglisemi gostergesi esas alinmaktadir. Tan1 koyarken plazma
glikozunun (aglik plazma glikozu veya oral glikoz toleransi) veya hemoglobin Alc
(HbAlc)’nin seviyeleri degerlendirilmektedir. 8-10 saatlik aglik plazma glikoz (APG)
diizeyinin 7,0 mmol/L (126 mg/dL) ve iizerinde oldugu veya 75 gr iki saatlik oral glikoz
tolerans testinde (OGTT) 11,1 mmol/L (200 mg/dL) ve lizerinde degerlerin oldugu
gosterilmelidir (WHO, 2006). Rastgele olciilen plazma glikoz degeri 200 mg/dL
olmalidir. Onceki 120 giinliik periyotta gliseminin seviyelerini yansitan glikozillenmis
HbAlc i¢in esik deger %6,5 (48 mmol/mol) ve iizerinde olarak belirlenmistir (WHO,
2006). Yanlhs taniy1 6nlemek igin Alc testi, Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon
Programi (NGSP) tarafindan onaylanmis ve sonuglarin DCCT (Diabetes Control and
Complications Trial) ¢calismasinda kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen HPLC

(yliksek performansli likid kromatografi) yontemine gore standardize edilmis olmasi



gerekmektedir (WHO, 2006; ADA, 2014). Gestasyonel diyabet tanist i¢cin 75 gr
OGTT’den sonra APG 92 mg/dL (5,11 mmol/L), 1 saatlik OGTT 180 mg/dL (10,0
mmol/L) veya 2 saatlik OGTT 153 mg/dL (8,49 mmol/L) iizerinde degerler olmalidir
(Kharroubi ve Darwish, 2015).

2.4, Diyabet Komplikasyonlari

Diyabet siirecinde akut ve kronik komplikasyonlar gelisebilmektedir. Akut
komplikasyonlar, hipoglisemi olarak veya diyabetik ketoasidoz ve hiperglisemik
hiperozmolar durumla sonuglanan hiperglisemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Forbes ve
Cooper, 2013). Uzun siireli DM vazokonstriktor-vazodilator dengesinde degisiklikler
olusturup etkilenen bolgelerde bozulmus kan akisina yol acar (Creager ve ark., 2003).
Kronik komplikasyonlar, kilcal damarlarin etkilendigi mikrovaskiiler ve arterlerin
etkilendigi makrovaskiiler komplikasyonlar olarak iki ana baglikta incelenebilir. Sik
goriilen makrovaskiiler komplikasyonlar arasinda miyokart enfarktiisii, inme olarak
kendini goOsteren serebrovaskiiler hastalik ile sonuglanan hizlanmis kardiyovaskiiler
hastalik ve periferik arter hastaligi sayilabilir (Fowler, 2008). Mikrovaskiiler
komplikasyonlar ise diyabetik retinopati, nefropati ve néropati olarak goriilmektedir
(Fowler, 2008). Diyabet, korliigiin, son donem bdbrek hastalifinin ve giic kaybina
neden olan periferal néropatilerin diinya ¢apinda 6nde gelen bir nedeni olmakla birlikte
komplikasyonlar uyku bozuklugu, anksiyete, depresyon ve diisiik sosyal islevsellik

prevalansi ile de iliskilidir (Boulton ve ark., 2013).

2.4.1, Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati, bobreklerdeki kiiclik kan damarlarindaki hasar sonucu
olusabilmekle birlikte, son evre bobrek hastaliginin baslica nedenlerinden olan diyabetik
nefropatide etkili olan yliksek glikoz konsantrasyonu, endotelyal hiicreler, diiz kas
hiicreleri, mesangiyal hiicreler, podositler, tiibiiler ve toplayici kanal sistemin hiicreleri,
enflamatuar hiicreler ve miyofibroblastlar dahil olmak iizere cesitli bobrek hiicrelerini
etkileyerek bobrek hasarina yol agmaktadir (Forbes ve Cooper, 2013). Kan basincina
bagli hemodinamikteki hem sistemik hem de bobrek icinde degisimin, diyabetin erken
doneminde ortaya ¢iktigi ve glomeriiler hiperfiltrasyon ile karakterize edildigi
bildirilmistir (Forbes ve Cooper, 2013). Diyabetik nefropati dort fazda ortaya cikar;

mikroalbiiminiiri, makroalbliminiiri, nefrotik sendrom ve sonunda diyaliz gerektiren



kronik bobrek yetmezligi (Grundy ve ark., 1999). Altta yatan hipertansiyon varligi

nefropatinin seyrini hizlandirmaktadir (Sarnak ve ark., 2003).

2.4.2. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati, diyabet hastalarinda goriilen korliigiin en yaygin
sebebidir (Fong ve ark., 2004). Yeni damarlarin biiylimesiyle sonug¢lanan retinal
vaskiiler lezyonlar goriilmektedir. Diyabetik retinopati, proliferatif ve proliferatif
olmayan iki asamaya ayrilir. Proliferatif olmayan asama ilk ya da ikinci dekadda
goriiliir. Retinal vaskiiler mikronorizmler, leke kanamalari, pamuk-yiin lekeleri, retinal
perisitlerin kaybi, artmis retinal vaskiiler gecirgenlik, bolgesel kan akiminda
degisiklikler ve anormal retinal mikrovaskiiler yapi goriilmektedir. Bunlarin hepsi
retinal iskemiye ve zamanla gérme kaybina yol agmaktadir (Aiello ve ark., 1998).
Proliferatif retinopatide retinal hipoksiye yanit olarak neovaskiilarizasyon goriiliir. Yeni
olusan damarlar optik sinir ve/veya makiilada ortaya cikabilir ve kolayca kanama,

fibrozis ve nihayetinde retina dekolmanina yol agabilmektedir (Aiello ve ark., 1998).

24.3. Diyabetik Noropati

Diyabet hastalarinin yaklasik yarisi bir dereceye kadar distal simetrik
polindropatiye, mono-ndropatiye ve/veya otonom ndropatiye sahip olabilmektedir
(Singleton ve Smith, 2012). Polindropatide periferik duyu kaybi goriilmekle birlikte
periferik mikrovaskiiler ve makrovaskiiler bozulmalar ile birlestiginde, ampiitasyon
gerektirebilen ve iyilesmeyen iilserlere rastlanabilmektedir (Singleton ve Smith, 2012).
Aksonlarin kalinlagmasi, mikrofilamanlarda azalma ve kii¢iik miyelinli veya miyelinsiz
C-lifleri igeren kapiller daralma vardir (Ritz ve Orth, 1999). Bu durum, sinir
parenkimasina dogrudan hiperglisemi kaynakli olusan hasardan ve endotel hiicre
aktivasyonu, perisit dejenerasyonu, bazal membran kalinlasmasi ve monosit yapigmasi
gibi mikrodamarlar anormalliklerine yol acan noronal iskemiden ortaya cikabilir
(Forbes ve Cooper, 2013). Yayginlig1 polinéropatiden daha az olan mono-ndropati,
izole kraniyal veya periferik sinirlerin islev bozuklugunu igerir (Ritz ve Orth, 1999).
Otonom noropati, kardiyovaskiiler, gastrointestinal, genitoiiriner, sudomotor ve
metabolik sistemler dahil olmak iizere birgok sistemi icerebilir (Ritz ve Orth, 1999).
Yiiksek glikoz seviyeleri, nonvaskiiler hasar ile iligkilendirilen gbz mercegi, periferik

sinir, miyelin kilifi ve miyelinsiz otonomik sinirleri icermekle birlikte bu anormallikler



otonom fonksiyonun diizensizliginin yant swra katarakt, duyu kaybi ve

propriyosepsiyona neden olurlar (Malone, 2016).

Diyabetik Noropatinin Patofizyolojisi

DN’de  mikrovaskiiler —hasarlarin  haricinde ¢esitli  biyokimyasal
mekanizmalar da patolojik bir slirece neden olmaktadir (Singh ve ark., 2014). Bunlar;
poliol yolagi, hekzosamin yolagi, PKC, ileri glikasyon son iiriinleri (IGU), oksidatif
stres seklinde siralanabilir (Feldman ve ark., 2017).

Hiperglisemi durumunda fazla glikoz metabolize edilmek iizere poliol
yolagina aktarilarak aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrojenaz enzimleri tarafindan
sorbitol ve fruktoza dontstiiriiliir (Carrington ve Litchfield, 1999). Hiicrede membran
gecirgenliginin de degismesiyle sorbitol ve fruktoz birikir (Kubo ve ark., 2004). Bu
durum Na/K-ATPaz'in temel bir bileseni olan miyoinositol kaybina, membran Na/K-
ATPaz aktivitesinin azalmasina, aksonal transportun bozulmasina ve sinirlerde yapisal
bozulmaya neden olup, anormal aksiyon potansiyeli yayilmasina yol acarak hiicrenin
normal fizyolojisini bozar (Feldman ve ark., 2017). Artmis aldoz rediiktaz aktivitesi,
temel bir antioksidan olan glutatyonun (GSH) detoksifikasyonda bir ko-faktor olarak
kullandig1 nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)’1n azalmasina neden olarak
hiicre i¢inde oksidatif stresi indiikleyebilir (Obrosova, 2005; Oates, 2008).

Asir glikoza cevaben artan glikoliz, ek olarak, ndéronal hasar1 arttirabilen
birka¢ metabolik yolu da bozar (Feldman ve ark., 2017). Glikoliz ara maddesi olan
fruktoz-6-fosfat, hekzosamin yolagna girer ve iridin 5-difosfat-N-asetilglukozamin
(GlcNac) olusturmak i¢in bir dizi reaksiyona girer (Feldman ve ark., 2017). GlcNac,
serin / treonin rezidilerini Sp-1 gibi transkripsiyon faktorleri {izerine baglayan, lipit
dishomeostazi ve enflamasyonu artiran, periferik sinirler de dahil olmak {izere
komplikasyona egilimli dokularin yaralanmasimi kolaylastiran seker kisimlarindan
biridir (Du ve ark., 2000).

Artan glikoliz ayrica, diagilgliserol'e (DAG) dontistiiriilen baska bir ara iiriin
olan dihidroksi-aseton fosfatin birikmesine de yol acar. DAG'daki artiglarin 6zellikle
noronal PKC'yi aktive ettigi belirtilmistir (Eichberg, 2002). Aktive edilmis PKC, insiilin
direncine, Na/K-ATPaz fonksiyonunun bozulmasina, vaskiiler endotel biiyiime faktorii

(VEGF) ve transforme edici biiyiime faktor beta (TGF) genlerinin ekspresyonunun

10



degismesine, vazokonstriksiyona, hipoksiye neden olan bir¢ok metabolik bozukluga yol
acmaktadir (Geraldes ve King, 2010).

Proteinlerin enzimatik olmayan glikasyon yoluyla modifikasyonu sonucu
IGU olusur (Singh ve ark., 2001). Glikoz, fruktoz ve reaktif glikolitik ara iiriinler,
metilglioksal gibi proteinleri, lipitleri ve niikleik asitleri enzimatik olmayan reaksiyonla
degistirebilirler (Singh ve ark., 2001; Thornalley, 2002). Boylece IGU, hiicre
metabolizmas1 ve aksonal tasimimla etkilesime girerek ndronal biitlinliigii ve onarim
mekanizmalarint bozmaktadir (Ryle ve Donaghy, 1995).

Oksidatif stres, uzun siireli hipergliseminin bir sonucu olarak karsimiza
cikmaktadir (Baydas ve ark., 2003). Sinir fonksiyon bozuklugu ve hiicre oliimii,
diyabetle iliskili redoks dengesizliklerin tetikledigi karmasik olaylari kapsamaktadir
(Singh ve ark., 2014). Diyabet siirecinde fazla glikoz / yag asidi akisi, IGU, poliol, PKC
ve heksosamin yolaklarinda dogrudan ROS olusumu, GSH, superoksit dismutaz gibi
antioksidanlarin fonksiyonunun bozulmasi, glikozun oto-oksidasyonu hiicrede oksidatif
stres olugsmaktadir (Niedowicz ve Daleke, 2005; Singh ve ark., 2014; Feldman ve ark.,
2017). Ayrica, ROS artisi, hiicrede enflamatuar duruma yol agmakla birlikte aksonda
mitokondriyal apoptozu da indiiklemektedir (Fernyhough, 2015).

244, Diyabetik Optik Noropati

Diyabetik optik noropati daha kolay anlasilmast i¢in {ic baslikta
incelenebilir. Bunlar, diyabetik papillopati, diyabet zemininde gelisen arteritik olmayan
iskemik optik ndropati, optik atrofi seklinde siralanabilir (Onder, 2014).

Diyabetik papillopati diyabet siirecinde olusan, optik diskte meydana gelen
vaskiilopati olarak tamimlanabilir (Onder, 2014). Optik diskteki vaskiiler sizinti
aksoplazmik akimin bozulmasima ve optik sinir basinin sismesine neden olur (Onder,
2014). Diyabetik papillopati mekanizmasi nedeni tam olarak bilinmemektedir.
Ulkemizde &zellikle tip 2 DM hastalarinda diyabetik papillopatinin gériilme siklig
nadir degildir (Onder, 2014).

Arteritik olmayan anterior iskemik optik noropati en sik goriilen iskemik
optik ndropati ve ikinci en yaygin optik noropatidir (Berry ve ark., 2017). Hastalar
genellikle DM, hipertansiyon ve obstriiktif uyku apnesi gibi vaskiilopatik risk faktorleri
tastyan insanlardir (Berry ve ark., 2017). Patofizyolojisi tam olarak anlagilamamakla

birlikte kisa posterior siliyer arterler tarafindan saglanan optik sinir baginin retrolaminar
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kisminda dolagim yetersizligi veya infarkttan kaynaklandig: diistiniilmektedir (Rootman
ve Bulter, 1980; Quigley ve ark., 1985; Tesser ve ark., 2003). Bu durum, gérme
bozukluguna neden olan, optik diskte aksonal 6deme yol acar (Miller ve Arnold, 2015).

Optik atrofi, genellikle tip 1 DM hastalarinda goriiliir ve otozomal resesif gegisli
Wolfram sendromu iginde yer alir (Urano, 2016). Wolfram sendromu, diabetes
insipidus, DM, optik atrofi ve sagirligi icermektedir (Urano, 2016). Norodejeneratif
hastalik olan ve prograsif bir siire¢ izleyen bu sendromda DM tanili hastalarda ilk
dekadda optik atrofi ortaya cikarken, ikinci dekadda diabetes insipidus ve sagirlik
gorilir (Ari ve ark.,, 2007). Ek olarak, diyabetin optik sinir iizerinde
neovaskiilarizasyona, santral ven tikanikligina yol acan olumsuz etkileri olmakla birlikte
diyabet, glokomatoz optik ndropati i¢in bir risk faktoriidiir (Nakamura ve ark., 2005;
Yanoff ve Sassani, 2009). Diyabet, ayn1 zamanda glokomda optik disk kanamalar1 i¢in
risk faktorleri arasindadir (Yanoff ve Sassani, 2009).

Diyabetik retinopatinin gelisiminden oOnce bile O6zellikle retinanin superior
segmentinde sinir lifi tabakasi azalir (Yanoff ve Sassani, 2009). Diyabetik hastalarda
cok erken evrelerde veya retinopatinin baglangicindan Once gorsel fonksiyon
bozukluklar1 gosterilmistir (Jackson ve Barber, 2010). Bu baglamda diyabetin,
nonvaskiiler hiicre 6liimii ve retinal norodejenerasyona neden oldugu belirtilmistir
(Barber ve ark., 2011). Retinadaki veya gorsel yoldaki ndéronlarin kaybolmasi ya da
yeniden bigimlenmesi, diyabetin gérme fonksiyonunun erken kaybina neden olabilir
(Dorfman ve ark., 2015). Deneysel diyabet modelinde yapilan bir ¢alismada optik sinir
fiberlerinde meydana gelen aksonal dejenerasyon haricinde biiyiime gecikmesi de
gerceklestigi belirtilmistir (Flores ve ark., 2000). Yetiskin diyabetik sicanlar {izerinde
yapilan bir ¢alismada diyabet grubunda bulunan siganlarin optik sinir distal
aksonlarinda miyelin kilifta organizasyon bozuklugu, total akson sayisinda ve sinir
alaninda azalma go6zlemlenmistir (Dorfman ve ark., 2015). STZ ile indiiklenmis
deneysel diyabet modeli olusturularak elde edilen diyabet grubunda bulunan siganlardan
alinan optik sinir dokular1 iizerinde yapilan analizlerde miyelin kilif kalinliginda ve sinir
fasikiilii alaninda anlamli bir azalma, total akson sayis1 ve akson ¢apinda bir dereceye
kadar azalma, kan damarlar1 ve bag doku alaninda anlamli bir artma goriiliirken, optik

sinir alaninda anlaml bir degisiklik gériilmemistir (Bui ve ark., 2009).
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2.5. Optik Sinirin Anatomisi ve Histolojisi

Gorsel yol, gorsel bilgileri islenmek iizere ¢evreden beyne tasiyan hiicre ve
sinaps serisinden olusur. Fotoreseptor hiicreler gérme yollarmin birinci ndéronu olan
bipolar hiicrelerle sinaps yaparlar. Bipolar hiicreler ise gérme yollarin ikinci néronu
olan ganglion hiicreleri ile sinaps yaparlar. Ganglion hiicrelerinden ¢ikan sinir lifleri
papillada toplanarak optik siniri olustururlar. Her iki optik sinir birleserek kiazmay1
olusturur. Kiazmada temporal retinadan gelen sinir lifleri ¢aprazlasmadan gecerken
nazal retinadan gelen lifler ¢aprazlasarak karsi tarafa gegerler. Kiazmadan sonra lifler
optik traktus admi alirlar. Optik traktus, lateral genikulat cisimcikte 3. sinapsi yapar;
buradan ¢ikan noronlar optik radyasyon yolu ile gérme korteksine giderler (Remington,
2012) (Sekil 1).

Optik sinir (2. kraniyal sinir) diensefalondan gelismesiyle merkezi sinir
sisteminin bir parcasi sayilan ve gormeden sorumlu 6zel bir duyu siniridir (Moore,

2016). Optik sinir beynin bir uzantisi oldugundan intraorbital kistm merkezi sinir

sistemi meninksleriyle (distan i¢e dura mater, araknoid mater ve pia mater) ¢evrelenir

(‘Yanoff ve Sassani, 2009).

Sekil 1. Siganda optik sinirin basit gorsel yolag: (Wilks ve ark., 2013’den uyarlanmistir)

Optik sinirin uzunlugu, goz kiiresinden kiazmaya (intraokiiler kistm 1 mm, intraorbital
kisim 25 mm, intrakanalikiiler kisim 4—10 mm ve intrakranial kisim 10 mm) toplam 35-

55 mm'dir (Hayreh, 2011). Optik sinir dort kisimda incelenebilir.
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Intraokuler kisim: Optik sinir basi ya da optik disk de denilen bu kisim goz
kiiresinin i¢inde 1,5 mm genisliginde ve 1 mm kalinligindadir. Retinanin
beslenmesini saglayan santral retinal arter ve ven bu kismin ortasindan
gecmektedir. Intraokuler kisim, &nden arkaya dogru sinir lifi tabakasi
(prelaminer bdolge), lamina kribroza ve retrolaminer bdlgeden olugmaktadir.
Retinal ganglion hiicre aksonlar1 optik diske girdikce, aralarina astrositik glial
hiicreler girerek fasikiillere ayrilirlar. Lamina kribroza, kolajen, elastin,
laminin ve fibronektin iceren bir bag doku olan skleranin devami olmakla
birlikte delikli yapisin1 kullanarak buradan sinir lifleri demetler halinde
gecerler. Aksonlar lamina kribrozay1 gectikten sonra miyelinlesirler (Hayreh,
2011; Zeiss ve ark., 2018). Insanlarda, optik sinir, ganglion hiicre tabakasindan
¢ikan 1-1,2 milyon aksondan olusur (Sadun, 2014). Kemirgen optik sinirinde,
gangliyon hiicre aksonlarinin sayis1 oldukc¢a degiskendir; farelerde 32,000 ile
87,000 hiicre arasinda degisir, siganlarda daha az degiskenlik vardir (yaklagik
72,000-113,000) (Tablo 1). Aksonlar talamusun lateral genikulat ¢ekirdeginde
sonlanir (Zeiss ve ark., 2018).

Intraorbital kisim: Go6z kiiresinin arka kismindan optik kanalin intraorbital
acikliga 25-35 mm'lik optik sinir gitmektedir. Optik sinir orbital seyri boyunca
dura, araknoid ve pia mater ile cevrilidir. Subaraknoid bosluk intrakranial
subaraknoid boslukla devam eder ve beyin omurilik sivisini tagir. Optik sinir,
insanlarda her biri yaklasik 2000 lif iceren 400-600 fasikiilden olusur (Sadun,
2014). Fasikiiller, daha kii¢iik kan damarlarinin uzandig1 bag doku septalariyla
ayrilir. Lamina kribrozaya distal konumda olan optik sinir lifleri
oligodendrositlerce daha fazla miyelinli hale getirilmistir. Bu nedenle
intraorbital optik diskin ¢ap1 intraokiiler kismin iki katidir. Ayrica intraorbital
kistm meningeal tabakalarla, bag dokusu, yag ve rektus kaslar ile cevrilidir.
Orbital yag optik siniri ekstraokiiler kaslardan ayirir. Kemirgenlerde,
Harderian bezi de ayrica optik sinirleri kaplamaktadir (Hayreh, 2011; Zeiss ve
ark., 2018) (Sekil 2).

Intrakanalikiiler kistm: Sfenoid kemigin kiigiik kanadindaki optik kanal iginden
gecen boliimde optik sinir yaklastk 9 mm uzunluga sahiptir. Bu kisim da

merkezi sinir sistemine ait meninkslerle gevrilidir (Sadun, 2014).
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Tablo 1. Insan ve sigan optik sinirleri arasindaki farkliliklar

insan

Sican

Optik kiire lizerinde nazalda konumlanmustir.

Optik sinir, kemirgenlerden 10 kat daha fazla
aksona sahiptir.

Lamina kribosa insanda iyi geligmistir.

Optik sinir merkezde konumlanmis; inferior

ve superior skleral agikliklardan ¢ikmaktadir.

Optik sinir, insanlardan 10 kat daha az aksona
sahiptir.

Lamina kribosa siganda iyi gelismemistir

Optik sinir intraorbital optik sinir bag dokusu, yag Ek olarak Harderian bezi de optik siniri

ve rektus kaslart ile ¢evrilidir. ekstraokiiler kasi da sararak kaplar.

4. Intrakraniyal kistm: Son 10 mm'lik béliim optik sinir intrakraniyal kisimdir. Bu
kistmda optik siniri sadece pia mater cevrelemektedir. Optik sinir, Once
diyafragma sellanin iizerinde daha sonra kaverndz siniislin iizerinde uzanir.
Burada, optik sinir, optik kiazmay1 olusturmak i¢in kontralateral optik sinir ile
birlesir. Intrakraniyal optik sinir ile yakindan iliskili inferolateral olarak
oftalmik arter, lateral olarak internal karotid arter bulunmaktadir (Sadun,

2014).

Sentral Retinal Arter Sentral Retinal Ven

Lamina Kribroza

Retinal Sinir Lifleri

Miyelinsiz Sinir Lifleri

Oligodendrosit Miyelinli Sinir Lifleri

Miyclin Kihf Pia mater

Araknoid mater

Dura mater

Akson

Sekil 2. Optik sinirin genel yapisi (De moraes, 2013’den uyarlanmistir)
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2.5.1. Beslenme

Optik sinir, internal karotid arterden kdken alan oftalmik arterin dallarindan
beslenir. Optik sinirin 6n 2 ila 3 mm'sine giden kilcal kan akimi, oftalmik arterden
olusan iki kaynaktan elde edilir; ana kaynak, kisa posterior siliyer arterler tarafindan
koroidal dolasim yoluyla beslenen peripapiller koroidal dallardan olusmaktadir, diger
kiigiik kaynak ise optik sinir etrafindaki subaraknoid boslugun en 6n boliimlerindeki
perinoral pleksustur. Geriye kalan oftalmik arter damarlarinin kilcal kan akimi, simetrik,
radyal olarak dagilmis bir paternde pial ylizeyden sinire girmektedir. Oftalmik arter
dallar1 kiirenin yaklagik 8-15 mm gerisinden optik sinirine girerek santral retinal arter
adim1 almaktadir. Santral retinal arter, optik sinir basina dal vermeden gecerek retinayi
beslemektedir. Optik sinir basi beslenmesi ise Zinn-Haller halkas1 ile olmaktadir. Zinn-
Haller halkasi koroidal damarlar, kisa posterior siliyer arterler ve pial arteriyel ag

icermektedir (Yanoff ve Sassani, 2009; Hayreh, 2011).

2.6. Kurkumin

Kurkumin; Zencefilgiller familyasindan olan Zerdegal (Curcuma longa)
bitkisinin rizomlarindan elde edilen major biyoaktif bilesenlerin en énemlisidir (Liu ve
ark., 2017). Zerdecal esas olarak kurkumin, dimetoksikurkumin ve
bisdimetoksikurkumin, ugucu yaglar (atlanton, tumeron ve zingiberon), regineler,
sekerler ve proteinler igerir (Shehzad ve Lee, 2010). Kurkuminin kimyasal yapisi
diferkiilometan veya 1,6-heptadien-3,5-dion-1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil) ilk
olarak 1910'da Milobedzka tarafindan tanimlandi (Pan ve ark., 1999) (Sekil 3). Daha

sonra Srinivasan (1953), kurkumin bilesenlerini kromatografi ile ayirarak miktarini

belirledi.

(0] OH

l NS N l
HO OH

OCH H,CO

3 3

Sekil 3. Kurkuminin kimyasal yapist
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Geleneksel tipta kurkumin; hazimsizlik, iriner sistem enfeksiyonlari,
karaciger hastaliklar1 ve romatoit artrit gibi c¢ok ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Prasad ve ark., 2014). Son 50 yilda yapilmis in vitro ve in vivo
deneyler, birgok farkli enflamatuar hastalik ve tiimoriin Onlenmesi ve tedavisi igin
polifenollerin, kurkuminin ve analoglarinin ana roliinii destekler niteliktedir (Bimonte
ve ark., 2015). Kurkumin, fenolik ve enolik fonksiyonel gruplarindan dolayr sahip
oldugu antioksidan, anti enflamatuar, anti timor oOzelliklerini farkli hiicresel
mekanizmalarla gosterir (Zhang ve ark., 2015). Yapilan bir¢ok c¢alismada kurkuminin
bu gibi ozelliklerinden faydalanarak g6z hastaliklarinda 1yilestirici etkisi oldugu
gosterilmistir: Kornea hastaliginda anti anjiyogenez etkisi; kuru gz hastaligi (Chen ve
ark., 2010), konjonktivit (Chung ve ark., 2012), anterior iiveitlerde anti-enflamasyon
veya anti-alerjik etkiler (Allegri ve ark., 2010; Brouet ve ark., 1995); pterjiyumda anti-
proliferasyon ve pro-apoptoz etkileri (Zhang ve ark, 2007; Lu ve ark., 2017); kataraktta
anti-oksidatif stres (Radha ve ark., 2012), anti-ozmotik stres (Grama ve ark., 2013),
anti-lipit peroksidasyonu (Manikandan ve ark., 2010), serbest radikalleri tutma
(Manikandan ve ark., 2009) etkileri; glokomda noroprotektif etkiler (Yue ve ark., 2014;
Liu ve ark., 2017).

Kurkumin diyabetik komplikasyonlarin, 6zellikle de DN’nin onlemesinde
veya iyilesmesinde oldukca etkilidir. STZ ile indiiklenmis diyabetik sican modelinde
yapilan c¢alismalarda kurkuminin lipit peroksidasyonu, azalmis GSH seviyesi, protein
karbonil igerigi ve antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimleri tersine ¢evirerek ve
aA- kristalin ve aB-kristalin ekspresyonunun normalize edilmesine fayda saglayarak
diyabetik katarakt gelisimini baskiladig1 goriilmiistiir (Kumar ve ark., 2005a; Kumar ve
ark., 2005b). Hiicrede aA-kristalin ekspresyonunun artist  ve oaB-kristalin
ekspresyonunun diisiisii hidrofobisiteyi azaltarak ve a kristalin proteininin ikincil ve
iiclinclil yapisin1 degistirerek diyabette noroprotektif fonksiyonun kaybina yol
acmaktadir (Kase ve ark., 2011; Losiewicz ve Fort, 2011). Kurkuminin poliol yolagini
diizenleyerek ozmotik stresi azalttigi da gosterilmistir (Suryanarayana ve ark., 2005).
Ayrica, hipergliseminin neden oldugu protein kiimelesmesi ve lens proteinlerinin
cozlinmez hale gelmesinin de kurkumin ile Onlendigi belirtilmistir (Zhang ve ark.,
2013). Kurkumin, diyabetik si¢anlarda ¢esitli metabolik yolaklarin bozulmasi ile ortaya

cikan ROS seviyelerini protein karbonillerindeki artiglar inhibe ederek ve antioksidan
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enzim aktivitelerindeki degisimleri diizenleyerek oksidatif stresi kontrol edebilmektedir
(Suryanarayana ve ark., 2007).

Son donemde yapilan calismalar, merkezi sinir sistemi hasarlarinda
kurkuminin néroprotektif 6zellikte oldugunu goéstermistir (Zhao ve ark., 2008). Bununla
ilgili yapilan bir ¢aligmada kurkuminin noéral miyelin kilifinda, oligodendrositlerde
apoptozu ve demiyelinizasyonu azaltarak koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Yu ve
ark., 2016). Siyatik sinir hasar1 lizerinde yapilan bir ¢alismada ise kurkuminin miyelin
yapisinda rejenerasyonu indiikledigi belirtilmistir (Zhao ve Cui, 2016).

Kurkuminin néroprotektif ve rejeneratif gibi nororegiilator 6zelliklerinin
yan1 sira norogenez Ozelligi de dikkate alinmalidir. Deneysel ve siliko calismalar,
kurkuminin Wif-1 ve DKkk-1 gibi Wnt inhibitdr molekiilleri ile etkilesime girerek Wnt
yolunu aktive etmesiyle Wnt seviyelerini artirabildigini gostermistir. Wnt, sitoplazmik
daginik (Dvl) proteinin aktivasyonunu tetikleyen 7-transmembran kivrilmis reseptor
(Frizzled) ve fosforile ko-reseptor diisiik yogunluklu lipoprotein (LRP-5/6) ile
etkilesime girer. Aktive Dvl daha sonra yikim kompleksi Axin/APC/GSK3p ile
etkilesime girer ve B-katenini fosforile eden, Wnt yoklugunda proteazomal degradasyon
yoluyla p-katenin degradasyonunu destekleyen GSK-3B'yi inhibe eder. GSK-3f
inhibisyonu sitoplazmik B-katenin birikmesine ve c¢ekirdege translokasyonuna yol agar.
Cekirdeginde B-katenin, TCF/LEF promotor kompleksi ile etkilesime girerek noral kok
hiicrelerinin  proliferasyonu ve farklilagmasinda rol oynayan hedef genlerin
aktivasyonuna yol agar. Hiicresel internalizasyondan sonra kurkumin muhtemelen GSK-
3B ile etkilesime girebilir, boylece sitoplazmik [B-katenin seviyelerini artirabilir ve
fosforilasyonunu azaltabilir. Kurkumin daha sonra B-katenin niikleer translokasyonunu
arttirtr, bu da TCF/LEF ve siklin-D1 hizlandiricilarin  aktivitesinin artmasina ve
dolayisiyla norojenezin artmasima neden olur. Wnt siRNA, Dkk-1 ve TCF inhibitorii
olan FH535 vyoluyla Wnt/B-katenin sinyalinin blokaji, kurkumin aracili hiicre
proliferasyonunun ve néronal farklilasmanin inhibisyonuna yol agar. Kurkumin ayrica
Wnt/B-katenin sinyalinin indiiksiyonu yoluyla ndérogenez iizerindeki AP aracili inhibe

edici etkileri de bloke eder (Sekil 4) (Tiwari ve ark., 2014).

18



“v Kurkumin
B e I PR R RIS R IO R
L L T R R RN AT R O N e N RO

VOISO IPIVY

Kurkumin tedavisi
GSK-3B ve P-B katenin
seviyesini dustirebilir

Sitosolik B katenin
birikiminin ve niikleer

g

Siklin D Ngronal proliferasyon ve

translokasyonunun artmasi
farklhilasma icin hedef genlerin

Kurkum|n<
/1R ekspresyonunun artmasi sonucu

Kurkumin
\ artan norogenez ve
azalan norodejenerasyon

Sekil 4. Wnt/B-katenin sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla kurkuminin nérogenezdeki rolii i¢in 6nerilen

sematik model (Tiwari 2014’ten uyarlanmustir)

2.7. Stereoloji

Hacim, yiizey, uzunluk ve nesne sayisi gibi yapisal ozelliklerin 6l¢timleri,
doku ve organlarin karsilastirmali ve deneysel ¢alismalarinda ise yarayan fonksiyonla
ilgili nicel ifadeler yapmak i¢in kullanilabilir. Ozellikle biyolojinin ilgilendigi yapilarmn
cogu ii¢ boyutlu ve opak oldugundan, yapisal 6zellikler en 1yi iki boyutlu goriintiilerle
veya yapilarin kesiti ile gorsellestirilir. Ancak, iki boyutlu goriintiilerin olusturulmasi
materyal hakkinda bilgi kaybina neden olur. Sonug olarak, kesitlerdeki yapisal 6zellikler
ile dokudaki ii¢ boyutlu ozellikler arasindaki iliski kolayca anlasilamamaktadir.
Stereoloji, iki botuylu goriintiiler lizerinde yapilan Olglimlerden {i¢ boyutlu yapilarin
geometrisinin anlamli niceliksel tanimlarini saglamaya yarayan bir morfometri dalidir
(Weibel, 1979; Cruz-Orive, 1997, DeHoff, 2000). Stereoloji, 6zellikle biyolojik
caligsmalarda dokudaki hiicrelerin ve yapilarin iki boyutlu diizlemsel doku kesitlerini
kullanilarak organlardaki hiicrelerin ve yapilarin hassas kantitatif Slglimlerini saglar
(Goodwin ve ark., 2018). Organlarda ii¢ boyutlu yapilarin hassas dlgiimlerini yapmak
icin stereoloji niceliksel verileri istatistiksel olarak hesaplayan bir dizi teknik kullanir.
Bunlar, bir organin toplam hacmi, bir organdaki ylizey alan1 veya yapilarin uzunlugu,
organ icindeki belirli hiicre populasyonlarinin hacmi, hiicre boyutu ve/veya sayisi
seklinde siralanabilir (Howard ve Reed, 2004). Stereolojide titiz drnekleme ve sayma

teknikleri kullanilarak bir organ veya doku biyopsisinin hiicresel ve yapisal durumu
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hakkindaki verileri istatistiksel olarak hesaplanabilir. Bu nedenle, doku ornekleri elde
edilmeden Once stereoloji planlamasinin baglamasi gerekir (Goodwin ve ark., 2018).
Kesitler yapmin iginden gecerken yapiyr olusturan bilesenlerin boy, sekil, hacim ve
yonelimlerine bagl olarak kesit izdiisiimleri olusturmakla birlikte, ilgili doku veya
organ ig¢indeki pargaciklarin izotropik olmadigi durumda kesitlerde farkli izdiistimleri
goriiliir (Altunkaynak ve ark., 2012). Ayrica, histolojik kesit alma islemi sirasinda doku
boyutunda azalma goriiliir (Altunkaynak ve ark., 2012). Bu gibi durumlar, kesitlerinden
dokularin gercek yapisi ve bilesenleri hakkinda bilgiye ulasmamizi engeller. Bu sorunu
cozebilmek icin kesitlerden kantitatif bilgiler elde etmemizi saglayan, disektér ve
parcalama gibi cesitli metotlar igeren modern tasarim tabanli tarafsiz stereolojik
metotlar kullanilmaktadir (Kaplan ve ark., 2012a; Kaplan ve ark., 2012b).

Ek olarak, doku goriintiilerinden tarafsiz bir 6rnekleme elde etmek igin,
goriintliniin tiim bilesenlerinin, tek tip rastgele ornekleme olarak bilinen bir islem
yoluyla 6rneklenme sansina sahip olmasi 6nemlidir (Goodwin ve ark., 2018). Dogru
yapildig1 takdirde, stereoloji kesin, tarafsiz veriler saglamasiyla nicel mikroskopi

calismasi yapan kisiler igin altin standart olarak kabul edilir (Goodwin ve ark., 2018).

2.7.1. Optik Sinirde Stereoloji Uygulamalari

Noromorfoloji caligmalarinda tarafsiz stereolojik tekniklerin kullanilmasi,
insanlarda neokortikal noéron sayisin1 hesaplama gibi daha oOnce ¢6ziilemeyen bazi
sorunlara yenilik¢i ¢oziimler getirerek onemli gelismeler kaydedilmesini saglamistir
(Pakkenberg ve Gundersen, 1997). Stereoloji prensiplerine gore kesit alaninda
sistematik rastgele alan orneklemesi yapilarak tarafsizlik saglanmalidir (Geuna ve ark.,
2012). Kesit alaninda sistematik rastgele alan 6rneklemesi yapilarak alan orneklemesi
gerceklestirildiginde hangi sinir lifinin alanin i¢ine diistliglinii, hangisinin diismedigini
belirlemek i¢in ‘dahil etme/diglama’ kurallar1 tanimlanmalidir (Geuna ve ark., 2004).
Sinir liflerinin boyut c¢esitliligi sebebiyle biiyiik boyutlu lifler 6rnekleme ¢ercevesinin
kenarlarinda kesiseceginden tarafli olmamak icin ‘kenar etkisine’ gore dahil etme /
dislama kuralinin net olarak belirlenip uygulanmasi gerekmektedir (Gundersen, 1977;
Geuna ve ark., 2012). Optik sinir iizerinde yapilan c¢aligmalarda sinir lifinde olusan
yapisal degisiklikler degerlendirilirken miyelinli sinir lifleri i¢in bazi1 kantitatif
parametreler kullanilir. Bunlarin arasinda siklikla kullanilan, lif sayis1 ve yogunlugu,

aksonun ve lifin ¢api, kesit alani, ¢evre uzunlugu veya miyelin kilif kalinligi gibi
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parametrelerle birlikte bu verileri kullanarak miyelin kilif kalinligi/akson cap1 orani, lif
capr/akson capi orani, akson capr/lif capt orani (g-orani) gibi basit matematiksel
hesaplamalari i¢eren parametreler sayilabilir (Geuna ve ark., 2012).

Bu degerler, tiim optik sinirin kesit alan ile birlikte (yukarida belirlendigi
gibi), her bir hayvandaki toplam miyelinli ve miyelinsiz optik sinir liflerinin toplam
sayisini hesaplamak i¢in kullanilmistir. Sinir lifinin kantitatif degerlendirilmesinde
stereolojik teknikler icinde en fazla ‘tarafsiz sayim cercevesi’ (Gundersen, 1978; Acar
ve ark., 2008; Kaplan ve ark., 2010) ve ‘iki boyutlu disektor’ (Gundersen, 1986;
Raimondo ve ark., 2009; Kaplan ve ark., 2010) metotlar1 kullanilmaktadir.

Fukui ve ark. (1991), aydinlik ve karanlik ortamlarin yenidogan sicanlarda
zamana bagl optik sinir gelisimi lizerine etkilerini kantitatif olarak incelemek i¢in
stereolojik yontemler kullandig1 bir ¢alismada sistematik rastgele 6rnekleme kurallar
kullanilarak elde edilen goriintiilerde toplam sinir lifi sayist ve minimum lif ¢ap1 analiz
etmistir. Toplam sinir lifi sayis1 hesaplanirken mikrograf alanindan kiigiik dikddrtgen
sayim c¢ercevesi mikrograf ilizerine konulup yasakli kenar kuraliyla sayima dahil
edilecek yerler belirlendikten sonra her sigan i¢in miyelinli ve miyelinsiz lif
yogunluklari, bu saymmlar1 6rneklenen toplam doku alaniyla (hesaplanan mutlak
iinitelerde dikdortgen cerceve alani x analiz edilen mikrograf sayisi) iliskilendirerek
hesaplanmistir. Minimum lif ¢ap1 analiz edilirken cercevede yasakli kenar harici
bulunan her akson i¢in 6l¢tim yapilmis ve 'minimum akson ¢ap1', herhangi bir aksonun
kiigiik ekseni olarak alinmistir. Miyelinli aksonlar 6l¢iiliirken, minimum aksonal ¢apa ek
olarak minimum lif ¢ap1 (akson arti miyelin kilifi) ve miyelin kilifin kalinhigi

Olctilmiistiir (Fukui ve ark., 1991).

2.7.2. Tarafsi1z Sayim Cercevesi

Tarafsiz sayim c¢ercevesi ilk defa periferik sinir iizerine stereolojik
caligmalar yiiriitiillirken tanimlanmistir (Gundersen, 1978). Bu cerceve genelde bir kalin
ve diiz, bir de ince ve kesikli iki tip ¢izgi ile gosterilen dort kenarl basit bir dikdortgen
veya karedir. Ince ve kesikli ¢izgilere denk gelen aksonlar sayima dahil edilir, kalin ve
devamli ¢izgilere denk gelen aksonlar sayimdan dislanir (Geuna ve ark., 2012). Tarafsiz
sayim cercevesinde Ozellikle hari¢ tutulan kenarlar ¢ercevenin yerlestirildigi goriintii

alaniin tamamini kaplayacak sekilde uzatilabilirler (Geuna ve ark., 2012).
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2.7.3. iki Boyutlu Disektor

iki boyutlu (2D) disektdr, klasik metot olan ii¢ boyutlu objelerde érnekleme
icin kullanilan disektdr prensibinden uyarlanmistir. Bu metot her bir partikiilde tek bir
referans noktast belirleyip (sinirde en st nokta), partikiilin geri kalani
onemsenmeksizin o noktanin sayim g¢ercevesine denk gelmesiyle sayima dahil
edilmesini kapsar (Geuna ve ark., 2012). Optik sinir ¢aligmalarinda sayim gercevesi
kare yerine daire seklinde secilerek sinirin c¢erceve sinirlarina degmesi Onlenmeye
calisilir (Raimondo ve ark., 2009). Cizgilere degdigi takdirde yuvarlagin yaris1 dahil
etme c¢izgisi, diger yaris1 diglama ¢izgisi olarak kabul edilerek sayim yapilir (Raimondo

ve ark., 2009).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Gruplarin Olusturulmasi

Calismada kullanilan optik sinir dokulari, Ondokuz Mayis Universitesi
Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’ndan 30.03.2018 tarih ve 2017/53 say1li etik kurul
onay1l alinan calismadan temin edildi. S6z konusu caligmanin deneysel islemleri
Ondokuz Mayis Universitesi Deney Havanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DEHAM)’nde yapilmistir. Deney siiresince deney hayvanlarina uygulanan islemlerde
etik ilkeler goz onilinde bulunduruldu. Calismada (ortalama 250-300 gr, 12 haftalik) 42
adet Wistar albino erigkin disi sican kullanildi. Deney hayvanlart 12 saat aydinlik-
karanlik ve ortam sicakligi 22+2°C olan ayrica %45-50 neme sahip, konvansiyonel
kosullarda, ad libitum, yem ve su ile beslendiler. Denekler, her grupta 6 adet hayvan
olmak tizere rastgele yedi gruba ayrildi:

Kontrol (KONT): Kontrol grubu hayvanlarma herhangi bir islem
uygulanmadi.

Sham (SHAM): Gavaj uygulamasinin deneklere etkisini arastirmak
amaciyla deney hayvanlarina, intragastrik gavaj yolu ile 14 giin boyunca misir yagi
verildi.

Diabetes mellitus grubu (DM): Diyabetin optik sinir tizerindeki etkisini
arastirmak amaciyla deney hayvanlarmma tek doz 50 mg/kg streptozotosin (STZ)
(Cayman, 13104) i.p. verilerek diyabet modeli olusturuldu.

DM + Kurkumin (DK1): Deneysel diyabetin optik sinir tizerinde erken
donemdeki etkilerini arastirmak amaciyla tek doz 50 mg/kg STZ uygulanarak deneysel
diyabet modeli olusturulmasindan 7 giin sonra, 30 mg/kg kurkumin misir yagi igerisinde
cozdiiriilerek, intragastrik gavaj yolu ile 14 giin boyunca verildi.

DM + Kurkumin 2 (DK2): Deneysel diyabetin optik sinir tizerinde uzun
donemdeki etkilerini arastirmak amaciyla 50 mg/kg STZ uygulanarak deneysel diyabet
modeli olusturulmasindan 21 giin sonra, 30 mg/kg kurkumin misir yagi icerisinde
cozdiiriilerek, intragastrik gavaj yolu ile 14 giin boyunca verildi.

DM + Kurkumin 3 (DK3): Deneysel diyabet durumunun olusmasi,
gelismesi ve bu stirecte kurkuminin optik sinir lizerinde etkilerini arastirmak amaciyla
50 mg/kg STZ uygulamasiyla es zamanli olarak, 30 mg/kg kurkumin misir yagi

icerisinde ¢ozdiiriilerek intragastrik gavaj yolu ile 14 giin boyunca verildi.
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Kurkumin grubu (CUR): Kurkuminin saglikli deneklerde optik sinire olan
etkisini arastirmak amaciyla grupta saglikli deneklere 30 mg/kg kurkumin misir yagi
icerisinde ¢ozdiiriilerek, intragastrik gavaj yolu ile 14 giin boyunca verildi (Sharma ve

ark., 2006).

Tiim hayvanlar deneyin baslamasindan 35 giin sonra sakrifiye edilmistir.

3.2.  Streptozosin ile Indiiklenmis Deneysel Diyabet Modeli
Olusturma

Deneysel diyabet modeli olusturmak i¢in bir gece 6ncesinden ag¢ birakilan
deney hayvanlarina tek doz 50 mg/kg STZ (Cayman, 13104) 0,01 M sitrat tamponu pH:
4,5 igerisinde ¢ozdiiriilerek intraperitoneal (i.p.) yolla verildi (Malcangio ve Tomlinson,
1998). STZ uygulamasindan sonraki ilk 12-24 saatte %5 glikoz igme suyu verilerek
deneklerde hipoglisemi 6nlendi. Deneysel diyabet olusturma siirecini kontrol edebilmek
icin sicanlara STZ uygulanmasindan itibaren 72 saatin sonunda bir gece Once ag
birakilan siganlara 90/10 mg/kg ketamin (Ketasol®, Richter pharma, Wels, Avusturya),
ksilazin (Citanest®, AstraZeneca, Istanbul) anestezisi uygulandiktan sonra si¢anlarin
kuyruk veninden alinan kan o&rnekleri glikometre (Gl 300 Plus MED) striptine
damlatilarak aglik kan glikoz degerleri 6lciildii (Ali ve Agha, 2009). Calismaya dahil
etme kriteri olarak aglik kan glikoz diizeyi 250 mg/dl ve iizerinde olan hayvanlar
diyabetik kabul edildi (Yuan ve ark., 2017). Diyabet grubuna dahil olmayan Kontrol,
Sham ve Kurkumin gruplarindaki hayvanlara tek sefer 0,1 M sitrat tamponu pH: 4,0 i.p.

olarak uygulandi.

3.3. Optik Sinir Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Anestezi altinda olan si¢anlarin kalbinin sol ventrikiil apeksinden bir kaniil
yardimiyla %0,9 serum fizyolojik (SF) verildi. Buna ek olarak dolasimdaki kanin
uzaklagmasi ve SF’in dolasima katilmasi i¢in sag atriyum kesildi. Kanin tamamen
uzaklastirildigina emin olunduktan sonra, %@4’lik paraformaldehit + 9%2’lik
gluteraldehit karisimi kaniil yardimiyla dolasima gonderilerek dokular fikse edilmis
oldu. Perfiizyon islemi sona erdikten sonra bilateral optik sinir dokular1 ¢ikarilarak
cevresindeki yag ve bag dokulardan arindirildi. Diseke edilen optik sinir dokular1 151k
mikroskobu ve elektron mikroskobunda elde edilmis goriintiilerde stereolojik analizler

yapilmak iizere %2’lik gluteraldehit iceren siselere konuldu ve +4 °C’de saklandi.
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3.4. Histolojik Yontem
Olusturulan gruplardaki deneklere ait optik sinirler ¢ikarildiktan sonra
elektron mikroskobunda incelenmek {izere uygun takip ve boyama islemlerine tabi

tutuldu.

3.4.1. Elektron Mikroskobik Doku Takip Islemleri
Deneklerden perfiizyondan sonra ¢ikarilan optik sinir dokularina asagidaki

siraya gore takip islemi yapildi (Tablo 2).

Tablo 2. Elektron mikroskobik takip igslemi sirasinda kullanilan kimyasallar ve uygulama siireleri

Kimyasallar Siire

%4 liikk Gluteraldehit 1 saat

0,1 M Fosfat tamponu ile yikama 4x15 dakika
%1°lik Osmium tetraoksit 2 saat (karanlik ortamda)
0,1 M Fosfat tamponu ile yitkama 6x15 dakika
%50 Aseton 15 dakika
%70 Aseton 15 dakika
%95 Aseton 15 dakika
%100 Aseton 15 dakika
%100 Aseton 15 dakika
Propilen oksit 20 dakika
Propilen oksit 20 dakika
%50 Propilen oksit + %50 Araldit 1 saat
%100 Araldit 1 saat

Bu islemlerden sonra, optik sinir dokulari silikon gdmme kalib1 igerisine konulan rezin
icine gomiildii ve bir gece boyunca bu kaliplar igerisinde bekletildi. Ertesi giin rezin
bloklar 45 °C’deki etiive yerlestirildi ve her 30 dakikada bir 5 °C’lik 1s1 artis1 yapilarak
62 °C’ye ulasilip 48 saat bekletilerek polimerizasyonu saglanan rezin bloklardan
Ondokuz May1s Universitesi Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
(KITAM)’da bulunan ultramikrotom (Leica EM UC7, Vienna, Austria) yardimi ile 70
nm ve 500 nm kalinhiginda kesitler alindi. 70 nm’lik kesitler 200-mesh bakir grid
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tizerine alinarak elektron mikroskobik analiz igin %2’lik uranil asetat-lead sitrat ile
kontrastlama islemine tabi tutuldu. 500 nm kesitler 151tk mikroskobunda incelenmek
iizere toluidin mavisi boyasiyla boyandi. Toluidin mavisi asidik 6zellikteki doku
bilesenlerine kars1 afinitesi yliksek olan bazik tiazin metakromatik bir boya oldugu i¢in
lam {izerine yerlestirilmis bir su damlasi iizerine alinan kesitler hot plate {iizerine
yerlestirilip kurumaya birakildi (Sridharan ve Shankar, 2012). Ardindan doku iizerine
%1’lik toluidin mavisi ve sodyum borat karisimi (1 gr toluidin mavisi+2 gr
Na2B407-10H20 + 100 ml dH20) damlatilarak hot plate iizerinde 2-3 dakika boyunca
bekletildi. Daha sonra lamlar distile suya daldirilarak dokular iizerindeki fazla boya
akitildi. Boyanan ince kesitlerde elektron mikroskobunda histopatolojik yorumlamalar,
tim optik sinir kesit alani, miyelinli akson sayis1 ve miyelin kilif kalinlig1 dl¢timleri

stereolojik metotlar kullanilarak yapild1 (Onger, 2013).

3.5. Stereolojik Yontem

Elde edilen yar1 ince kesitlerde optik sinir kesit alanlar1 kamera ilintili 151k
mikroskobu yardimiyla (Olympus BX43, Center Valley, PA) Image] programinda
analiz 10’luk biiyiitmede Kkesitlerin etrafi cevrelenerek analiz edildi. ince kesitlerde
yapilacak analizler igin goriintiiler KITAM’da bulunan Gegirimli elektron
mikroskobunda (TEM) (JEOL JSM- 7001F, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) elde edildi. Grid
iizerine alinan kesitlerde, elektron mikroskobunda, grid meshlerinden miimkiin oldugu
kadar sirali olmak tizere optik sinir kesit alanlarindan goriintiler alindi. Bu EM
goriintiilerinin alinmasinda sistematik rastgele ornekleme kurali uygulanamadigindan
dolay1 standart bir 6rnekleme adim aralig1 belirlenemedi, sonugta goriintii alan1 se¢imi
rastgele olacak bigimde uygulandi (Sekil 5).

Tiim hesaplamalar Image] programiyla gergeklestirildi. Alanlardan g¢ekilen
resimlerden tarafsiz sayim ¢ergevesi kullanilarak miyelinli akson sayisal yogunluk
hesab1 yapildi, her bir hayvanin optik sinirinden elde edilen ortalama sayisal yogunluk
hesab1 degeri, o hayvanin optik sinir kesit alani ile carpilarak ilgili hayvanin toplam

akson sayist hesabi yapildi. Hesaplamanin formiilii asagida  verilmistir:

Optik sinirde toplam akson sayisi = Akson sayvisal yogunlugu x Optik sinir kesit alan:
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Sekil 5. Optik sinirde akson sayisi, miyelin kilif kalinligi ve akson alaminda stereolojik metotlarla
Olgiimiin sematik gdsterimi. Sinir doku drnegi grid iizerine yerlestirildikten sonra bosluklardan
sinir doku igerenler arasinda sistematik rastgele ornekleme kurali uygulanamadig igin goriinti
alan1 secimi rastgele olacak bigimde uygulandi (siyah kareler). Tarafsiz sayim gercevesi her bir
adim alanina yerlestirilerek ilgili parametrelerin saymm yapilir. Kirmizi ¢izgi tarafsiz sayim
cercevesinin yasakli kenarini, yesil ¢izgi izinli kenarini temsil etmektedir. Yesil tik isareti sayima
dahil edilen aksonlari, kirmizi ¢arpi isareti sayima sahil edilmeyen aksonlari gdstermektedir.
Turuncu daire akson alaninin dl¢iimiind, sar1 ¢izgiler miyelin kilif kalinliginin &l¢limiinii temsil

etmedir.

Akson alan1 hesaplamasi i¢in uygulanan yontemde her optik sinir goriintii
alan1 i¢in gorintiilerde grid yardimiyla belirlenmis bir noktaya denk gelen aksonun alani
etrafi ¢evrelenerek belirlendi. Her fotografta aynmi grid kullanilarak ayni noktadaki
aksonlar i¢in analiz yapildi. Bu islem farkli ii¢ noktada {i¢ akson belirlenerek
tekrarlandi. Bu {i¢ akson alanlarinin ortalamasi elde edildi. Bu aksonlarda miyelin kilif
kalinliklar1 da her akson i¢in dorder kenar belirlenerek dort kalinlik degeri elde edildi.
Bunlarin ortalamasi alinarak miyelin kilif kalinliklar1 her goriintii i¢in elde edildi (Sekil

6).
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Sekil 6. Elektron mikroskobik optik sinir goriintiisiinde ImageJ yazilimi kullanilarak sayim islemi. Sayim
icin bir alanda 15 000’lik biiyiitmede sayim ¢ercevesi kullanilarak miyelinli akson sayiminin

yapilmasi (A) Ayni alanda bir grid yardimu ile belirlenen bir aksonda akson alam (B) ve miyelin
kilif kalinlig1 6l¢timii (C)

28



3.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS programi (SPSS version 21,0; SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak yapildi. Kullanilan veriler ortalama + standart hata
olarak ifade edildi. Verilerin normal dagilim agisindan uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
sinand1. Veriler normal dagilim gosterdiginden gruplarin karsilagtirllmasinda tek yonli
varyans analizi One-Way ANOVA, Tukey testleri ile degerlendirme yapildi. Istatistiksel

degerlendirmede p< 0,05 ve p< 0,01 degerleri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, diyabetin baslangicindan 7 giin sonra, 21 giin sonra ve
diyabetle es zamanli olmak iizere farkli donemlerinde kurkumin uygulamasinin sigan
optik siniri iizerine etkisi arastirilmistir. Bu amag¢ igin stereolojik yoOntemler,
histopatolojik ve elektron mikroskobik teknikler kullanilmistir. Bu yontemlerle elde

edilen bulgular asagida verilmistir.
4.1. Stereolojik Bulgular

4.1.1. Miyelinli Akson Sayis1

Tarafsiz  sayim c¢ercevesi kullanilarak miyelinli akson sayisinin
degerlendirilmesiyle elde edilen bulgular, ortalamatstandart hata, HK ve DK degerleri
asagidaki tablo ve grafikte gosterilmistir (Tablo 3, Sekil 7).

Tablo 3. Gruplara ait miyelinli akson sayilar1 (ortalamatstandart hata), HK (hata katsayisi) ve DK
(degisim katsayisi) degerleri. Kont (Kontrol), Sham, DM (Diabetes mellitus), DK1 (Diabetes
mellitus+7 giin sonra Kurkumin), DK2 (Diabetes mellitust+21 giin sonra Kurkumin), DK3

(Diabetes mellitustEs zamanli Kurkumin), Cur (Kurkumin)

Gruplar Miyelinli Akson Sayisi HK DK
Kont 157212 + 18332 0,02 0,29
Sham 102031 + 6215 0,03 0,15
DM 78145 + 10025 0,04 0,31
DK1 82960 + 3011 0,04 0,09
DK2 133934 + 3703 0,02 0,07
DK3 76244 + 5456 0,04 0,18
Cur 163498 + 9282 0,04 0,14
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Sekil 7. Miyelinli akson sayisinin gruplar arasindaki farkliliklarin1 gdsteren grafik. Istatistiksel olarak p<
0,01 diizeyindeki farkliliklar (*¥**¥)  (*¥**) ve (**), p< 0,05 diizeyindeki farkliliklar (*) ile
gosterilmistir. Kont (Kontrol), DM (Diabetes mellitus), DK1 (Diabetes mellitus + 7 giin sonra
Kurkumin), DK2 (Diabetes mellitus + 21 giin sonra Kurkumin), DK3 (Diabetes mellitus+Es

zamanli Kurkumin), Cur (Kurkumin)

Miyelinli akson sayis1 bakimindan istatistiksel olarak; Kont grubuna kiyasla
Sham (p<0,0090), DM (p<0,0001), DK1 (p<0,0002) ve DK3 (p<0,0001) gruplarinda
anlamli sekilde azalma goriilmiistiir. Cur grubuna kiyasla Sham (p<0,0027), DM
(p<0,0001), DK1 (p<0,0001) ve DK3 (p<0,0001) gruplarinda anlaml sekilde azalma
goriilmiistiir. Miyelinli akson sayis1 bakimindan DK2 grubu, DK1 (p< 0,0192) ve DK3
(p<0,0056) ve DM (p<0,008) gruplariyla karsilastirildiginda anlamli bir sekilde akson

sayisinda artig gézlenmistir.

4.1.2. Miyelinli Akson Alani
Iki boyutlu disektdor yontemi kullamlarak miyelinli akson alaninin
degerlendirilmesiyle elde edilen bulgular, ortalama + standart hata, HK ve DK degerleri

asagidaki tablo ve grafikte gosterilmistir (Tablo 4, Sekil 8).
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Tablo 4. Gruplara ait miyelinli akson alanlar1 (ortalama =+ standart hata), HK (hata katsayis1) ve DK
(degisim katsayis1) degerleri. Kont (Kontrol), Sham, DM (Diabetes mellitus), DK1 (Diabetes
mellitus + 7 giin sonra Kurkumin), DK2 (Diabetes mellitus + 21 giin sonra Kurkumin), DK3

(Diabetes mellitus + Es zamanli Kurkumin), Cur (Kurkumin)

Gruplar Miyelinli Akson Alam (um?) HK DK
Kont 1,619+0,22 0,02 0,27
Sham 1,521+0,20 0,03 0,25
DM 1,073+0,06 0,04 0,14
DK1 0,688+0,24 0,04 0,54
DK2 1,335+0,15 0,02 0,36
DK3 1,369+0,15 0,04 0,37
Cur 1,190+0,10 0,03 0,27

Miyelinli akson alan1 bakimindan istatistiksel olarak; Kont grubuna kiyasla
DKI1 (p<0,0011) ve Cur (p< 0,0165) gruplarinda anlamli bir azalma gorilmiistiir.
Benzer sekilde, DK1 grubunda da Sham grubuna gore anlamli bir azalma goriilmiistiir

(p< 0,011).

4.1.3. Miyelin Kilif Kalinhgi

Iki boyutlu disektdr yontemi kullanilarak, sinir liflerinde miyelin kilif
kalinlig1 hesaplandi. Sonuglarin degerlendirilmesiyle elde edilen bulgular, ortalama =+
standart hata, HK ve DK degerleri asagidaki tablo ve grafikte gosterilmistir (Tablo 5,
Sekil 9).
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Sekil 8. Miyelinli akson alaninin gruplar arasindaki farklihklarini gosteren grafik. Istatistiksel olarak p<
0,01 diizeyindeki farkliliklar (**), p< 0,05 diizeyindeki farkliliklar (*) ile gosterilmistir. Kont
(Kontrol), DM (Diabetes mellitus), DK1 (Diabetes mellitus + 7 giin sonra Kurkumin), DK2

(Diabetes mellitus + 21 giin sonra Kurkumin), DK3 (Diabetes mellitus + Es zamanli Kurkumin),

Cur (Kurkumin)

Tablo 5. Gruplara ait miyelin kilif kalinliklar1 (ortalama + standart hata), HK (hata katsayisi) ve DK

(degisim katsayisi) degerleri. Kont (Kontrol), Sham, DM (Diabetes mellitus), DK1 (Diabetes

mellitus + 7 giin sonra Kurkumin), DK2 (Diabetes mellitus + 21 giin sonra Kurkumin), DK3

(Diabetes mellitus + Es zamanli Kurkumin), Cur (Kurkumin)

Gruplar Miyelin Kihf Kalinhig (um) HK DK

Kont 0,169+0,02 0,02 0,34
Sham 0,157+0,00 0,03 0,07
DM 0,158+0,00 0,04 0,04
DK1 0,139+0,01 0,04 0,12
DK2 0,167+0,01 0,02 0,08
DK3 0,152 £0,01 0,04 0,10
Cur 0,144 0,02 0,03 0,29
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Sekil 9. Miyelin kilif kalinhigimin gruplar arasindaki farkliliklarini gosteren grafik. Kont (Kontrol), DM
(Diabetes mellitus), DK1 (Diabetes mellitus + 7 giin sonra Kurkumin), DK2 (Diabetes

mellitus+21 giin sonra Kurkumin), DK3 (Diabetes mellitustEs zamanli Kurkumin), Cur
(Kurkumin)

Miyelin kilif kalinligi bakimindan istatistiksel olarak; gruplar arasinda

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

4.2. Histopatolojik Bulgular

Gruplardan elde edilen elektron mikroskobik goriintiilerindeki incelemeler

sonucunda elde edilen histopatolojik yorumlar agsagida verilmistir.

4.2.1. Kontrol Grubuna Ait TEM Bulgulari

Kontrol grubuna ait optik sinirlerin ince yapist incelendiginde; farkli capta
optik sinir liflerinin ve bu liflerin etrafin1 cevreleyen c¢esitli kalinlikta miyelin
kiliflarinin oldugu goriilmektedir (Sekil 10). Siki paketlenmis ve lamelleri diizgiin
miyelin kiliflar1, biitiinligiini koruyan akson goévdelerini sarmaktayd: (Sekil 13).
Aksoplazmanin normal yapida oldugu ve mitokondriyonlar igerdigi gézlendi (Sekil 11).
Aksonlarin arasini dolduran ve onlart g¢evreleyen astrosite ait sitoplazmik uzantilarin

olusturdugu septalar normal kalinliktaydi (Sekil 12).
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Sekil 10. (A, B) Kontrol grubundan alinan kesitlerin elektron mikroskobunda elde edilen goriintiileri.
Diizenli ve farkli kalinliklarda miyelin kiliflar ve biitiinliigiinii koruyan akson alanlari, ¢ogu
kiigiik ve orta capli normal yapida miyelin kilifa sahip sinir lifleri ve astrositik septa

goriilmektedir. m: miyelin kilif, *: akson , s: astrositik septa.
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Sekil 11. (A, B) Kontrol grubundan alinan kesitlerin elektron mikroskobunda elde edilen goriintiileri.
Sinir lifleri, miyelin kiliftaki lamelleri ¢ok iyi korunmus, aksoplazmasinda az sayida olsa da
mitokondriyonlar goriillmektedir. Miyelinli sinir liflerin arasinda astrositlerin sitoplazmik

uzantilart normal yapidadir. m: miyelin kilif, s: astrositik septa, ok isareti: mitokondriyon.
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Sekil 12. (A, B) Kontrol grubundan alinan kesitlerin elektron mikroskobunda elde edilen goriintiileri
gozlenmektedir. Diizgiin organize olmus miyelin kilifa sahip kii¢iik ve biiyiik ¢apli sinir lifleri
ve onlarin etrafin1 paket gibi saran astrosit sitoplazmik uzantilarimin normal yapida oldugu
dikkat ¢ekmektedir. Miyelin kilif lamellerinin diizgiin ve siki paketlenmis durumu bu yapilarin

iyi korundugunu gostermektedir. m: miyelin kilif, s: astrositik septa.
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Sekil 13. (A, B) Kontrol grubundan alinan kesitlerin elektron mikroskobunda elde edilen goriintiileri
verilmigtir. (B) Biiyiik biiytiltmede diizgiin organize olmus miyelin kilifa sahip kii¢iik ve biiyiik
¢apli sinir lifleri goriilmektedir. Sinir liflerinin etrafinda bulunan miyelin kilifindaki lamellerin

diizgiin ve siki paketlenmis durumu dikkat ¢ekmektedir. m: miyelin kilif.
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Sekil 14. (A, B) Kontrol grubundan alinan kesitlerin elektron mikroskobunda elde edilen goriintiileri
goriilmektedir. Diizgiin organize olmug miyelin kilifa sahip kiigiik ve biiyiik ¢apli sinir lifleri ve
onlarin etrafini paket gibi saran astrosit sitoplazmik uzantilarinin normal yapida oldugu dikkat
¢ekmektedir. (B) Biiyilik biiyiiltmede diizglin organize olmus miyelin kilifa sahip kiigclik ve
biiytik ¢apli sinir lifleri goriilmektedir. Sinir liflerinin etrafinda bulunan miyelin kilifindaki
lamellerin diizgiin ve siki paketlenmis durumu dikkat ¢ekmektedir. m: miyelin kilif, s:

astrositik septa.
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4.2.2. Sham Grubuna Ait TEM Bulgulari

Sham grubuna ait optik sinirlerin ince yapisi incelendiginde; akson ve
etrafin1 cevreleyen miyelin kiliflar1 kolayca goriilmekteydi. Farkli biiyiiklikteki
aksonlarin ve miyelin kiliflarinin yer yer dejenere oldugu, buna karsin ¢ogu sinir
lifinin normal morfolojisini korudugu goézlendi (Sekil 15). Optik sinir lifleri arasinda
astrositlerin ~ sitoplazmik  uzantilar1 normal yapidaydi. Bazi  kesitlerde
oligodendrositler ¢ok belirgin olarak goriilmekteydi. Ayrica morfolojik yapisini
koruyamayan bazi sinir liflerinde miyelin kilifinda lamellerin birbirinden ayrildig1

fark edildi (Sekil 16).
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Sekil 15. (A, B) Sham grubuna ait optik sinir kesitlerden alinan elektron mikroskobik goriintiilerde
dokunun morfolojik yapisim korudugu goézlendi. Cogu alanda aksonlarn etrafindaki
miyelin kilifinin normal yapida olmasina karsin, bazi alanlarda miyelin kilifi lamellerinin
birbirinden ayrildig: fark edilmektedir. (B) Astrositik septalar1 normal yap1 ve kalinliktadir.

m: miyelin kilif; s: astrositik septa, ok basi: bozulmus miyelin kilif.
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Sekil 16. (A, B) Sham grubuna ait optik sinir kesitlerden alman elektron mikroskobik goriintiilerde
dokunun morfolojik yapisimt korudugu gozlendi. Cogu alanda aksonlarin etrafindaki miyelin
kilifimn normal yapida olmasina karsin, bazi alanlarda miyelin kilifi lamellerinin birbirinden
ayrildign fark edilmektedir. (A) Astrosit ve sitoplazmik uzantis1 ve (B) Bir oligodendroglia
goriilmektedir. m: miyelin kilif, s: astrositik septa, a: astrosit ¢ekirdegi, O: oligodendrosit

cekirdegi.
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4.2.3. DM Grubuna Ait TEM Bulgular

Diyabet grubuna ait optik sinirlerin ince yapisi elektron mikroskobunda
incelendiginde; hasarlanmig aksonlarda demiyelinizasyon gostergesi olan ayrilmis
miyelin kilifi lamellerinin ¢ok sayida oldugu goriilmekteydi. Vakuollesme ve miyelin
kilift boliinmesi ile ileri derecede bozulmus aksonlarin yaygimhigi dikkat ¢ekmekteydi.
Bu grubun tip 6zelliklerinden biri de ¢ogu sinir lifinde miyelin kilifinin katmanlara
ayrilmasiydi (Sekil 17). DM’nin sinir lifi morfolojisi iizerindeki etkisi, miyelin kilifinda
biitlinliiglin biliyiik oranda bozulmasidir. Ayrica astrositik septalarin daha az sayida ve
ince olmasi dikkat gekiciydi. DM grubunda dejenere miyelin kilifli sinir liflerinin yogun
olmasina karsin, kiiclik ¢capli liflerin normal yapida olmasi dikkat ¢ekmekteydi (Sekil
18). Bu gruptaki biiytik ¢apli sinir liflerinin miyelin kiliflarindaki siddetli hasar kolayca
goriilebilmekteydi (Sekil 19). Bozulan sinir liflerinin ¢evre dokular ile aralarindaki
siirlarin belirsizliginin yaninda, dokuda ¢ok sayida vakuoller de bulunmaktaydi (Sekil

20).

42



Sekil 17. (A, B) DM grubuna ait optik sinir kesitlerden alinan elektron mikroskobik goriintiilerde
dokunun morfolojik yapisim koruyamadigir gozlendi. Cogu alanda aksonlarin etrafindaki
miyelin kilifinin normal yapida olmadigi, sinirli alanlarda ise miyelin kilifi lamellerinin diizgiin
oldugu fark edildi. Astrosit sitoplazmik uzantilart ve oligodendroglialar bu kesitlerde yoktu.
Miyelin kilifinin lameller yapisinin ileri derecede bozuldugu, hatta bazi sinir liflerinde miyelin
kilifimn bitinliglinii tamamen kaybettigi gorildi. Ayrica vakuollesme ve miyelin kilifin
katmanlara boliinmesi dikkat ¢ekmektedir. m: miyelin kilif, ok basi: bozulmus miyelin kilif.
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Sekil 18. (A, B) DM grubuna ait optik sinir kesitlerden alinan elektron mikroskobik goriintiilerde
dokunun morfolojik yapisini 6nemli oranda koruyamadigi gozlendi. Ozellikle biiyiik capli sinir
liflerinin etrafindaki miyelin kilifinin normal yapida olmadigi, sinirli alanlarda kiigiik ¢apli
sinir liflerinde ise miyelin kilifi lamellerinin diizgiin oldugu fark edildi. (B) Astrosit
sitoplazmik uzantilart belirgindi. Miyelin kilifinin lameller yapisinin ileri derecede bozuldugu,
hatta bazi sinir liflerinde miyelin kilifinin biitiinliigiinii tamamen kaybettigi gézlendi. Ayrica
kilif ile akson arasinda vakuollesme yaygindi, miyelin kilifindaki katmanlarda bolinme dikkat
¢ekmekteydi. m: miyelin kilif, v: vakuol, ok basi: bozulmus miyelin kilif, s: astrositik septa.
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Sekil 19. (A, B) DM grubuna ait optik sinir kesitlerden alinan elektron mikroskobik goriintiilerde
dokunun morfolojik yapisinin nemli derecede bozuldugu gézlendi. Ozellikle biiyiik ¢apl sinir
liflerinin etrafindaki miyelin kilifinin normal yapida olmadig1 gozlenirken, buna karsin sinirl
alanlarda kiigiik ¢apli sinir liflerinde ise miyelin kilifi lamellerinin diizgiin oldugu fark edildi.
(B) Astrosit sitoplazmik uzantilar belirgindi. Miyelin kilifinin lameller yapisinin ileri derecede
bozuldugu, hatta bazi sinir liflerinde miyelin kilifinin biitiinliigiinii tamamen kaybettigi

gozlendi. m: miyelin kilif, ok bast: bozulmus miyelin kilif.
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Sekil 20. (A, B) DM grubuna ait optik sinir kesitlerden alinan elektron mikroskobik goriintiilerde
dokunun morfolojik yapisinin énemli derecede bozuldugu gdzlendi. Ozellikle biiyiik ¢apli sinir
liflerinin etrafindaki miyelin kilifinin normal yapida olmadig1 gézlenirken, buna karsin sinirlt
alanlarda kiigiik ¢capl sinir liflerinde ise miyelin kilifi lamellerinin diizgiin oldugu fark edildi.
Miyelinli sinir lifleri ile ¢evre dokusu arasindaki sinirin belirsizligi ve diger elemanlarin fark
edilemedigi gozlenmektedir. Dokuda ¢ok sayida vakuollerin varligi da dikkat c¢ekiciydi. m:

miyelin kilif, v: vakuol, ok bast: bozulmus miyelin kilif.
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4.2.4. DK1 Grubu TEM Bulgular:

DK1 grubuna ait optik sinirlerin ince yapisi incelendiginde; sinir liflerinin
normal yapida oldugu ve liflerin arasinda yer alan astrositik uzantilarin lifleri ve gevre
dokuyu net sekilde birbirinden ayirdigi gozlendi (Sekil 21). Kiigiik ¢apli liflerin ve
astrositik uzantilarin ¢ogunlukla normal olmasina karsin, biiyiik ¢apl liflerin miyelin
kilifinda biiyiik oranda bozulmalarin oldugu gorildi (Sekil 22). Biiyiik ¢apl liflere ait
miyelin kiliflarindaki lamellerin ¢ogunun birbirinden ayrildigi, ancak kiiciik caplt
aksonlarin ve kiliflarmin daha i1yi korundugu ve astrositik sitoplazma uzantilarinin
normal oldugu fark edilmekteydi (Sekil 23). Lameller yapisi bozulmus biiyiik caplt
aksonlar olmasina karsin, astrosit hiicresine ait cekirdeklerin korunmus ve normal
yapida oldugu goriildii (Sekil 24). Ayrica astrositik septalarin sinir liflerinin aralarinda
1yi organize oldugu fark edildi (Sekil 25). Miyelin kilift bozulmus biiytik capta liflere ek
olarak lifler arasinda bosluklu alanlar kayip liflerin olduguna isaret edebilir (Sekil 26).
Genelde kiigiik gapli lifler normal yapilarim koruyabilmisken, biiyiik liflerle birlikte orta
capta liflerin de Onemli derecede bozuldugu sik¢a rastlandi (Sekil 27, 28). Bazi
alanlarda ince astrositik septalar, liflerin arasinda yer almaktaydi (Sekil 28, 29).
Tamamen ortadan kaldirilmamis sinir liflerinin miyelin kilifinin da ileri derecede

bozuldugu gézlendi (Sekil 30-31).

47



Ifum
=

Sekil 21. (A, B) DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler

gozlenmektedir. Sinir liflerinin etrafini astrositlere ait sitoplazmik uzantilar ¢evrelemektedir.

Genel olarak liflerin morfolojilerinin korundugu, cevre dokulari ile smirlarinin ayirt

edilebildigi gozlendi. s: astrositik septa.
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Sekil 22. (A, B) DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
gozlenmektedir. Sinir liflerinin etrafini astrositlere ait sitoplazmik uzantilar ¢evrelemektedir.
Genel olarak liflerin morfolojilerinin korundugu, cevre dokular1 ile sinirlarimin  ayirt
edilebildigi gozlendi. Kiigiik ¢apl liflerin etrafini1 ¢evreleyen miyelin kilif kiigiik ¢apl liflerde
daha iyi korunmugken, biiyiik ¢apli liflerin kiliflarinin biiyiik oranda bozuldugu fark edildi. s:

astrositik septa, m: miyelin kilif, ok basi: bozulmus miyelin kilif.
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Sekil 23. (A, B) DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
gozlenmektedir. Biiyiik ¢apli liflerin ¢ogunun miyelin kiliflarindaki lamellerin birbirinden
ayrildigi, buna karsin kiigiik ¢apli sinir liflerinin daha iyi korundugu gozlenmektedir.

Astrositlere ait sitoplazmik uzantilarin normal yapida oldugu goriildii. m: miyelin kilif, ok bast:

bozulmug miyelin kilif.
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Sekil 24. (A, B) DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Cogunlugunu kiiciik ¢apli ve normal yapida olan sinir liflerinin olusturdugu
dokuda, genelde lameller yapisi bozulmus biiyiik ¢apli sinir liflerinin eslik ettigi gozlendi.

Astrosite ait hiicre ¢ekirdeginin ve diger optik sinir elemanlarmin sinirlarinin belirgin oldugu

ve normal morfolojiye sahip oldugu fark edildi. a: astrosit ¢ekirdegi, m: miyelin kilif, ok basi:

bozulmug miyelin kilif.
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Sekil 25. (A, B) DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Cogunlugunu kiiciik ¢apli ve normal yapida olan sinir liflerinin olusturdugu
dokuda, genelde lameller yapisi bozulmus biiyiik ¢apli sinir liflerinin varhi@ gozlendi. Lifler
arasindaki astrositik septalar dikkat ¢ekmektedir. s: astrositik septa, m: miyelin kilif, ok basi:

bozulmug miyelin kilif.
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Sekil 26. DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler goriilmektedir.

Genelde iyi korunmus kiigiik ¢apli optik sinir liflerine karsin biiyiik ¢apl liflerin etrafindaki

miyelin kiliflarinin bozuldugu gozlendi. Sinir lifleri arasinda artan araliklar, kaybedilen liflerin

bulunduklar1 alanlar olabilir. m: miyelin kilif, ok basi: bozulmus miyelin kilif.
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Sekil 27. (A, B) DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Orta ve biiyiik ¢apli sinir liflerinin etrafini1 ¢evreleyen miyelin kiliflarinin ileri

derecede bozuldugu dikkati ¢ekmektedir. ok bast: bozulmus miyelin kilif.
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Sekil 28. (A, B) DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Biiyiik, kiiciik ve orta capli aksonlar goriilmektedir. Genelde kiigiik ¢apli liflerin
etrafindaki miyelin kilif korunmusken, digerlerin korunamadigi, normal yapilarinin bozuldugu
fark edilmektedir. Lifler arasinda ince astrositik septalar goriilmektedir. m: miyelin kilif, ok

basi: bozulmus miyelin kilif] s: astrositik septa.
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Sekil 29. (A, B) DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Biiyiik, kiigiik ve orta caplt aksonlar goriilmektedir. Genelde kiigiik ¢apl liflerin
etrafindaki miyelin kilif korunmusken, digerlerin korunamadigi, normal yapilarinin bozuldugu
fark edilmektedir. Miyelin kiliftaki bozulma 6zellikle bilyiik ¢aph liflerin etrafinda ¢ok daha

belirgindir. Lifler arasinda ince astrositik septalar goriilmektedir. m: miyelin kilif, ok bas:

bozulmus miyelin kilif; s: astrositik septa.
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Sekil 30. (A, B) DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Farkli ¢aplarda (biiyiik, orta ve kiiciik) sinir lifleri goériilmektedir. Genelde
kiigiik capli liflerin etrafindaki miyelin kilif korunmusken, digerlerin korunamadigi, normal
yapilarinin bozuldugu fark edilmektedir. (B) Merkezi bdlgede bir sinir lifinin dejenerasyonu
sonucunda o alanda lifsi bir yapi, hemen onun sag tarafinda ise heniiz tamamen ortadan
kaldirilmamug bir sinir lifi fark edilmektedir. Astrositik septalar lifler arasinda ince alanlar

olarak goriilmektedir. m: miyelin kilif, ok basi: bozulmus miyelin kilif, v: vakuol.
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Sekil 31.

(A, B) DK1 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. (A) Bilyiik, orta ve kiigiik ¢apli aksonlar goriilmektedir. Genelde kiigiik ¢apli
liflerin etrafindaki miyelin kilif korunmugken, digerlerin korunamadigi, normal yapilarinin
bozuldugu fark edilmektedir. (B) Tiim alandaki sinir liflerinin miyelin kiliflarinin ileri derecede

bozuldugu gozlenmektedir. m: miyelin kilif, ok basi: bozulmus miyelin kilif.
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4.2.5. DK2 Grubu TEM Bulgular:

DK2 grubuna ait optik sinirlerin ince yapist incelendiginde; biiyiik, orta ve
kiigiik capta optik sinir lifleri genelde normal morfolojiye sahipken, baz1 kiiclik ¢apl
liflerin miyelin kiliflarinda bozulmalar gézlendi (Sekil 32). Bazi biiyiik ¢apli liflerde yer
yer bozulmalar fark edildi (Sekil 33, 34). Ayrica bazi alanlarda oligodendrositler
kolayca goriilebilmekteydi (Sekil 33, 36). Astrosite ait sitoplazmik uzantilarin sinir
liflerinin etrafinda ag olusturduklar1 gozlendi (Sekil 33, 39). Cogunlugunu kiiciik liflerin
olusturdugu bir alanda kiigiik liflerin iyi korundugu goriiliirken, biiytik liflerin miyelin
kiliflarinda yer yer bozulmalarin oldugu fark edildi (Sekil 35, 36, 37). Ayrica sinir
liflerinin arasinda diyabetin olusturdugu hasardan kaynakli oldugu diisiiniilen
vakuollerin yaygin bir bicimde olmasi dikkat c¢ekiciydi (Sekil 37). Bazi alanlarda ise
cogunlugu kiictik sinir liflerinden olustugu ve bu liflerin normal yapida oldugu gézlendi
(Sekil 38). Farkli ¢aplarda liflerin oldugu yerlerde 6zellikle biiyiik capa sahip liflerin
miyelin kiliflarinda bozulmalar ¢ok siddetliydi (Sekil 39). Miyelin kilif bozulmalarina,
aksolemmay1 ayiran sismis vakuoller eslik etmekteydi (Sekil 40).
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Sekil 32.

(A, B) DK2 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Kesitlerde biiyiik, orta ve kiiglik ¢apli aksonlar fark edilmektedirler. Genelde
kiiciik capli liflerin etrafindaki miyelin kilif korunmusken, 6zellikle biiyiikk ¢apli olanlarda
korunamadi@1, normal yapilarinin bozuldugu gozlendi. Bazi aksoplazmalarda mitokondironlar

bulunmaktadir. m: miyelin kilif, ok isareti: mitokondriyon, ok bast: bozulmus miyelin kilif.
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Sekil 33. (A, B) DK2 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Kesitlerde farkli caplarda aksonlar gozlenmektedir. Liflerin ¢ogunun iyi
korundugu, bazi biiyiik capli akson etrafindaki miyelin kilifta yer yer bozulmalarin varlig:
dikkat cekmektedir. (A) Merkezi yerlesimli bir oligodendroglia goriilmektedir. (B) Optik sinir
liflerinin morfolojilerinin normal yapida oldugu goriilmektedir. m: miyelin kilif, ok bast:

bozulmusg miyelin kilif, O: oligodendrosit ¢ekirdegi.
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Sekil 34. (A, B) DK2 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Kesitlerde farkli caplarda aksonlar gozlenmektedir. Liflerin ¢ogunun iyi
korundugu, buna karsin bazi biiyilk c¢apli aksonlarin etrafindaki miyelin kilifta yer yer
bozulmalarin varhigr dikkat ¢ekmektedir. (A) Astrosit sitoplazmik uzanti goriilmektedir. (B)
Cogu sinir liflerinin normal morfolojiye sahip oldugu, biiylik ¢apli bir sinir lifini ¢evreleyen
miyelin kilifta yer yer dejenerasyon gozlendi. m: miyelin kilif, ok isareti: mitokondriyon, ok

bast: bozulmus miyelin kilif, s: astrositik septa.
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Sekil 35. (A, B) DK2 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Cogunlugunu kiigiik capl liflerin olusturdu sinir kesitinde bu liflerin normal
yapilarinin iyi korundugu gozlendi. (B) Cogu kiiciik ¢apl sinir lifleri normal morfolojiye
sahipken biiyiik ¢apli bir sinir lifini ¢gevreleyen miyelin kilifta yer yer dejenerasyonun varlig

gozlendi. m: miyelin kilif, ok basi: bozulmus miyelin kilif.
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Sekil 36. (A, B) DK2 grubuna ait optik sinirden alinan elektron mikroskobik goriintiiler goriilmektedir.
Cogunlugunu kiigiik ¢apl liflerin olusturdu sinir kesitinde bu liflerin normal yapilarinin iyi
korundugu buna karsin biiyiik ¢apli liflerde bu durumun olmadigi gozlendi. (B) Merkezi

yerlesimli bir oligodendrogila bulunmaktadir. m: miyelin kilif, ok basi: bozulmus miyelin
kilif, O: oligodendrosit ¢ekirdegi.
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Sekil 37. (A, B) DK2 grubuna ait optik sinirden alinan elektron mikroskobik goriintiiler goriilmektedir.
Cogunlugunu kiiciik ¢apli liflerin olusturdu sinir kesitinde, bu liflerin normal yapilarinin iyi
korundugu, buna karsin biiyiik ¢aph liflerde bu durumun olmadig1 gozlendi. Lifler arasinda
goriilen vakuollerin, sinir liflerinin dejenerasyonu sonucu olustuklart diisiiniilmektedir. m:

miyelin kilif, ok basi: bozulmus miyelin kilif, v: vakuol.
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Sekil 38. (A, B) DK2 grubuna ait optik sinirden alinan elektron mikroskobik goriintiiler goriilmektedir.
Cogunlugunu kiiciik ¢apli liflerin olusturdu sinir kesitinde, bu liflerin normal yapilarinin iyi

korundugu gozlendi. m: miyelin kilif.
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Sekil 39. (A, B) DK2 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Kesitlerde farkli caplarda aksonlar gozlenmektedir. Liflerin ¢ogunun iyi
korundugu, buna karsin bazi biiyiik capli aksonlarin etrafindaki miyelin kilifta yer yer
bozulmalarin varligr dikkat ¢ekmektedir. Sinir lifleri arasinda astrosit sitoplazmik uzantilari

goriilmektedir. m: miyelin kilif, ok basi: bozulmus miyelin kilif] s: astrositik septa.
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Sekil 40. (A, B) DK2 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Kesitlerde farkli caplarda aksonlar gozlenmektedir. Liflerin g¢ogunun iyi
korunmasina kargin bazi biiyiik ¢apli aksonlarin etrafindaki miyelin kilifta dnemli derecede
bozulmalarin varligi dikkat cekmektedir. Astrosit ve astrosite ait ara filamentler goriilmektedir.
Orta ve hafif derecede miyelin kilif hasar1 ve miyelin kilif ve aksolemmay1 ayiran gismis

vakuoller goriilmektedir. m: miyelin kilif, ok basi: bozulmus miyelin kilif, s: astrositik septa,

a: astrosit ¢ekirdegi.
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4.2.6. DK3 Grubu TEM Bulgular:

DK3 grubuna ait optik sinirlerin ince yapisi incelendiginde; farkli caplara
sahip sinir liflerinin dejenere oldugu goriilmekteydi. Sismis ve i¢i bosalmis aksonlar,
vakuoller, aksondan ayrilmis miyelin kiliflar, i¢ce katlanmis miyelin kiliflar yogun olarak
gozlendi. Cogu normal yapisini koruyamamis sinir lifleri arasinda astrositlere ait
sitoplazmik uzantilar fark edildi (Sekil 41). Onemli derecede bozulmus sinir lifleri ve
hasara bagli dokuda kayiplar gozlendi. Kayip liflerin yerini vakuollerin almasi da dikkat
cekmekteydi. Astrosit ve uzantilar1 da bozulmus dokunun arasinda yer almaktaydi
(Sekil 42). Agir hasara ugramis optik sinir aksonlar1 ve miyelin kiliflari, sismis
vakuolleri, astrositler ile sitoplazmik uzantilar1 yaygin olarak goriilmekteydi (Sekil 43).
Bu grupta da biiyiik ¢apli liflerin daha ¢ok dejenere oldugu gozlendi (Sekil 44, 45, 47).
Bazi alanlarda biiyiik ¢apli sinir liflerinde akson biiziilerek merkeze toplanmasina karsin
miyelin kilifinin saglam kalmasi dikkat g¢ekiciydi (Sekil 46, 47). Astrosit septalarinin
kismen korundugu ve normal morfolojide oldugu alanlar1 da gérmek miimkiindii (Sekil

48, 49).
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Sekil 41. (A, B) DK3 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Biiyiik, orta ve kiiclik ¢apli aksonlarin dejenere oldugu goriilmektedir. Sismis
ve i¢i bosalmis aksonlar, vakuoller, aksondan ayrilmis miyelin kiliflar, i¢e katlanmig miyelin
kiliflar goriilmektedir. Cogu normal yapisin1 koruyamamis sinir lifleri arasinda astrositlere ait

sitoplazmik uzantilar1 fark edilmektedir. ok basi: sismis i¢i bosalmis akson, s: astrositik septa,

v: vakuol.
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Sekil 42. (A, B) DK3 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Optik sinir kesitine bakildiginda lif yapisinin dnemli derecede bozuldugu, doku
biitiinliigliniin tamamen kayboldugu fark edilmektedir. Merkezi yerlesimli astrosit ve ondan
¢ikan sitoplazmik uzantilarin olusturdugu septalar gézlenmektedir. Cogu alanda kayip olan
liflerin yerinde genis ¢apli vakuoller bulunmaktadir. Cogu sinir lifinin normal yapisini
koruyamadigi gozlendi. ok basi: sismis i¢ci bosalmis akson, s: astrositik septa, a: astrosit

cekirdegi.
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Sekil 43. (A, B) DK3 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Siddetli bir bigimde hasara ugramis optik sinir aksonlar1 ve miyelin kiliflari,
sismis vakuolleri, astrositler ile astrosit uzantisini gérmekteyiz. v: vakuol, ok basi: bozulmus

miyelin kilif, s: astrositik septa, a: astrosit ¢ekirdegi.
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Sekil 44. (A, B) DK3 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Sinirdeki ¢ogu liflerin normal yapilarinin bozuldugu, lifler arasinda ¢ok sayida
vakuollerin olustugu gozlendi. Biiyiik ¢apli sinir liflerinde dejenerasyonun daha siddetli oldugu
fark edildi. v: vakuol, ok basi: bozulmus miyelin kilif.

73



Sekil 45. (A, B) DK3 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Sinirdeki ¢ogu liflerin normal yapilarmin bozuldugu, lifler arasinda ¢ok sayida
vakuollerin olustugu gozlendi. Biiylik ¢apl: sinir liflerinde dejenerasyonun daha siddetli oldugu
fark edildi. Yer yer ince astrositik septalar gozlendi. . v: vakuol, ok bast: bozulmus miyelin

kilif; s: astrositik septa.
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Sekil 46. (A, B) DK3 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Sinirdeki ¢ogu liflerin normal yapilarinin bozuldugu, lifler arasinda ¢ok sayida
vakuollerin olustugu gozlendi. Biiylik capli bir sinir lifinde aksonun biiziilerek merkeze
toplanmasi, buna karsin miyelin kilifimn saglam kalmasi dikkat ¢ekmektedir. v: vakuol, ok

basi: bozulmus miyelin kilif, art1 isareti: aksonun ige ¢ekilmesi.
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Sekil 47. (A, B) DK3 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Sinirdeki ¢ogu liflerin normal yapilarinin bozuldugu, lifler arasinda ¢ok sayida
vakuollerin olustugu, ayrica lifin aksoplazmasinin biiziiserek merkezde toplandigi gozlendi.

Lifler arasinda ince de olsa astrositik septanin varligi dikkat cekmektedir. v: vakuol, ok basi:

bozulmus miyelin kilif, art1 isareti: aksonun ige ¢ekilmesi, s: astrositik septa.
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Sekil 48. (A, B) DK3 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriillmektedir. Bu goriintiilerin alindig1 alanda ¢ogu sinir liflerinin normal yapilarini kismen
korudugu, lifler arasinda daha az sayida vakuollerin olustugu gézlendi. Lifler arasinda astrosit
septalarin kismen normal morfolojiye sahip olduklari fark edildi. v: vakuol, m: miyelin kilif, s:

astrositik septa.
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Sekil 49. (A, B) DK3 grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Cok siddetli derecede optik sinir liflerinin ve etrafindaki miyelin kilifinin
bozuldugu gozlenmektedir. (B) Lifler arasinda astrositik septanin kalinlig1 ve filamentdz yapisi

dikkat cekmektedir. ok bast: bozulmus miyelin kilif, s: astrositik septa.
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4.2.7. Cur Grubu TEM Bulgular:

Cur grubuna ait optik sinirlerin ince yapisi incelendiginde; sinirde farkli
caplarda aksonlar ve cesitli kalinlikta miyelin kiliflar goriilmekle birlikte ¢cok sayida
kiiclik ¢capli akson olmasina karsin ¢ok az sayida biiytlik ¢apli sinir lifinin varlig: dikkat
cekmekteydi. Astrosit ve uzantilari, sinir lifleri arasinda yer almaktaydi. Bos alanlarin
kesit alirken dokiilen dokulardan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Sekil 50). Miyelin
kiliflar ve aksonlar normal morfolojideydi (Sekil 51). Normal yapidaki ince astrositik
septalar, siki ve diizgiin paketlenmis organize miyelin kiliflar ve saglikli lifler
bulunmaktayd: (Sekil 52). Bu gruba ait optik sinir kesitlerinde ¢ogunlukla normal
morfolojide olan sinir liflerinin etrafinda iyi korunmus miyelin kilifi, astrosite ait
cekirdek ve astrositik septalar goriilmekteydi (Sekil 53, 54). Bazi liflerde ise biiziisme
belirgindi (Sekil 55, 56). Periferik sinire ait oldugu distiniilen bir sinir lifi demetinin
etrafi diizenli sikibag dokusu ile cevriliydi. Bu dokuda kiigiik ¢apli miyelinli sinir
liflerinin yaninda ¢ok sayida miyelinsiz sinir lifi demetlerinin oldugu goézlendi (Sekil
57). Miyelinli sinir lifinin etrafindaki Schwann hiicresi ve ¢ekirdegi nispeten biiyiik
capliydr (Sekil 58). Ayrica Schwann hiicresinin sitoplazmik ceplerinde ¢ok sayida

miyelinsiz sinir liflerinin varlig1 gozlendi (Sekil 59).
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Sekil 50. (A, B) Cur grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Farkli caplarda aksonlar ve onlarin etrafini gevreleyen gesitli kalinlikta miyelin
kiliflar goriilmektedir. Cok sayida kiigiik ¢apli akson gozlenirken az sayida biiyiik ¢apli sinir
lifinin varhg dikkat c¢ekmektedir. Astrosit ve ondan ¢ikan uzantilar lifler arasinda
goriilmektedir. Doku kesitinde goriilen agik alanlarin kesit esnasinda dokudan dokiilen
parcalarin bulundugu yerler olarak diigiiniilmektedir. a: astrosit, m: miyelin kilif, s: astrositik

septa.
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Sekil 51. (A, B) Cur grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Kesitte gozlenen liflerinin ¢ogunun normal yapida oldugu ve lifler arasindaki

astrositik septalarmn varligr dikkat g¢ekmektedir. —m: miyelin kilif, s: astrositik septa.
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Sekil 52. (A, B) Cur grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Kesitte goézlenen liflerinin ¢ogunun normal morfolojide oldugu ve lifler
arasindaki astrositik septalarin korunmus yapisi dikkat ¢ekmektedir. Liflerin siki paketlenmis
ve organize durumlar ile normal yapidaki aksoplazmalari gdzlenmektedir. Ince astrositik

septalar fark edilmektedir. m: miyelin kilif, s: astrositik septa.
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Sekil 53. (A, B) Cur grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriillmektedir. Kesitte gozlenen liflerinin ¢ogunun normal yapida oldugu ve lifler arasindaki
astrositik septalarin varligi dikkat ¢ekmektedir. (B) Astrosite ait gekirdek ve sitoplazmik

uzantist gozlenmektedir. m: miyelin kilif, s: astrositik septa, a: astrosit c¢ekirdegi.
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Sekil 54. (A, B) Cur grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Kesitte gozlenen liflerinin ¢ogunun normal yapida oldugu ve lifler arasindaki
astrositik septalarin korunmus morfolojileri dikkat ¢ekmektedir. (B) Astrosite ait ¢ekirdek ve

sitoplazmik uzantis1 gozlenmektedir. m: miyelin kilif, s: astrositik septa, a: astrosit ¢ekirdegi.
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Sekil 55. (A, B) Cur grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Cogunlukla normal ve saglikli akson ve onlarin etrafin1 ¢evreleyen miyelin
kiliflar goriilmektedir. Genelde aksoplazma miyelin kilifinin hemen altindan baglayarak
biitiinligiinii korudugu, bazi liflerde aksoplazmanin biiziistiigii gozlendi. m: miyelin kilif, art1

isareti: akson biiziismesi.
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Sekil 56. (A, B) Cur grubuna ait optik sinir kesitlerinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Kesitte gozlenen liflerinin bazisi normal yapida iken bazilarinin yapisini
koruyamadi@1 gozlendi. (A) Lifler arasinda astrositik septalarin varligi dikkat cekmektedir. m:

miyelin kilif] s: astrositik septa, ok basi: bozulmus miyelin kilif.
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Sekil 57. (A, B) Cur grubuna ait bir sinir lifi demetinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Etrafi diizenli bag dokusu ve hiicreler ile ¢evrili olan bu yapinin iginde kiigiik
¢apli miyelinli sinir liflerinin yaninda ¢ok sayida miyelinsiz sinir lifi paketlerinin varlig1 dikkat

¢ekmektedir. m: miyelin kilif, daire: miyelinsiz sinir lifleri.
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58. (A, B) Cur grubuna ait bir sinir lifi demetinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. Kiigiik ¢apli miyelinli sinir liflerinin yaninda ¢ok sayida miyelinsiz sinir lifi
toplulugunun varligi dikkat ¢ekmektedir. Miyelinli sinir lifinin etrafindaki Schwann hiicre
¢ekirdegi nispeten biyiik caplidir. m: miyelin kilif, daire: miyelinsiz sinir lifleri, Sc: Schwann

hiicre ¢ekirdegi.
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Sekil 59. (A, B) Cur grubuna ait bir sinir lifi demeti kesitinden alinan elektron mikroskobik goriintiiler
goriilmektedir. (B) Merkezi yerlesimli ¢ekirdege sahip olan Schwann hiicresinin
sitoplazmik ceplerinde ¢ok sayida miyelinsiz sinir liflerinin varlig1 dikkat cekmektedir. Bag
dokusundaki kollajen liflerin enine ve boyuna kesitleri gézlenmektedir. daire: miyelinsiz

sinir lifleri, Sc: Schwann hiicre ¢ekirdegi, k: kollajen lifleri.
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5. TARTISMA

Diinya iizerinde en 6nemli bulasict olmayan epidemik hastaliklardan biri
olan diyabetin insidanst son 30 yilda hizla artmaktadir. Uluslararast Diyabet
Federasyonu'na gore, diinya c¢apinda diyabetli insan sayisinin 2019'da 463 milyona
ulastig1 ve 2045'e kadar 700 milyon yetiskin olacagi tahmin edilmektedir (IDF, 2019).
Kiiresel olarak, tip 2 DM ve komplikasyonlari, tiim diinyada mortalite ve saglik
maliyetini  6nemli derecede arttirmaktadir (Cai ve Kang, 2003). Diyabet
komplikasyonlar1 arasinda olan DN’de periferik sinir iizerine odaklanilirken, merkezi
sinir sistemi elemani olan optik sinirin bu siiregten nasil etkilendigi konusundaki
caligmalarin yetersizligi de dikkat ¢ekmektedir. Sunulan ¢alisma, STZ ile indiiklenmis
diyabetik sicanlarin optik sinirinde hipergliseminin etkilerini ve kurkuminin muhtemel
noroprotektif roliinli aragtirmak i¢in yapilmistir.

STZ ile indiiklenen hipergliseminin yani diyabetin optik sinirdeki etkilerini
incelemek i¢in giivenilir bir deneysel model oldugu sdylenebilir (Lennertz ve ark.,
2011). Daha o6nce bu model kullanilarak yapilan optik sinir ve optik Yyoldaki
degisikliklerin arastirildigi calismada kan-beyin bariyerinde farkliliklar gozlenmistir
(Aleman ve ark., 2016). Diyabetin optik sinire ait toplam akson sayisi iizerindeki
etkilerinin arastirildigi birkag ¢alisma bulunmaktadir. Bununla ilgili ¢aligmalardan bir
tanesi, toplam akson sayist hesaplamalarinda proksimal taraftaki optik sinirde akson
sayist kontrol grubu ile deney grubu arasinda anlamli fark gostermemesine karsin
(p>0,05), distal taraftaki akson sayisi hesaplamasinda kontrol grubu ile diyabet grubu
arasinda anlamli bir farkin oldugu bildirmistir (p< 0,01) (Dorfman ve ark., 2015).
Fernandez ve ark. (2012), alt1 hafta boyunca diyabet olan hayvanlarda yaptiklar1 bir
calismada distal optik sinirde biiylik capli aksonlarin 6nemli derecede kaybini
gozlemlemislerdir. Ayni zamanda diyabete maruz kalan hayvanlarin optik sinirlerinde
akson sayis1 ve akson alaninda da ileri diizeyde bir azalma saptamislardir (p< 0,01).
Ayrica, g oran1 analizinde (i¢ akson ¢apinin toplam dis ¢apa orani) gruplar arasinda bir
farkin olmadigi gozlenmistir (p>0,05). Baska bir ¢alismada da optik sinirde sadece
biiyiik ¢apli liflerin kaybi tespit edilmistir (Aleman-Flores ve ark., 2000). ilgili baska bir
caligmada ise toplam akson sayisinda kontrol grubuna gore diyabetik deney grubunda
anlamli derecede bir azalma goézlenmemistir (Bui ve ark., 2009). Mevcut calismalar

akson sayisi konusunda ortak bir sonuca varamasa da, literatiirle uyumlu olarak
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calismamizdaki stereolojik analizler, DM grubu optik sinirine ait miyelinli akson
sayisinin, kontrol grubuna goére anlamli derecede bir azalma gosterdigi yoniindedir
(p<0,0001). Ozellikle merkezi sinir sistemi mikrogevresi icinde artan makrofaj ve
mikroglia yogunlugu aksonal kayiplarla iliskilendirilmektedir (Peterson ve ark., 2001;
Kuhlmann ve ark., 2002). Diyabetin neden oldugu hasara verilen enflamatuar yanit
mekanizmasiyla aksonal kayiplarin oldugu diisiiniilebilir. Bu mekanizmalarin daha iyi
aydinlatilabilmesi i¢in ileri diizeyde ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Optik sinir, retinal gangliyon hiicrelerinden koken alan aksonlardan
olusmakla birlikte biiyiik, orta ve kii¢iik olmak iizere {i¢ farkli boyutta akson igerir ve
aksonlar si¢anlarda ortalama 0,2-3,0 um c¢apa sahiptir (Sugimoto ve ark., 1984).
Ochodnicka ve ark. (1995), diyabet indiiksiyonundan sekiz hafta sonra diyabetik
sicanlarda aksonal alanda anlamli derecede bir azalma olmadigin1 bildirmistir.
Diyabetik sicanlarda yapilan baska bir ¢alismada da benzer bicimde optik sinirin
proksimal ve distal kismindan alinan sinir kesit alanlarinda kontrol grubu ile diyabet
grubu arasinda anlamli bir fark olmadig1 gézlenmistir (p>0,01) (Dorfman ve ark., 2015).
Sonuglarimiz da literatiirle uyumlu olarak diyabet grubu hayvanlar ile kontrol grubu
arasinda akson alaninda anlamli bir degisikligin olmadigini géstermistir (p>0,05). Optik
sinirde yapilan deneysel diyabet ve glokom modellerinde, biiylik aksonlarin kiiciik
aksonlardan daha savunmasiz ve hasar durumunda ilk etkilenen aksonlar oldugu
gosterilmistir (Zhang ve ark., 2000; Moreno ve ark., 2005; Belforte ve ark., 2010;
Fernandez ve ark., 2012). Arastirmalar diyabet siirecinde periferik sinirlerin akson
alanlarinda olusan daralmanin doku hiperozmolaritesine bagli olarak dehidratasyon ile
olusabilecegini ileri stirmektedirler (Sugimura ve ark., 1980; Dyck ve ark., 1981). Alan
degisimine neden olacak baska bir etmen ise norofilamentlerdir. Aksonal cap temel
olarak noérofilamentler tarafindan belirlenir (Hoffman ve Griffin, 1993). Norofilamentler
biiylik boyutlu aksonlarin hiicre iskeletini olusturan orta biiyiikliikteki filamentlerdir.
Kontrol ve diyabetik sicanlardan alinan retinalar iizerinde yapilan bir
immunohistokimyasal ¢alismada, diyabet grubunda norofilament protein birikimleriyle
olusan sigmis akson sayisinda bir artis gozlenmistir (Gastinger ve ark., 2001).
Noropatide goriilen aksonal sislikler incelendiginde, sismis aksonlarin mikrotiibiiller ve
ubikitinle iligkili protein bilesenleri, mitokondriyon, vezikiiler organeller ve

norofilament birikimini icerdigi gézlenmistir (Lauria ve ark., 2003; Ebenezer ve ark.,
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2007). Tip 1 ve tip 2 diyabetli kisilerin periferik sinir dokusunda da benzer aksonal
sislikler gbzlenmistir (Schmidt ve ark., 1997). Bu anormallikler hem periferik sinir hem
de diyabetik siganlarin optik sinirinde azalmis aksonal tasinmadan kaynaklanabilir
(Alberghina, 1986; Zhang ve ark., 1998; Zhang ve ark., 2000). Sonuglarimizda da
oldugu gibi kontrol ve DM grubu arasinda akson alaninda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemesinin nedeni, diyabetik hayvanlarm optik sinirinde kaybolan biiyiik ¢apl
aksonlara ragmen kalan aksonlarda, diyabetin etkisiyle birikmis ndrofilamentlerin
siskinlik olusturmasi olabilir.

Hipergliseminin miyelin kilif kalinliginda olusturdugu degisiklikler daha
onceki ¢alismalarda gosterilmistir. Bui ve ark. (2009), bir ¢alismalarinda, optik sinirde,
miyelin kilift kalinhig1 analizlerinde STZ ile diyabet olusturulduktan 12 hafta sonra
incelenen diyabet grubu hayvanlarinda anlamli bir azalma bulmuslardir (p< 0,05).
Aleman-flores ve Mompeo-corredera (2018), diyabetin retinal sinir lifleri ve glia
hiicrelerinde olusturdugu degisiklikleri incelemek iizere yaptiklar1 ¢alismada, optik
sinirlerde miyelin kilifi kalinlig1 6l¢timleri yapmuslardir. Calismada, serum fizyolojik
enjeksiyonu yapilan kontrol grubu hayvanlari ile STZ enjeksiyonu ile diyabetik duruma
getirilen deney grubu hayvanlari alt1 ve 12 hafta sonra incelenmistir. Alt1 ve 12 haftalik
kontrol ve deney gruplar karsilastirildiginda miyelin kilifi kalinliginda anlamli bir
degisikligin olmadig1 goézlenmistir. Benzer sekilde calismamizdaki, diyabet
gruplarindaki hayvanlarin miyelin kilifi kalinliklar, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
miyelin kilif kalinliginda anlamli bir azalma saptanmamuistir (p>0,05). Bu baglamda,
diyabet gruplar1 ile ve kontrol grubu arasinda miyelin kilif kalinlig1 bakimindan anlamli
bir farkin gdriilmemesinin nedeni, belki de uygulanan diyabet siiresinin miyelin kilifta
hasar olusturacak kadar yeterli diizeyde olmamasi olabilir. Ayrica, akson sayisi
acisindan DM ve kontrol grubu arasinda fark olmasina karsin miyelin kilif kalinliginda
herhangi bir fark bulunmamasinin nedeni, aksonal dejenerasyona birgok faktoriin
katkida bulunmasi olabilir. Boyle ¢ok sayida faktoriin bir arada rol oynadigi durumlar
demiyelinizasyonun mu, yoksa aksonopatinin mi once olustugunun saptanmasini
zorlastirmaktadir. Miyelin kilifinin fiziksel ve trofik destek saglamamasi aksonal kayba
katkida bulunabilir (Griffiths ve ark., 1998; Yin ve ark., 1998). Bununla birlikte,
aksonal hasar her zaman demiyelinizasyon sonucu gerceklesmez. Aksonopati,

demiyelinizasyondan bagimsiz olarak aksonlarin enflamatuar hiicreler tarafindan
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saldirtya ugramast ve salgilanan enflamatuar sitokinlerin ve toksik maddelerin
aksonlarda olusturdugu etkiye atfedilmektedir (Griffiths ve ark., 1998; Yin ve ark.,
1998; Smith ve ark., 2001; Kuhlmann ve ark., 2002). Stereolojik analizlere dayanarak
diyabete karsi olusan inflamatuar yanit, miyelin kilifta bozulma olmadan da aksonal
kayipla sonuclanmis olabilir yorumu yapilabilirken, doku kesitlerinin histolojik olarak
degerlendirilmesi sonucunda diyabetin miyelin kilifin yapisinda kontrollere gére énemli
derecede bozulmalara neden oldugu, tedavi amach kullanilan kurkumin ile bazi
gruplarda biiyiik oranda bir iyilesmenin oldugu gézlendi.

Hiperglisemi, glikolitik ve trikarboksilik asit dongiisli yolaklarinda akisin
artmasmi uyarir ve bu durum mitokondriyon iginde asir1 elektronlarla sonuglanir
(Madsen-bouterse ve Kowluru, 2008). Bu elektronlar oksijenle reaksiyona girer ve ROS
olusturur. Hiicrelerin giic merkezi olan mitokondriyon da kendi basina ROS
drettiginden, artan ROS tarafindan zarar goren ilk elemandir. Zarar gormiis
mitokondriyon hiicrede azalmis mitokondriyal enerji liretimi ile sonuglanir, daha sonra
hiicrede ve dokuda fonksiyon kaybina neden olur (Simé ve Hernandez, 2014). Deneysel
olarak diyabet olusturulmus hayvanlarin, insanlardakine benzeyen biyokimyasal,
oksidatif ve metabolik degisiklikler gosterdigi bilinmektedir (Kandhare ve ark., 2012;
Catanzaro ve ark., 2013; Rao ve ark., 2014; Visnagri ve ark., 2014).

Oksidatif stres, kronik diyabetin karakteristik 6zelliklerinden biridir ve STZ
ile indiiklenmis diyabetik hayvanlarin farkli dokularinda gézlenmistir (Brownlee, 2001;
Ozkaya ve ark., 2002; Suryanarayana ve ark., 2005; Kumar ve ark., 2005b; Okutan ve
ark., 2005). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, diyabetik siganlarda optik sinir ve
gorsel kortekste malondialdehit (MDA) diizeyi ile gosterilebilen oksidatif stres
seviyesinde belirgin bir artis gosterilmistir (Catanzaro ve ark., 2017). MDA oksidatif
stres sirasinda ortaya ¢ikan lipit peroksidasyonunun en yaygin yan iirlinlerinden biridir
(Ayala ve ark., 2014). Ek olarak hem optik sinirde hem de gorsel kortekste antioksidan
olan GSH seviyelerinde azalma oldugu gozlenmistir (Catanzaro ve ark., 2017). Bu
sonugclar optik sinir ve gorsel kortekste oksidatif stres artisi ile birlikte ndronal iletim ve
biitlinliikte bozulma oldugunu diistindiirmektedir. Ayrica diyabet siirecinde olusan
oksidatif stresin, ¢ogunlukla optik sinirde degismis sinir iletim hizinin ve ndronal
elektriksel fonksiyon biitiinliigiiniin bir belirteci olan Na/K-ATPaz enzim seviyelerini

onemli Olclide azalttigr da gosterilmistir (p< 0,05) (Stahl, 1986; Catanzaro ve ark.,
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2017). Sinyal iletim hizinin ve elektriksel fonksiyon biitiinliigliniin bozulmasi optik
sinirde miyelin kilif dejenerasyonuna isaret etmektedir (Long ve ark., 2017). Bu tiir bir
dejenerasyonu klinikte belirleyebilmek igin Visual Evoked Potential (VEP) testi
kullanilmaktadir. Bu test, parlak bir 1s18a kars1 verilen yanitt elektrik sinyali biciminde
kaydederek latans farkliliklarini tespit etmeye dayanmaktadir (Nasralah ve ark., 2013;
Hari kumar ve ark., 2016). Patern VEP testi ise klinik ¢alismalarda diyabetik retinopati
semptomlarimin baslangicindan once optik sinirden oksipital kortekse kadar herhangi bir
kusuru ortaya cikarabilmektedir (Heravian ve ark., 2012). Bu test ile belirlenen
anormallikler, miyelinli optik sinir lifindeki yapisal hasarin ve nérodejenerasyonun bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir (Moreo ve ark., 1995; Li ve Yang, 2001; Heravian ve
ark., 2012).

Oksidatif stres, diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde ve ilerlemesinde
merkezi bir rol oynayabilir (Baynes, 1991; Brownlee, 2001). Bu nedenle antioksidan
bilesiklerin diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesini dnleyecegi ve/veya geciktirecegi
muhtemeldir (Oberley, 1988; Suryanarayana ve ark., 2005).

Zerdecalin en aktif bileseni olan kurkumin, deneysel diyabette ve diyabet
komplikasyonlarinin tedavisinde potansiyel bir terapotik ajan olarak dikkat ¢ekmektedir
(Goel ve ark., 2008; Chuengsamarn ve ark., 2012; Pérez-torres ve ark., 2013). Polifenol
kurkumin (diferuloilmetan) c¢ogu zerdecal preparasyonunun %2-8'ini olusturur ve
genellikle giiglii anti-oksidan, anti-enflamatuar ve anti-karsinojenik 6zelliklere sahiptir.
Arun ve Nalini (2002), kurkuminin diyabetin kontrol edilmesinde etkili olabildigini,
kurkumin uygulamasinin kan sekeri ve HbAlc diizeylerini diyabetik siganlarda
azaltabildigini, fazla glikozun poliol yoluna akigini azalttigini, ayrica NADPH / NADP
oraninin ve GPx aktivitesinin artisina yardimci oldugunu gostermislerdir. Kurkuminin
anti-diyabetik roliinii gosteren baska bir ¢alismada, insiilin iiretimini uyaran ve pro-
enflamatuar sitokinlerin baskilanmasina yardime1 olan glukagon benzeri peptit 1 (GLP-
1) protein seviyesinin, “theracumin” (kurkuminin biyoyararlanimi daha fazla olan
versiyonu) (Sasaki ve ark., 2011) uygulamasindan sonra arttig1 gosterilmis ve buna
bagli olarak insiilin intoleransinin azaldigi ileri siiriilmistiir (Kato ve ark., 2017).
Kurkuminin, insiilin reseptdr substratt (IRS) ve insiilin sinyal aginin siirekliliginden,
dagitimindan ve diizenlenmesinden sorumlu olan diyabet onciisii insiilin direncine kars1

JNK / IRS yolunu hedefledigi diisiiniilmektedir (Ye ve ark., 2017; Draznin, 2006).
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Ayrica kurkumin, insiilin reseptorii lizerindeki etkisiyle aktive edilen ve glikoz
metabolizmas1 ve taginmasinda énemli bir rol oynayan glikoz transpoterleri (GLUT) 1
ve 3 ile IRS / PI3K / Akt yolunu aktive ederek insiilin direncini azalttig1 gosterilmistir
(Farese, 2001; Wang ve ark., 2017). Tiim bu mekanizmalar ile kurkumin, metabolik
olarak diyabeti kontrol edebilmekte, ayrica diyabetin dokularda olusturdugu hasarlar1 ve
diyabetik komplikasyonlarin gelisimini 6nlemede yardimci olmaktadir (Suryanarayana
ve ark., 2005). Kurkumin, antioksidan 0zelligiyle diyabetik sicanlarda ROS
elemanlarinin tiretimini inhibe ederek, protein karbonillerdeki artislar1 ve antioksidan
enzim aktivitelerindeki degisiklikleri diizenleyerek oksidatif stresi kontrol edebilir
(Suryanarayana ve ark., 2007). Kurkuminin en sik goriilen oftalmik bozukluklarin
patogenezinde yer alan, mitokondriyal aracili oksidatif stresi ve enflamatuar tepkileri
azaltmaya yardimci oldugu bilinmektedir (Chrysostomou ve ark., 2013; Himori ve ark.,
2013; Trujillo ve ark., 2014; Wong ve ark., 2015). Boylece oksidatif stresin dokuda
olusturdugu hasarlar kurkumin sayesinde ortadan kaldirilabilir.

Calismamizda kurkumin uygulanan gruplarda miyelinli akson sayisi baz
almarak yapilan istatistiksel karsilastirmalarda, kontrol grubuna kiyasla, DK1 ve DK3
gruplarinda anlamli sekilde lif sayisinin daha az olmasi, diyabetin olusturdugu hasari,
uyguladigimiz siire ve dozdaki kurkuminin koruyamadigini diisiindiirmektedir.
Kurkuminin doz ayarlanmasi veya farkli siirelerde uygulanmasi ile diyabetik hasarin
etkileriyle bas edebilmek miimkiin olabilir. DK2 grubundaki miyelinli akson sayisi,
DK1, DK3 ve DM gruplarina kiyasla anlamli sekilde bir artis gostermistir. DK2
grubunda, oksidatif stres iirlinlerinin yogun bi¢imde birikmis olmasi ve kurkuminin
giiclii antioksidan oOzelligiyle yogunlagsmis oksidatif strese daha iyi cevap vermesi
nedeniyle DK2 grubunda, DK1, DK3 ve DM gruplarina kiyasla miyelinli sinir lifi
sayisinda anlamli derecede artis oldugunu diisiinmekteyiz. DM grubuna kiyasla DK2
grubunda gordiigiimiiz ileri derecede artis, kurkuminin bahsettigimiz mekanizmalar
aracilifiyla terapotik etkisini diisiindlirmektedir. STZ ile kurkuminin es zamanh
uygulandigit DK3 grubunun STZ’ye maruziyetten 21 giin sonra kurkumin uygulanan
DK2 grubundan daha az sayida sinir lifine sahip olmasinin nedeni, STZ ve kurkuminin
eszamanli uygulamasi sonucunda DK3 grubunda kurkuminin sitokrom p450 1A2
inhibitorii etkisi tizerinden muhtemelen sitokrom p450 1A2 enzimiyle metabolize olan

STZ’nin toksik dozunu siddetlendirmesi olabilir (Nahdi ve ark., 2017; Drugbank,
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2020a). STZ ise bir sitokrom p450 1A2 uyaricist oldugu i¢in kurkuminin metabolize
olmasin1 hizlandirip etkin doza gelmesini Onlemis olabilir (Volak ve ark., 2008;
Drugbank, 2020b). Kurkumin, sahip oldugu ndroprotektif ve ndrorejeneratif etkisinin
yan1 sira, norogeneze de katkida bulunabildigi savunulmaktadir. Bunu destekleyen bir
calismada, kurkuminin Wnt2 ekspresyonunu ve protein seviyelerini arttirdigini ve
kurkumin tarafindan arttirilmis nérogeneze yol actigr bildirilmistir (Tiwari ve ark.,
2019). Kurkumin grubundaki miyelinli sinir lifi sayisi, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli bir fark gozlenmemesi, kullanilan doz ve siiredeki
kurkuminin toksik olmadigini gostermektedir. Sham grubunun kurkumin ve kontrol
gruplarina gore daha az sayida sinir lifine sahip olmasinin nedeni deney siiresince bu
gruptaki hayvanlara uygulanan enjeksiyonun olusturdugu stres olabilir.

Kurkumin uyguladigimiz grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda kontrol
grubuna kiyasla kurkumin grubunda akson alani bakimindan anlamli bir azalma
goriilmiistiir. Ayrica DK1 grubunun akson alani da Sham ve kontrol gruplarina gore
anlaml1 bir azalma gdstermistir. Ilging olani, kontrol ve DK 1 grubu arasinda akson alani
bakimindan anlamli bir fark olmasina karsin, DK2 grubu ile diger gruplar arasinda bir
farkin goriillmemesiydi (p>0,05). Benzer sekilde DK3 grubunun akson alani diger tim
gruplar ile karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark gézlenmedi. DK2 ve DK3’de
goriilen bu durumun agikliga kavusturulmasi i¢in kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
Miyelin, oligodendrositlerden ve Schwann hiicrelerinden uzanan, sirasiyla merkezi ve
periferik sinir sistemlerinde sinir aksonlar1 etrafinda bir yalitim kilifi olusturan, lipit
acisindan zengin ¢ok tabakali bir membran yapidir (Baumann ve Pham-dinh, 2001).
Miyelin kilif hem altindaki akson, hem de dis cevre ile iletisim kuran ve sinir
uyarilarinin sigrayict iletimi ile hizli bir sekilde iletilmesini saglayan dinamik bir
sistemdir. Aksonlarin diyabetten etkilenmede merkezi sinir sisteminin miyelin kilifini
olusturan oligodendrositlerden daha hassas oldugu diisiiniilmektedir (Feldman ve ark.,
2017). Merkezi sinir sisteminde aksonlar enerji kaynagi olarak oligodendrositleri
kullanmaktadir (Morrison ve ark., 2013). Diyabet sirasinda oligodendrositlerin miyelinli
aksonlara enerji saglama yeteneklerini kaybetmesine ek olarak, bu siirecte temas
ettikleri aksonlara toksik lipit tiirlerini transfer ederler (Feldman ve ark., 2017).
Diyabette oligodendrositlerin glikolitik metabolizmasiyla ortaya cikan fazla {irlinlerini

aksona aktarmasi, aksonal etkilenmenin 6nemli bir pargasi olan mitokondrinin roliinii
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diisiindiirmektedir (Bondan ve ark., 2006). Bu siiregte aksondaki mitokondriyonlarin
biitiinliigil, hareketliligi ve akson boyunca lokalizasyonun olumsuz etkilenmesi, aksonun
oligodendrositten daha hassas oldugunu diisiindiirmektedir (Fernyhough ve Mc Gavock,
2014; Fernyhough, 2015). Miyelin kilif kalinlig1 agisindan elde edilen stereolojik veriler
incelendiginde, kurkumin uygulanan gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark
goriilmemistir (p>0,05). Bu bilgiler goz oniline alindiginda oligodendrositlerin diyabet
durumunda daha direngli oldugu, bu nedenle ¢alisma gruplarinda miyelin kilif
kalinliginda bir degisime neden olmadigu ileri siiriilebilir.

Diyabetin optik sinir {izerindeki etkilerini ince yapi1 diizeyinde inceleyen bir
caligmada diyabet grubundaki optik sinirlerin, 06zellikle kiigiik sinir liflerinde
disorganize, aksolemmadan ayrilmis ve incelmis miyelin kiliflarin varligi gézlenmistir
(Demir ve ark., 2003). Baska bir calismada, diyabetik deney gruplarinin ince yapi
analizlerinde organizasyonu bozulmus miyelin kilif, sismis mitokondriyonlar, dejenere
lifler, kayip ve yikilmig aksonlar goriilmiistiir (Aleman-flores ve Mompeo-corredera,
2018). Dorfman ve ark. (2015) bir caligmalarinda diyabetik siganlarin proksimal
kisimda goriilmemekle birlikte distal optik sinirinde disorganize miyelin kiliflarin
yaygin oldugunu saptamislardir. Bagka bir c¢alismada ise distal optik sinir
incelendiginde alt1 hafta boyunca diyabetik olan hayvanlarda miyelin organizasyonunun
oldukca diizensiz bir hale gelmesinin yani sira siklikla lamelli membrandz cisimler
gozlendigi belirtilmistir (Fernandez ve ark., 2012). Bu bulgularla uyumlu olarak,
caligmamizda elektron mikroskobik kesitler incelendiginde, diyabetik grupta miyelinli
aksonlarin miyelin kiliflarindan siklikla ayrildigi saptanmistir. Diyabete maruz kalan
hayvanlarin optik sinirlerinde ince yap1 diizeyinde 6nemli bozulmalarin oldugu tespit
edilmistir. Baz1 toksinlerin, muhtemelen sodyum kanal disfonksiyonuna bagli ozmotik
dengesizlik nedeniyle periaksonal 6demi indiikledigi bilinmektedir (Love ve ark., 1986).
Ayrica, yiiksek plazma galaktoz konsantrasyonlari hiperozmolar perindral bir ortam
retir, oligodendrositin periferik sinir sisteminde esdegeri olan Schwann hiicrelerinde
bulunan glikojen miktarini arttirir ve akson-miyelin ayrilmasina yol agar (Powell ve
Myers, 1983; Myers ve Powell, 1984). Bu nedenle, diyabete maruz kalan hayvanlarin
optik sinirine ait aksonlarda akson-miyelin ayrilmalari, hiperglisemi ve glia hiicrelerinde
glikoz birikmesi gibi nedenlerden dolay1 olabilir. Ayrica akson ve miyelin kilifi

arasindaki ayrilmalar, daha Once diyabetik sicanlarda gosterildigi gibi, diyabetten
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etkilenen sinir liflerinin paranodal bolgesindeki aksoglial disfonksiyonu da yansitabilir
(Sima ve ark., 1982).

Elektron mikroskobik goriintiilerde yaptigimiz analizler, diyabetin optik
sinir yapisinda olusturdugu olumsuz etkiye karsi, kullanilan kurkuminin bazi gruplarda
ozellikle DK2 grubunda 6nemli derecede koruyucu oldugu gozlendi. Kurkumin neden
diyabetin baglamasindan 21 giin sonra kullanildiginda 6nemli derecede protektif oluyor
da, diyabetin baslangicindan yedi giin sonra veya diyabet baslangici ile es zamanlh
olarak kullanilmasi DK2 grubundaki gibi benzer koruyucu sonucu vermiyor? Bu husus
cevaplandirilmast gereken 6nemli bir soru olarak durmaktadir. Bu farkliligin nedeni
daha ileri ¢aligmalar gerektirmekle birlikte kurkuminin koruyucu potansiyeline ragmen
genel olarak suda ¢oziiniirliigliniin zay1f olmasi (~ 11 ng/mL) ve diisiik biyoyararlanimi
dahil olmak iizere uygulamadaki baz1 zorluklar nedeniyle bu maddenin zayif taraflari
oldugu ileri siiriilebilir (Ammon ve ark., 1991; Kaminaga ve ark., 2003; Gupta ve ark.,
2013). Calismamizda, 30 mg/kg kurkumin gavaj yoluyla sistemik olarak uygulanmistir.
Farelerde kurkuminin sistemik uygulanmasindan sonra sadece eser miktarlarda (0,41
ug/g) merkezi sinir sistemine ulasabildigi bildirilmistir (Pan ve ark., 1999).

Diyabet siirecinde kanda artan hiperglisemi, optik sinirde morfolojik
degisikliklere neden olmaktadir, bunlar; miyelin kilifta lameller bozulma ve dejeneratif
sinir lifi yogunlugunda artis olarak ifade edilebilir (Aleman-Flores ve Mompeo-
corredera, 2018). Yukarida belirtilen degisiklikler, calismamizin diyabet grubu
hayvanlarindan alinan optik sinirlerinde de gozlendi. Calismamizla, kurkuminin optik
sinirde diyabet sonrasinda olusan bozulmalarin en azindan DK2 grubu hayvanlarinda
ince yap1 ve akson sayisi1 bakimindan koruyucu bir madde oldugu gosterilmistir.

Ince yap1 analizlerimiz, diyabete maruz kalan liflerin miyelin kilif lamellerin
ileri derecede dejenere oldugunu, biitiinliiglinii kaybeden miyelin kiliflar1 da dahil
olmak {izere doku biitiinliigiiniin bozuldugunu gostermistir. Ozellikle biiyiik capli
aksonlarin daha ¢ok hasara ugramasi dikkat cekiciydi. Biiylik ¢apli aksonlarin normal
hiicre gereksinimlerini gidermek i¢in kiigiik ¢apli aksonlardan daha fazla enerjiye gerek
duymas1 dogaldir. Bu nedenle mitokondriyal faaliyetin fazla olmasi reaktif oksijen
tiirlerinin daha fazla olmasiyla sonuglanir. Oksidatif stresin biilytlik ¢apl liflerde, kiiciik
capl liflere gore daha fazla olmasi biiylik lifleri hasara karsi daha hassas hale

getirmektedir. Elektron mikroskobik degerlendirmede optik sinirlerdeki dejeneratif
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liflerin ve bozulmus miyelin yapilanmasinin, farkli zaman periyotlarinda (deneysel
diyabet indiiksiyonundan 7 ve 21 gilin sonra) kurkumin uygulamasiyla azaldigi nitel
gbzlemlerimiz sonucu belirlendi. Diyabete daha uzun siire maruz kalan DK2 (21 giin)
grubu daha kisa maruz kalan DKI1 (7 giin) grubun kiyasla kurkuminin terapdtik
Ozelligini daha iyi gosterdigini gerek astrositik septa diizeninde gerekse miyelin kilifi ve
akson morfolojisi bazinda gozlemledik.

Histopatolojik degerlendirme sonuglarimiz, kronik diyabetin etkilerine karsi
kurkuminin daha etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Diyabete uzun siire maruz kalan
hiicrelerde daha yiiksek diizeyde oksidatif stres olustugu ve buna karsi kurkuminin
antioksidan etkisini bu hiicrelerde daha iy1 gosterdigini sdyleyebiliriz. Bu farkliliga STZ
ve kurkuminin es zamanli uygulanmasinin optik sinirde kurkuminin ve STZ’nin daha
once bahsettigimiz gibi sitokrom p450 1A2 iizerinden gergeklesen etkiler neden olabilir.
Kurkuminin miyelin kilif hasarina karsi koruyuculuguyla ilgili mekanizmalar tam
olarak anlasilamamistir. Kemirgenlerde yapilan bazi ¢alismalar, kurkuminin anti-
enflamatuar  etkisine = odaklanmistir.  Kurkumin, pro-enflamatuar aracilarin
ekspresyonunu ve liretimini azaltmak i¢in NF- kB transkripsiyon faktorlerini ve JAK-
STAT yolagini inhibe etmektedir (Kim ve ark., 2003; Kang ve ark., 2004; Jung ve ark.,
2006). Baska bir olas1 etki mekanizmasi ise kurkuminin demir birikiminin diizenlemesi
araciligiyla miyelin {izerindeki etkisidir. Demir, oligodendrositlerin miyelin {iretmesi
icin gerekli bir bilesen olmakla birlikte, sinir hiicresinde demir birikimi
miyelinizasyondaki azalmalarla iliskilendirilmistir  (Steiger ve ark., 2016).
Oligodendrositler, demir {iretememesi sebebiyle disaridan almalidirlar. Enflamasyon
sonrasinda dokudaki demir durumunun degistigi bilinmektedir, kurkumin takviyesi ile
miyelin hasarinin gergeklestigi sdylenebilir (Connor ve ark., 1992; Chin ve ark., 2014).

Elektron mikroskobunda dokularin histopatolojik diizeyde
degerlendirmesine dayanarak, diyabet sonrast kurkumin uygulamasinin optik sinir
morfolojisinde koruyucu etki gosterdigi gozlendi. Buna karsin sayisal verilerin elde
edildigi stereolojik analizlerimiz, DK2 grubu hari¢, diyabet sonrasi kullanilan
kurkuminin yeterli diizeyde koruyucu olmadigini gostermistir. Kurkuminin optik sinir
yapist ve fonksiyonu iizerindeki koruyucu veya olumsuz etkilerini tam olarak

belirlemek i¢in yeni ¢caligmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan ¢alismada, diyabetin sicanlarin optik sinir {lizerindeki etkileri ve
olast hasar durumunda kurkumin maddesinin olas1 koruyucu etkisi, toplam
miyelinli akson sayisi, akson alan1 ve miyelin kilif kalinhigi gibi
parametreler esas alinarak; gilivenilir, tarafsiz ve etkili degerlendirmeye

imkan veren stereolojik yontemler kullanilarak arastirildi.

Hipergliseminin optik sinir iizerindeki etkilerini stereolojik yontemlerle
inceledigimizde, miyelinli akson sayisinin DM grubunda, kontrol grubuna
gore anlaml derecede azaldigir gézlenmistir. Bu sonuca gore diyabet, optik

sinirde miyelinli sinir lifi sayisinda azalmaya neden olmaktadir.

Sham, DK1 ve DK3 gruplarinin sahip olduklari miyelinli akson sayilari,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore anlamli derecede
az sayida sinir lifine sahip olduklar1 gozlenmistir. Sham grubunda goriilen
lif sayisindaki azalma, gavaj uygulamasi sonucunda olusan stresin neden

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Cur grubundaki toplam miyelinli akson sayisi, kontrol grubundaki akson
sayist ile karsilagtirildiginda, her iki grup arasinda anlamli bir farkin
olmadig1r gozlendi. Bu durum c¢alismada kullanilan kurkumin dozunun
miyelinli akson sayisi iizerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadigin

gostermistir.

Diyabetin uzun donem etkilerini incelemek i¢in kurguladigimiz DK2
grubundaki miyelinli akson sayisi (tek doz 50 mg/kg STZ, 21 gin
sonrasinda 30 mg kurkumin/giin 14 boyunca), DK1, DK3 ve DM gruplarina
kiyasla anlamli derecede bir artis gostermistir. Bu sonug, diyabetin ileri
evresinde (baslangicindan 21 giin sonra) hipergliseminin olumsuz etkilerine
karst kurkuminin sinir lifi sayis1 bakimindan koruyucu bir 0Ozellikte

oldugunu diistindiirmektedir.

DM grubunun miyelinli akson alani, kontrol ve Sham grubunun ayni
parametresi ile karsilastirildiginda anlamli derecede bir azalma gdstermistir.

Ayrica kurkumin grubunda sinir lifi kesitsel alaninin, kontrol grubuna gore
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daha kii¢iik oldugu gozlendi. Bu sonug, kullanilan kurkumin dozunun, sinir
lifi capinda azalmaya yani lifte bir biliziismeye neden oldugunu
diistindiirmektedir. Gruplar arasinda miyelin kilift  kalinligir verileri

bakimindan anlamli bir fark gézlenmemistir.

Ince yap1 analizlerimizden elde edilen sonuglar, diyabetin miyelin kilif
kalinliginda ve akson alaninda olusturdugu degisiklikleri kurkuminin
tyilestirdigini gostermistir.

Histopatolojik bulgularimiz, diyabetin miyelin kilif ve aksonda orta ve ciddi
diizeyde dejenerasyona, aksonal kayiplara, akson-miyelin arasinda

ayrilmalara, vakuol sayinda artisa, astrositik septalarda bozulmalara neden

oldugunu gdostermistir.

Histopatolojik bulgularimiz, DK2 grubunda kurkuminin, DK1 ve DK3
gruplarina kiyasla miyelin kilif disorganizasyonunu ve akson alanim
tyilestirdigini gostermistir.

Sistemik uygulanan kurkuminin (30 mg/kg) dozuyla gerceklesen olumlu

etkiler olsa da diyabetin olusturdugu hasar1 yeterince giderememesi

nedeniyle yeni doz diizenleme c¢alismalarina ihtiyag  vardir.
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