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OZET

Diabetes mellitus, toplumun biiylik bolimiinii etkileyen ve kandaki glukoz
miktarmin kontrol edilememesinden kaynaklanan metabolik bir hastaliktir.
Pregabalinin (PGB) noropatik agri, jeneralize anksiyete bozuklugu ve epilepsi
tedavisinde etkinligi gosterilmistir.

Bu calismada, streptozosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet modelinde
PGB’in ratlarda beyin ve siyatik sinir dokularinda néroprotektif etkinliginin
incelenmesi amaglanmistir.

Calismada, 28 adet 8 haftalik Wistar Albino tiirii erkek ratlar kullanildi.
Deney hayvanlar1 her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Diyabet (DM)
ve diyabet+pregabalin (DM+PGB) grubuna 180 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ
0,1 M sodyum-sitrat tamponunda (pH: 4, 5) ¢ozdiiriilerek intraperitoneal (i.p) olarak
uygulandi. Diyabet olustuktan sonra DM grubuna 8 hafta boyunca herhangi bir
uygulama yapilmadi. PGB ve DM+PGB grubuna 8 hafta siireyle PGB (50 mg/giin)
intraperitoneal yolla verildi. Deney sonunda ratlar dekapite edilip beyin ve siyatik
sinir  dokular1 ¢ikarildi. Parafin  bloklardan alman kesitlere histolojik,
immiinohistokimyasal ve TUNEL boyama yapild1.

Diyabet (DM) grubu Malonildialdehit (MDA) degerleri kontrol grubuna gére
belirgin yiiksek saptandi. Glutatyon peroksidaz (GPx) ve siiperoksid dismutaz (SOD)
aktivitesinde ise kontrol grubuna gore azalma saptandi. DM+PGB grubunda MDA
degerleri DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik saptanirken,
SOD aktivitesi yliksek saptandi. PGB grubu ile kontrol grubu arasinda yapilan
biyokimyasal analizlerin tiimiinde anlamli bir fark olusmadi. Bax, kaspaz—3 ve
TUNEL yontemi ile yapilan immiinohistokimyasal incelemelerde beyin dokusunda
DM+PGB grubunda apoptosis orani, DM grubuna gore daha diisiik saptandi. Siyatik
sinir histolojik incelemelerinde DM+PGB grubunda miyelin hasar1 DM grubuna gore
daha diisiik oranda gbzlendi.

Bu ¢alismada PGB’in DM un yol agtig1 beyin hasarmi azalttigi gosterilmistir.
PGB DM iligkili beyin hasar1 riskini azaltmada etkinlik gdsterebilir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, pregabalin, beyin, apoptozis, oksidatif stres
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF PREGABALIN ON
DIABETIC RATS SCIATIC NERVE AND BRAIN TISSUE

Diabetes mellitus is a metabolic disorder based on uncontrolled blood glucose
concentration that affects majority of human population. Pregabalin (PGB) has
demonstrated efficacy for epilepsy, generalized anxiety disorder and in several
neuropathic pain.

In this study, the protective effects of PGB are investigated in rat brain and
sciatic tissue with streptozotocin (STZ) - induced experimental diabetes.

Twenty eight Wistar Albino male rats (aged 8 week) were used in this study.
Rats were randomly assigned to four groups each consisting of seven animals. Rats
in group Diabetic (DM) and group diabetict+pregabalin (DM+PGB) were injected
with 180 mgkg STZ solved in 0,1 M phosphate-citrate buffer (pH:4,5)
intraperitoneally. After confirmed of experimental diabetes mellitus, no application
was performed to group DM for 8 weeks. Rats in Group pregabalin (PGB) and group
DM+PGB were administered with 50 mg/day PGB intraperitoneally for 8 weeks. At
the end of experimental study rats were decapitated, brain and sciatic tissues were
taken. Parafin sections were stained by histological, immunohistochemically and
TUNEL protocols.

In group DM, Malonildialdehit (MDA) concentrations were significantly
higher than control; however glutation peroxidase (GPx) and superoxide dismutase
(SOD) activities were lower than control. MDA concentrations were significantly
lower in group DM+PGB than group DM, whereas SOD activity was higher. There
was no different significantly between group PGB and control in whole biochemical
examinations. In immunohistochemical examinations (bax, caspase-3 and TUNEL)
of brain tissue, apoptotosis rate in DM + PGB was lower than group DM.
Histological examination of sciatic nerve, myelin damage in DM + PGB group was
significantly more lower than group DM.

This study suggests that; PGB may decrease brain damage that caused by
DM. PGB may be effective to reduce the risk for brain damage associated with DM.

Key Words: Diabetes mellitus, pregabalin, brain, apoptosis, oxidative stres
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), insiilin eksikliginin yani sira insiiline kars1 gelisen
diren¢ ile karakterize karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasimi etkileyen bir
hastaliktir. (1, 2).

Tip 2 diyabet patogenezinde temel mekanizmalar arasinda pulsatil insiilin
sekresyonunun bozulmasi, B- hiicre kiitlesinde azalmaya bagl olarak gelisen insiilin
eksikligi, glukoz toksisitesi, insiilin transkripsiyonunu azalmasi, uzun siire yiiksek
seyreden serbest yag asitlerinin olusturdugu lipotoksisite ve periferik dokularda

olusan reseptor defektleri ve insiilin direnci yer almaktadir (3).

Diabetes mellitusun sik goriilmesi; hastaligin kendisinin ve sebep oldugu
komplikasyonlarin tedavisinin kesin yapilamamasi ve tedavi maliyetlerinin

yiiksekligi DM’y1 arastirmacilar i¢in cazip bir konu haline getirmistir.

Pregabalin  (PGB), [(S)-3-izobutili GABA], (S)-3-(aminometil)-5-
metilheksanoik asit yapisinda ve gama-aminobiitirik asid’in (GABA) ti¢lincii karbon
pozisyonunda alkil tiirevi olup epilepsi, noropatik agr1 ve jeneralize anksiyete
bozuklugu tedavisinde kullanilan yakin zamanda gelistirilmis bir molekiildiir (4).

Biz bu calismada PGB’in DM’un beyin ve siyatik sinir dokularindaki

oksidatif hasara ve apoptozise karsi koruyucu etkisini incelemeyi amacladik.

1.1. Diabetes Mellitus
1.1.1. Tanmim

Diabetes mellitus insulinin tamamen veya kismi eksikligine bagli olarak
gelisen ve yliksek kan sekeri ile karakterize bir hastaliktir (1, 2).

Amerikan Diyabet Birligi (ADA) tarafindan diyabet tami kriterleri 2013
yilinda tekrar tanimlanmistir (3).

Diabetes mellitus tedavisinde insilinin kullanilmaya baslanmasi ile
hiperglisemi ve buna bagli olusan metabolik ve vaskiiler komplikasyonlar azalmis ve

hastalarin yasam stireleri uzamistir.

1.1.2. Epidemiyoloji
Ulkemizde yapilan en genis c¢alisma Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji
Arastirmas1 (TURDEP)’dir. Bu ¢alismada DM prevalanst % 7,2 ve glukoz tolerans



bozuklugu (IGT) prevalanst % 6,7 olarak saptanmistir. Kadmlarda DM, IGT ve
obezite (0zellikle kirsal kesimde) daha yiliksek bulunmustur (5).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yapilan son bir ¢calismada; her iki tip
diyabetinde yaygmlhigmm 2030 yilinda 366 milyona c¢ikarak, 2002 yilindaki 170
milyon degerini ikiye katlayacagi tahmin edilmektedir (6).

Amerika’da 20-74 yas grubunda toplumda diyabet prevalanst % 6,6
bulunmus ve diyabet oldugu bilinmeyen olgularinin oraninin % 50 civarinda oldugu
bildirilmistir (7).

1.1.3. Tam

Amerikan Diyabet Birligi tarafindan belirlenen diyabet tam kriterleri Tablo
1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Diabetes Mellitus'un Tan1 Kriterleri (3)

- Hemoglobin A1C (HbA1C)’nin > %6,5 olmasi

- Aclik plazma glukozunun > 126 mg/dL (7.0 mmol/L) olmas1

Aclik en az 8 saat kalori aliminin olmamasi olarak tanimlanir.

- Oral glukoz tolerans testi (75 g) (OGTT) sirasinda veya rastgele alinan
kan 6rneginde 2. saat plazma glukozunun > 200 mg/dL (11.1 mmol/L)
olmasi

- Yukaridaki bilgiler gebe olmayan yetiskinler i¢in gecerlidir.

Ayrica giiniin herhangi bir saatinde aclik ve tokluk durumuna bakilmaksizin
vendz plazmada Olclilen kan sekerinin 200 mg/dI’nin {izerinde olmasi ve buna
polidipsi, poliiiri, polifaji, kilo kayb1 gibi diyabet semptomlarinin eslik etmesi de tani
koymak i¢in yeterlidir.

Tam olmayan bir aclik veya bireyler aras1 farklilik yanlis tani ile hastalar i¢in
Oomiir boyu siiren 6nemli sonuglar dogurabilir. Asemptomatik veya minimal semptom
varsa, aclik kan veya plazma glukoz konsantrasyonlar1 tanisal degilse, diyabet
tanisinin konmasi veya diglanmasi icin OGTT yapilmas1 gereklidir (8).

Amerikan Diyabet Birligi kriterlerine gore, aclik plazma glukozu ve OGTT
sonuglarina gére; DM, bozulmus aglik glukozu (IFG), IGT tanilar1 konulabilir (Tablo
2). IFG aglik plazma Glukoz diizeyi 100-126 mg/dl arasinda olmasi durumudur ve

bu durumda OGTT yapilarak diyabet tanist konulur. Testin 2. saatinde kan sekerinin



200 mg/dl ve lizerinde olmas1 diyabet tanis1 koydurur (Tablo 2). Yine ayni birlik
HbAlc’nin %5,7-6,4 arasinda olmasmi DM gelisimi agisindan riskli olarak kabul
etmektedir (prediyabet) (9).

Tablo 2. DM tanist: Aglik Plazma Glukozu ve OGTT Yorumu (9)

Normal IGT IFG DM
Achk <100 - 100-125 >126
120. dk <140 140-199 - >200

1.1.4. Hastaligin Semptomlan

Diyabetin baslica semptomlar1 agiz kurulugu, poliiiri, gorme bozuklugu, kilo
kaybi1 ve polifajidir. Cogunlukla semptomlar agir degildir, bazen hicbir semptom da
goriilmeyebilir. Stupor, koma, ketoasidosis ya da nonketotik hiperosmolar
hiperglisemi gibi semptomlar ise genelde tedavi edilmediginde ortaya c¢ikan agir

semptomlar arasinda gosterilir (10).

1.1.5. Diabetes Mellitus Siniflamasi

1. Tip 1 (IDDM= Insiiline bagimli Diabetes Mellitus)

2. Tip 2 (NIDDM= Insiiline bagimli olmayan Diabetes Mellitus)
3. Gestasyonel DM

4. Sekonder DM (diger hastaliklara sekonder gelisen)

5. Konjenital insiilin rezistansina bagli DM

6. Ailevi otoimmin DM

1.1.5.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 diyabet ¢ocukluk yas grubunda sik goriilen, T-hiicrelerinin aracilik
ettigi, insllin iretiminde gorev alan pankreasin beta hiicrelerinin siiregelen
otoimmiin veya otoimmiin dis1 nedenlerle haraplanmasi sonucu gelisen, insiilopeni
ve hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir (11, 12). Her hangi bir
yas grubunda goriilebildigi gibi en sik 7-15 yaglar1 arasinda goriilmektedir (11).

1.1.5.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus Patogenezi

a) Genetik Faktorler: Tip 1 DM gelisiminde multifaktoriyal mekanizmalarin
rol aldig1 One siiriilmiistiir. Genetik faktorlerin onemli yer tutugu bildirilmesine

karsm, herhangi bir mendelyan kalitimsal faktoriin tek basina rol oynamadigi



belirtilmektedir (13, 14). Tip 1 diyabetli vakalarin % 90-95’1 DR3 ve/veya DR4 Class
IT HLA molekiilii ile eksprese ederler (15-19).

b) Beta Hiicre iImmiintoleransimin Bozulmasina Neden Olan Cevresel
Faktorler: Diyet, hijyen ve toksinler bilinen en 6nemli olast gevresel faktorlerdir.
Tip 1 DM gelisimi gevresel faktorlere maruziyet sikligina ve siiresine de baghdir
(20). Viriislerin etkisi ise yapisinda bulunan antijenlerin pankreasin beta hiicreleri ile
capraz reaksiyona girerek otoimmiiniteyi tetikledigi seklinde agiklanmaktadir (12,
21).

¢) Beta Hiicrelerine Yonelik Hiicre Aktivasyonu: Beta hiicrelerinden
kaynakli toksin ya da antijenik peptidler araciligi ile tetiklenen immiin sistem
destriiktif insiilitise yol agmaktadir (15-19).

d) insiilitis ve Beta Hiicre Oliimii: ilk olarak makrofajlar, CD8 sitotoksik T
lenfositleri daha sonra CD4 lenfositleri TH1, NK (Natural Killer) hiicreleri ve B
lenfositleri tarafindan beta hiicre adaciklar1 hasara ugrar. Hasar, hastaligin baslangic
yas1 kiiclik olanlarda, puberte doneminde, sekonder enfeksiyonlarda ve kiz
cocuklarda daha hizlidir (15-19).

e) Beta Hiicre Otoantijen ve Otoantikorlari: Tip 1 diyabet tanisinda
sensitivite ve spesifitesi yiiksek altin standart olarak alinan otoantikorlar arasinda
ICA (Adacik hiicre antijeni), anti GAD (Glutamik asit dekarboksilaz), IA 2 (Tirozin
fosfataz) yer almaktadir (15-19).

1.1.5.2. Tip 2 Diabetes Mellitus
Tip 2 diyabetliler, tiim diyabetiklerin ortalama % 85’ini olusturmaktadir (19).
Yakimmalar genellikle 45 yas civarinda baslar. Cogu hastada kronik komplikasyonlar

tan1 aninda mevcuttur (22, 23).

1.1.5.2.1. Tip 2 Diabetes Mellitus Patogenezi

Tip 2 diyabet patogenezinde temel mekanizmalar arasinda pulsatil insiilin
sekresyonunun bozulmasi, B- hiicre kiitlesinde azalmaya bagl olarak gelisen insiilin
eksikligi, glukoz toksisitesi, insiilin transkripsiyonunu azalmasi, uzun siire yiiksek
seyreden serbest yag asitlerinin olusturdugu lipotoksisite ve periferik dokularda
olusan reseptdr defektleri ve insiilin direnci yer almaktadwr (3). Ayrica genetik

faktorler, yas, cinsiyet, artmig viicut yag kitlesi ve dagilimi, egzersiz, ailesel diyabet



oOykiisii, sigara i¢cimi ve rk da insiilin duyarliligini etkiledigi yadsinamaz bir gergektir
(3). Tip 2 diyabetin cogu hastada genetik faktorler etkisi ile gergeklestigi
belirtilmektedir. Son yillarda ortaya atilan dordiincii bir goriis, primer defektin
hiperinsiilineminin tetikledigi insiilin direncidir. Hiperinsiilineminin nonoksidatif
glukoz kullanimini veya glikojen sentezini bozarak Tip 2 diyabette oldugu gibi

insiilin direncine yol acabilecegi ileri stiriilmektedir (24, 25).

1.1.6. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diyabetin komplikasyonlar1 insiilin homeostazisi ve enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stresin bir sonucu
olarak meydana gelmektedir. DM’ un komplikasyonlar1 Tablo 3’ de belirtilmistir (26-
28).

Tablo 3. Diyabetes Mellitus Komplikasyonlar1 (26-28)

Akut komplikasyonlar Ketoasidoz, sok, serebral 6dem,
dehidratasyon
Hipoglisemi
Kilo alim1 ve kilo kayb1
Insiilin alerjisi
Enfeksiyona egilim

Subakut komplikasyonlar Lipoatrofi, lipohipertrofi
Kisith eklem hareketleri, Bliylime geriligi
Osteopeni
Kognitif fonksiyonlarda bozulma
Katarakt
Hiperlipidemi
Emosyonel bozukluk

Kronik komplikasyonlar

A- Mikrovaskiiler Retinopati, nefropati, néropati
B- Makrovaskiiler Koroner arter tutulumu, Miyokard
enfarktiisti

Serebral vaskiiler hastaliklar ve inme
Alt ekstremite aterosklerozu, iilserasyonu

Diabetes Control an Complications Trial (DCCT) ¢aligmasimin sonuglar1 ve
deneysel calismalar, uzun siireli olarak HbAIC diizeylerinin < % 7,1 olmasi
mikrovaskiiler komplikasyonlar retinopati, ndropati ve nefropati % 50-70 oraninda
azalttigin1 gostermistir. Glukoz kontroliiniin 1yi saglanmasi diyabetin hem
makrovaskiiler hem de mikrovaskiiler komplikasyonlarinda azaltict etkisinin

oldugunu gostermistir (29).



1.1.6.1. Diabetes Mellitusun Kronik Komplikasyonlarinin mekanizmasi

Diyabette hipergliseminin kronik komplikasyonlara nasil yol agabilecegini
aciklayan, birbiriyle bagdasan {i¢ farkl teori ileri stiriilmiistiir.

Birinci  hipotez; artmis intraselliiler glikozun hiicresel proteinlerin
nonenzimatik glikozilasyon yoluyla ileri glikozilasyon son iirlinler1 (AGEs)
olusumuna yol actig1 seklindedir. Nonenzimatik glikozilasyon, glikozun proteinlerin
amino grubu ile etkilesmesi sonucu gelisir. AGEs'nin proteinlere (kollajen,
ekstraselliiller matriks proteinleri) ¢apraz baglandigi, aterosklerozu hizlandirdigs,
glomertiler disfonksiyona katkida bulundugu, nitrik oksit sentezini azalttigi, endotel
disfonksiyonunu indiikledigi ve ekstraselliller matriks bilesimi ve yapisini
degistirdigi gosterilmistir. Serum AGEs diizeyleri glisemi diizeyi ile koraledir; AGEs
glomeriiler filtrasyon hiz1 diistiikge birikir (30).

Hipotezlerden ikincisi; hipergliseminin glikozun sorbitol yolu araciligiyla
olan metabolizmasini arttirmasi gozlemine dayali olarak agiklamaya c¢alisilmistir.
Intraselliiler glikoz yiikseldigi zaman, glikozun bir bdliimii aldoz rediiktaz enzimi
tarafindan sorbitole doniistiiriiliir. Yiiksek sorbitol konsantrasyonlar1 miyoinositolde
azalma, redoks potansiyelinde degisiklik seklinde hiicresel fizyolojiyi farkli yonlerde
etkiler ve hiicresel disfonksiyona yol agabilir. Ancak aldoz rediiktaz inhibitorleri ile
yapilan calismalarda bu tedavi yOnteminin retinopati, ndropati veya nefropati
iizerinde faydali etkisi gosterilememistir (30).

Ucgiincii  hipotez ise hipergliseminin protein kinaz C’nin (PKC) baz1
izoformlarmmin aktivasyonuna yol agan diagilgliserol (DAG) olusumunu arttirdigi
ileri siirtilmiistiir. PKC ise diyabetik komplikasyonlara yol acan cesitli hiicresel
olaylar etkilemektedir. Ornegin, endotelyal hiicrelerde ve noronlarda fibronektin, tip
IV kollajen, kontraktil proteinler ve ekstraselliller matriks proteinleri genlerinin
transkripsiyonunu degistirdigi in vitro olarak saptanmistir (30).

Growth faktorler diyabet komplikasyonlarinin patofizyolojisinde 6nemli yer
tutmaktadir. Vaskiiler endotelyal biiylime faktérii (VEGF) diyabetik proliferatif
retinopatide lokal olarak artmistir ve lazer fotokoagiilasyondan sonra azalir.
Transforming growth faktor B (TGF-B) diyabetik nefropatide artmistir ve mezangial
hiicrelerde, bazal membranda kollajen ve fibronektin sentezini stimiile eder. Platelet

derived biiyiime faktor, epidermal biiyiime faktor, insilin-like biiylime faktor 1,



growth hormon, basic fibroblast growth faktor gibi diger growth faktorlerin ve hatta
insiilinin diyabetik komplikasyonlarda rol oynadigi ileri siiriilmiistiir. Ayrica
oksidatif stres ve serbest radikal olusumu da komplikasyonlarin gelismesine katkida
bulunabilir (30).

Mikrovaskiiler ~ve makrovaskiiler —komplikasyonlarm  gelisimi 1ile
hipergliseminin derecesi arasnda dogrusal bir iligki yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir (31, 32). Kalp hastaliklarindaki makrovaskiiler komplikasyonlarin yani
sira, noropati, nefropati ve retinopati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlar yasam
kalitelerini olumsuz olarak etkilenir. Tiimor nekrozis faktér-a (TNF-a) ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinler diyabette artarak insiilin hassasiyetinde diisiise neden
olurlar (33).

Serbest radikaller olarak belirtilen stiperoksid (O, ), hidrojen peroksit (H,O,),
hidroksil radikali (OH ), nitrik oksit diyabette ortaya ¢ikan oksidatif stresin temel
belirleyicileridir. Ayrica pek c¢ok calisma diyabetik komplikasyonlar ve lipid
peroksidasyonu arasindaki iliskiyi ortaya koymustur. Bu ylizden lipid

peroksidasyonunun kontrolii ¢ok 6nemlidir (34).

1.1.6.2. Diabetes Mellitus ve Serebrovaskiiler Komplikasyonlar

Diyabetin santral sinir sistemi (SSS) iizerine olan etkileri son yillarda ortaya
konmaktadir (35). Diyabetin metabolik ve vaskiiler bozukluklar1 sonucu beyin
yapisal ve fonksiyonel yapisi1 zarar géormektedir (35, 36). Akut serebral bozukluklara
ornek olarak diyabetik hastalarda serebrovaskiiler olay risk ve tahribatinin artmasi,
hiperglisemik ve hipoglisemik ataklar sayilabilir (35, 37). Uzun vadede gelisen
komplikasyonlar ise daha sinsi seyirli olup bu bozukluklar nérokimyasal,
elektrofizyolojik, yapisal ve kognitif diizeyde gosterilmistir (35, 36).

Tip 1 DM’da C peptidin BB/Wor siganlarda bozulmus insiilin benzeri
bliylime faktorii aktivitesini ve insiilin reseptor sentezini kismen diizelttigi ve
hipokampustaki ndronal apoptozisin olusumunu kismen Onledigi bildirilmistir.
Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalardan elde edilen sonuglar, insiilin/C peptid
yetersizliginin Tip 1 DM’da goriilen néronal apoptoziste onemli rol oynadigini
ortaya koymaktadir (38, 39).

Diyabetin siiresi ile Tip 1 DM’de apoptozis kaynakli néronal kayip arasinda
korelasyon oldugu bazi calismalarda bildirilmistir (40, 41). Subkortikal alanda ve



beyin kokiinde lezyonlar, beyin ve medulla spinaliste noronal atrofi, aksonal
dejenerasyon, glikojen birikimi, ensefalomalazi, demiyelinizasyon ve glia (astrosit)
hiicrelerinde hasar olusumu gibi yapisal degisikliklerin diyabette gozlendigi de bir
takim caligmalarda ortaya konulmustur (40, 42-44).

Hiicresel bazda ise santral sinir sistemlerine ait hiicrelerin ¢ekirdek
sekillerinde ve kromatin goriinlimlerinde bozulmalar oldugu, mikrotiibiil sayilarmin
arttif1, endoplazmik retikulumlarinda genisleme, parcalanma ve degraniilasyon
olustugu bildirilmistir (39).

Gilintimiizde serebral komplikasyonlarda bir¢ok mekanizmanin rol aldigi

diisiiniilmektedir. Bunlarin baslicalari,

[y

. Periferik diyabetik ndropati patogenezinde yer alan faktorler (35, 36).

g

Beyin yaslanma siirecini hizlandirdig1 goriisii: Diyabetteki noropsikolojik

ve yapisal degisiklikler yaslanmakta olan beyindeki degisiklikleri taklit
etmektedir (35, 36, 45).

3. Serebrovaskiiler olaylar icin risk faktorleri olan hipertansiyon ve
ateroskleroz rol oynayabilir (35).

4. Hipogliseminin muhtemel rolii (35, 37, 46-49).

5. Serebral insiilin diizeylerindeki, insiilin reseptorlerindeki ve insiilin
sinyalizasyonundaki degisikliklerin dahil oldugu noéromodiilatuar
degisiklikler (50-52).

Diyabetik hastalarda serebral vazoreaktivite bozulmaktadir (36, 47). Serebral
vazoreaktivite ve eslik eden kan akimindaki degisiklikler, hipoglisemi, hipotansiyon,
hipoksi ve hiperkapni gibi durumlarda rol oynayan Onemli kompansatuar
mekanizmalardir. Bu mekanizmalarmm kaybinin beyin {lizerinde zararl etkileri olmasi

muhtemeldir.

1.1.6.3. Diyabetik Noropati
Diyabetik noropati; diger periferik noropati faktdrlerinin olmadigi, DM
zemininde gelisen klinik veya subklinik diizeyde ortaya c¢ikabilen periferik néropati

olarak tanimlanmaktadir (53).



1.1.6.3.1. Diyabetik Noropati Epidemiyolojisi

Periferik ve  otonomik  ndropati DM’un en stk  gdriilen
komplikasyonlarindandir (54).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO)’niin yaptig1 ¢alismalara gére 100 milyon
civarindaki diyabetli sayisinin 6niimiizdeki on yilin sonunda 200 milyona ve 21.
ylizyilin baglarnda da 300 milyona ulagsmasi beklenmektedir (55). Periferik
noropatinin yillik insidanst ise, United Kingdom Prospective Diyabetes Study
(UKPDS) ve DCCT calismasinda yaklasik olarak %2 olarak saptanmistir. Tani
kriterlerinin degismesi, epidemiyolojik ¢alismalarin, tedavi alan hastalarda smirlt
kalmas1 ve diyabet hastalarmin biiyiik bir popiilasyonunun teshis edilememesi
nedeniyle, kesin ve dogru bir prevalans saptamak miimkiin degildir (56-60).

Noropatinin belirlenmesi ve tedavi siiresi hastalarin yasam kalitesini
dogrudan etkilemektedir. Noropatinin prevalansinda ve gelisiminde diyabet siiresi,

HbAlc diizeyi, sigara ve erkek cinsiyeti 6nemli faktorlerdir (61, 62).

1.1.6.3.2. Diyabetik Noropati Semptomlar

Semptomlar siklikla bilateral ve simetriktir. En sik karsilasilan semptomlar;
geceleri alt ekstremitelerde artan parestezi, sogukluk hissi ve agridir. Muayene
bulgular1 arasinda baslica eldiven ¢orap tarzi duyu kaybi ve buna paralel hiporefleksi
veya arefleksi yer almaktadir. Daha ileri donemde ayak distal kaslarda motor tutulum
ve intrinsik kaslarda atrofi saptanabilir. Kalin miyelinli liflerin etkilenmesi;
karincalanma, batma, ignelenme, parmak uglarinda sikisma hissi gibi pozitif
semptomlar ile uyusma, hissizlik seklinde ifade edilen negatif semptomlara yol agar.
Ince miyelinli ve miyelinsiz liflerin etkilenmesi durumunda ise agri, yanma,
sogukluk hissi gibi pozitif semptomlar ile agr1 ve 1s1 duyusunun degisen derecelerde
kaybiyla giden negatif semptomlar goriiliir. Siklikla hem kalin hem de ince liflerin
degisen derecelerde etkilenimi sonucu semptomlar birliktelik gosterir. Ancak sadece
ince lif tutulumu ile seyreden vakalar da vardir (63).

Ust ekstremite bulgular1 polindropatinin proksimal yayilimi olarak goriilebilir
ancak ¢ogunlukla sliperimpoze olmus monondropati (karpal tiinel sendromu, dirsekte

ulnar ndropati) olarak karsimiza ¢ikar (64).



Terzi ve ark. (53) yaptig1 bir arastirmada Tip 1 DM’lu ve kesin ndropatisi
olanlarin %44’iinde dizabilite ve Tip 2 DM’u olan ve duyusal noropatisi bulunan

hastalarin %74 tinde aktivitede kismi kisitlanma bildirilmistir.

1.1.6.3.3. Diyabetik Noropati Patogenezi

Streptozosin  (STZ) iliskili diyabette ilerlemis yapisal ve fonksiyonel
anormalliklerin hem periferal hem de merkezi sinir liflerinde meydana geldigi
tanimlanmistir (65, 66).

Diyabeti Onleme ve Komplikasyonlar1 Tedavi Arastrma Grubunun 1995
yilindaki bir ¢alismasinda 1441 tip 2 diyabetli hastada yogun kan sekeri takibi ve
insiilin tedavisi uygulanmais, 5. y1l sonunda klinik ndéropati gelisiminde %64, anormal
sinir iletim ¢alismalarinda %44 ve anormal otonomik fonksiyon testlerinde % 44
azalma tespit edilmistir (67).

Uzun silire asemptomatik olan olgularda sinir iletim c¢aligmalart ile
polindropati varlig1 tespit edilebilir. Daha ¢ok aksonal dejenerasyon bulgular
saptanmasina ragmen demiyelinizasyonla giden ileti anormallikleri de goriiliir (68).

Diyabetik polindropatinin patogenezinde metabolik, vaskiiler, ndrotrofik,
genetik ve immiinolojik mekanizmalarin yer aldig: diistiniilmektedir (69). Diyabetik

noropati patogenezi Sekil 1’de sematize edilmistir (56).

GENETIK .

ADoed Glukotoksisite

AR 72 allelleri o .

ACE polimorfizimi Lipotoksisite Epigenetilc

.5\ AGEs PARPs etlc

TETIELEYEN sesssssige- ENDOTELVAL § FOMEIIYONEL F RE33IF

OLAY HASAR DESIZIKLIKLER  PATOLOIK
- DEGFIKLIKLER
INFLAMASYON
Clcsidatif stres
PEC | Avlar ve villar |

Selektinler
VoA —-—-
ILa, THF o, HNFEB
ROS5

Sekil 1. Diyabetik Noropatinin Patogenezi (56)
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A) Metabolik Mekanizmalar: Hiperglisemi sinir hiicresine glukoz girisinin
insiilin ~ bagimli  olmamas1 nedeniyle periferik sinirlerde artmis glukoz
konsantrasyonlarina yol agar. Artmis glukoz konsantrasyonu ise aldoz rediiktazin
aktivitesinin artmasina, sorbitol ve fruktozun hiicre cerisinde artmasina sebep
olmaktadir. Sorbitol direkt hiicre disina atilamayan bir molekiildiir. Biriken sorbitol
hem hiicrenin ozmotik dengesini bozarak hiicre Odemine ve sinir hiicre
fonksiyonlarmi bozulmasina, hem de bilinmeyen bir nedenle hiicre iginde

miyoinositol miktarmin azalmasina neden olur (70) (Sekil 2).

Hiperglisemi ve sorbitol artisi

Miyotnositol i—p Protein kinaz C¢ —p Na-K ATPaz ¢——§- Stnir ileti h121¢

Sekil 2. Diyabetik Noropati Patogenezinde Miyoinositol Yolu (70)

Hiicre membran fosfolipidlerinin sentezi i¢in miyoinositol gerekli bir
molekiildiir. Eksikligi hiicre membran yapisinda bozulma, Na/K pompa aktivitesinde
azalmaya yol agar. Ayrica hiperglisemi de miyoinositoliin hiicre i¢ine girisini azaltir.
Hayvan deneylerinde belirtilen bulgularin tespit edilmesine ragmen insanlarda
periferik sinirde sorbitol birikimi ile miyoinositolde azalma gosterilememis ve diyete
miyoinositol eklenmesi kesin bir yarar saglamamistir (71).

Polyol yolunun asir1 caligmasi, oksidatif strese de neden olmaktadir. Serbest
radikaller endotelyumda biriken nitrik oksit inhibisyonuna ve Schwann hiicrelerinin
apoptozisine aracilik ederek periferik sinir lifi kaybina neden olur. Oksidatif stres,
glukozun aldoz rediiktaz ile sorbitol olusumunu hizlandirip, siiperoksid dismutaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) eksikligine yol agar. Periferal sinirler i¢in
Reaktif Oksijen Radikalleri (ROS) direkt olarak noronlar1 ve Schwann hiicrelerini
tahrip edebilir ve diyabet ile birlikte antioksidan koruma mekanizmalarini tehlikeye
atar. Bu yiizden diyabetik ratlarda siyatik sinir lipid peroksidasyonu yiikselmistir ve
SOD seviyeleri ve rediikte Glutatyon (GSH) formu, GPx ve rediiktazda bir degisiklik

olmamasina ragmen azalmistir (72).
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Uzun donem etkilerine bakildiginda diyabet dorsal sinir koki
gangliyonlarinda mitokondrileri ve hiicre yapilar1 iizerine demiyelinizasyon ve
aksonopati gibi kiimiilatif ndrodejeneratif degisikliklere yol acabilir (73).

Reaktif oksijen radikallerini detoksifiye etmede GPx mitokondride katalaz
(KAT)’mm olmamasmdan dolayr daha dnemli bir rol iistlenir. Hiperglisemi aldoz
rediiktaz enzim aktivasyonu araciligi ile GPx eksikligine ve sonug¢ olarak serbest
radikal artismma yol agar (74). Rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) aldoz rediiktaz aktivitesi i¢in gereklidir. Vazodilatasyonda gorev yapan
Nitrik Oksid (NO) sentezi ve GSH’un azalmas1 oksidatif strese yol agarken, ayni
zamanda vaskiiler komplikasyonlarinin ortaya cikisinda da rol oynar (70, 71).
Diyabette oksidatif stresin eritrosit membraninda lipid peroksidasyonuna sebep
oldugu ve zar lipid iceriginde degisimlere yol a¢tigi, eritrosit membraninda ortaya
cikan tiim bu degisiklikler sonucunda da eritrositlerde Na+/K+-ATPaz aktivitesinde
ve membran akigkanliginda azalma oldugu bilinmektedir (75). Giirbilek ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada diyabet siiresinin uzamasi ve iyi regiile
edilememesi, eritrosit zar1 Na+/K+-ATPaz aktivitesinin azalmasina neden oldugu
saptanmistir (76).

B) Vaskiiler mekanizmalar: Ozellikle asimetrik fokal ndropatilerin
patogenezinde Onemlidir. Kapiller liimeni etkileyen endotel hiicrelerinin sigmesi,
damar duvarmin kalinlasmasi ve kapiller liimenin fibrin veya agregasyona ugramis
plataletlerle okliizyonu sonucu hipoksiye bagli sinir hiicre hasary, aksonal
dejenerasyon gelisir. Serbest radikaller PKC’yi1 aktive ederek vaskiiler kan akimini,
damar permeabilitesini, hiicre dis1 matriks bilesenlerini ve hiicre biiylimesini
etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin olusmasinda rol alirlar (77, 78).

C) Norotrofik mekanizmalar: Beyin kaynakli norotropik faktor (BDNF),
neurotrophin 3 (NT-3) ve neurotrophin 4/5 (NT-4/5) adinda nerve growth faktor’iin
(NGF) yapisal homologu olan 3 biiytime faktorii bulunmustur. NGF, NT-3, Insulin-
80like growth factor-I (IGF-I) ve Insulin-like growth factor-II (IGF-II) ile yapilan in
vitro ve noropatili hayvan modelleri ile yapilan caligmalar bu faktorlerin sinir
dejenerasyonunu etkiledigini géstermektedir. Bu etki bahsedilen faktorlerin yapisal
olarak insiiline benzerligine baglanmistir. Rekombinant human NGF’iin subkutan

enjeksiyonu, duyusal semptomlar1 ve sofuk esigini degistirmektedir. Norotrofik
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faktorlerle noropatilerin dnlenmesi tedavisini amaglayan preklinik arastirmalar
olumlu sonuclar vermekle birlikte, bu giine kadar yapilan klinik calismalarda birbiri
ile uyumsuz sonuglar elde edilmistir (79).

D) immiin mekanizmalar: Yapilan bir ¢alismada diyabetik otonomik ve
diyabetik lumbosakral radikiilopleksondropatide immiinolojik faktorlerin 6nemli
oldugu ortaya konmustur (68). Yine calismalarda sempatik gangliyona karsi
otoantikorlar gelistigi, sural sinir biyopsisinde endondral veya epindral lenfositik
infiltrasyon gosterilmistir. Kronik inflamatuvar demiyelinizan polindropati ile
diyabetik noropatinin birlikteligi de immiin veya sitotoksik faktorleri diistindiiriir

(80).

1.1.7. Siyatik Sinir

Sakral pleksus 5, 6 ve kismen 4. lumbal sinirler tarafindan olusturulur (81).
Sakral pleksus pelviste orijinlerine gore anterior ve posterior olmak iizere 2 sinire
ayrilir. Posterior dali siyatik sinirdir (n. ischiadicus). Siyatik sinir n. tibialis, n.

Peroneus communis ad1 verilen terminal dallara sahiptir (82).

1.1.7.1. Mikrostriiktiirel Anatomi

Bir periferik sinir, boyutuna bagli olarak bir veya binlerce sinir lifi
icerebilmektedir. Periferik sinirin lifleri (akson) endondéryum denilen, Schwann
hiicresi (SC) ve retikiiler kollajen aglardan olusan yapi ile sarilidir. Sinir liflerinin bir
araya gelmesi ile fasikiil olusur ve perindryum ile sarilidir. Fasikiillerin bir araya
gelmesi ile ise periferik sinir olusur ve epindryum tarafindan kusatilir (83).

Periferik sinirlerde miyelinli ve miyelinsiz aksonlar bulunmaktadir. Miyelin,
periferik sinir sisteminde SC’ler tarafindan olusturulmaktadir. SC’nin akson etrafinda
sirkiiler tarzda defalarca dolanmasi ile meydana gelir. Miyelinli liflerde 1-2 mm
araliklarla Ranvier diigimleri bulunmaktadir. Bu sayede miyelinli lifler ¢iplak liflere

gore yaklasik 8 kat daha hizli saltatuvar (sigrayici) iletim yapabilmektedir (84, 85).

1.2. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen radikalleri ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT), normal hiicresel
metabolizmanmn triinleri olup diisilk konsantrasyonlarda hiicrenin zararl etkilere

kars1 olusturdugu hiicresel cevapta rol almaktadirlar (86). Serbest radikallerin zararl
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etkileri, oksidatif stres ve nitrozatif stres diye adlandirilan biyolojik hasara neden
olmaktadir. Bir yandan ROS/RNT’de asir1 liretim, diger yandan enzimatik ve non-
enzimatik antioksidan sistemlerdeki bozukluk buna neden olmaktadir (87).

Oksidatif stres, oksijeni kullanan metabolik reaksiyonlardan ve canli
organizmada denge halindeki prooksidan/antioksidan sistemin bozulmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu dengenin bozulmasi sonucunda lipitler, membranlar,
proteinler ve niikleik asitler izerinden hiicresel hasar gerceklesmektedir (86).

Mitokondriyal elektron transportu, norepinefrin, dopamin gibi bazi
norotransmitterlerin otooksidasyonu, hipoksi ve iskemiyi baglatan olaylar, oksidan
olusumunu ve bunu takiben doku hasarini tetiklemektedir. Oksidatif stres temel
olarak O, ve nitrik oksit liretimine dayanmaktadir (88). Serbest oksijen radikalleri
O, , H,O, ve OH ’dur.

0, : Oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur (89) (Sekil 3). O, ,
H,0; olusumunda primer radikaldir (90). O, asil hiicresel hasar1 H,O, kaynagi ve
gecis metal iyonlarmin indirgeyicisi gorevini Ustlenerek olusturmaktadir (91). Demir
gibi maddelerin varliginda O, ve H,0O, daha giiclii reaktiflere c¢evrilir ve hiicre
hasarma katkida bulunurlar (92).

H,0;: O, serbest radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzimdir ve
oksidan hasar olusumu ile birlikte artan SOD aracilig1 ile H,O’e indirgenir (89)
(Sekil 3). H,O; iiretildigi bolgede kalan O, ’nin aksine membranlar1 gegen, sitozole
diffiize olan ve uzun 6miirlii bir oksidan olarak bilinir. O, ile reaksiyona girerek en
reaktif ve zarar verici radikal olan OH olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir. H,O,
baska bir sekilde de serbest Fe+2 ile reaksiyona girerse demir okside olurken OH™
olusur (93).

OH : Bilinen en reaktif radikaldir. H,O, gecis metallerinin varliginda toksik
OH' radikaline doniisiir (93).
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Sekil 3. Serbest Radikallerin Olusumu ve Detoksifikasyonu Yollar1 (91)

Serbest oksijen radikalleri intraselliiler depolardan Ca+2 salinimi ile protein
denatiirasyonu ve lipid peroksidasyonu sonucu hiicre iskeleti ve DNA’da

(Deoksiriboniikleik asit) hasar yapar (90).

1.2.1. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Periferal ve merkezi sinir sisteminde diyabet yapisal ve fonksiyonel
hastaliklara neden olmaktadir (37). Diyabetik hastalarin  beyinlerinde
elektrofizyolojikal ve yapisal anormalliklerin biligsel bozukluklarla baglantili oldugu
bilinmektedir (94, 95).

Serbest radikaller siirekli olarak ¢evresel uyarilarla etkilesim ve normal
metabolik siirecin sonucu olarak viicutta {retilir. Fizyolojik sartlar altinda
antioksidanlarm biiyiik bir boliimii serbest radikal tiretiminin olumsuz etkilerine kars1
viicudu korur (96). ROS diisiik konsantrasyonlarda normal hiicresel fonksiyon i¢in
esansiyel olmalarma ragmen, lipid membranlarn, DNA’nin ve proteinlerin
peroksidasyonuna neden olabilir ve hiicresel homeostazi ve fonksiyonlar1 olumsuz
yonde etkileyebilirler. O, , OH, H,O, ve Peroksinitrit (ONOO ) gibi ROS’nin
olusumu, ROS ile miicadele eden KAT, GPx, SOD, Vitamin E ve GSH gibi
bilesiklerle smirlandirilir. Diyabette ortaya ¢ikan oksidatif stresin bir komplikasyon

mu, yoksa diyabetin diger uzun donem komplikasyonlarinin bir nedeni mi oldugu
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konusunda arastirmalar devam etmektedir (97, 98). Bircok hastaligin patogenezinde
artmus serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunu rol aldig1 son yillarda
yapilan arastirmalarda gosterilmistir. Ayrica uzamis oksidatif stresin ve antioksidan
kapasitede goriilen degisikliklerin, diyabetin kronik komplikasyonlarmmin ortaya
cikist ile de iliskili olabilecegi arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (99, 100).
Diyabetlilerde antioksidan savunma sisteminin bozukluklari; antioksidan enzimlerde
degisiklik, bozulmus GSH mekanizmas1 ve azalmis askorbik asit seviyeleri ile de
ortaya konulmustur (101). Lipid peroksidasyonu sonucu hiicre zarinin yapist ve
akiskanlig1 bozulur, kalsiyum gibi iyonlar hiicre i¢ine girer Proteazlar aktive olur ve
hiicre iskeletinde hasar meydana gelir. Kalsiyum endoniikleazlar1 aktive ederek DNA
kiriklarina da neden olur. Lipid peroksidasyonunun son tiriinleri; hidrokarbon gazlar
ve toksik aldehitlerdir (102). Aldehitlerden malonildialdehit (MDA) 6l¢iimii lipid
peroksidasyonunun gostergesidir ve bu amagla yaygin olarak kullanilmaktadir (102,
103).

Oksijen radikali, NO’1 notralize eder ve ortaya ¢ikan ONOO  formu endotel
tahribine sebep olabilen OH kaynagidir. Bu nedenle oksidatif stres, hiperglisemiye
akut maruz kaldiktan sonra bile baz1 deneysel preparatlarda acikca goriilen vaskiiler
endotele bagl gevsemeyi azaltir (104).

Sinir hiicresinde hiicre i¢i kalsiyum artisinin baglica nedeni sinapslardan
uyarict aminoasitlerin salinmasidir (105, 106). Bazi1 calismalarda glutamat
reseptorlerinin uyarilmasinin ndronal hiicre Oliimiinde anahtar rol oynadigini
gostermektedir (107). Glutamat, 6zgiin reseptorleri ile etkileserek duysal bilgilerin
iletilmesi, motor aktivite, spinal reflekslerin diizenlenmesi, hafiza ve 6grenme gibi
bircok islevde ©Onemli rol oynamaktadir (108). Glutamat igcin dort reseptor
bilinmektedir.

1. NMDA (N-metil D-aspartat) reseptorii.

2. AMPA (alfa amino-3.hihroksi-5.metil-4.isoksazol propionik asid).

3. Kainat reseptorleri.

4. Metabotropik reseptorler.

Glutamatin NMDA reseptorlerine baglanmasi sonrasinda sodyum ve

kalsiyum hiicre igine, potasyum ise hiicre disina hareket eder. Hiicre i¢i kalsiyum
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diizeyinin yilikselmesi sonucu, serbest radikal olusumu ve mitokondriyal hasar
meydana gelmektedir (109, 110).

Kontrol edilmeyen hiperglisemili diyabet hastalarinda kardiyovaskiiler
hastaliklar, retinopati, nefropati ve noropati riski daha ytiksektir. Bu hastaliklarin
bazilar1 genetiktir, digerleri membranin glikasyonunun yiikselmesi, sorbitol
akiimiilasyonu ve hiperglisemi tarafindan sebep olunan aldoz rediiktazin
aktivasyonuyla baglantili olabilen bazi proteinlerle iliskilidir. Protein glikasyonu,
lipoproteinlerin oksidasyonu, trombosit kiimelesmesi ve kanin hiperkoagiilabilitesi
gibi risk faktorleri bir 6l¢lide hipergliseminin direk sonuglarina ve DM’da vaskiiler
hastaliklarin gelismesine farkli derecelerde katkida bulunurlar (111).

Diyabette artan ROS fiiretiminin hiperglisemi disindaki nedenleri iskemi,
artmis mitokondrial kacak, katekolamin oksidasyonu ve lokositlerdir (97).
Hiperglisemi ROS’nin iretimini birka¢ farkli mekanizma ile arttirr. Bu
mekanizmalar; glukozun otooksidasyonu, protein glikasyonu, PKC aktivasyonu ve
polyol yolagidir (97, 98, 112, 113).

Glukozun otooksidasyonu: Gegis metallerinin varliginda, glukozun bir
enediol radikal anyonuna doniisiimiidiir. Bu radikal molekiiler oksijeni indirgerken
O,, OH" ve H,0, gibi oksidan aracilar ve a-ketoaldehidlerin iiretimine neden olur.
Bu molekiiller DNA, proteinler ve lipidler gibi 6nemli biyomolekiillere zarar
verebilirler (97). Ayrica glukozun otooksidasyonu AGEs olusumu ile de yakindan
iliskilidir (112).

Protein glikasyonu ve AGEs’nin olusumu: Protein glikasyonu glukozun
aldehid formuyla proteinlerin serbest amino gruplar1 arasindaki kovalent baglanmalar
sonucu meydana gelir. Gegis metallerinin varliginda (demir, bakir vs.) glikasyona
ugramig proteinler molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest radikallerin
olugsmasia neden olurlar. Daha sonralar1 bu olayin ge¢is metallerinin yoklugunda da
meydana gelebilecegi gosterilmistir. Proteinin yar1 dmriiniin 10 haftadan uzun
oldugu  durumlarda glikasyona ugramis proteinler geri  doniislimsiiz
modifikasyonlarla Maillard {riinlerini ya da AGEs’ni olustururlar. Glikasyona
ugramig proteinler gibi, AGEs’de serbest oksijen radikalleri olusturabilirler. Ayrica

ROS’de AGEs’nin olusumunu hizlandirirlar (114).
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Artmis AGEs olusumunun diyabetik komplikasyonlara yol acan patolojik
mekanizmalar1 sunlardir:

* Hiicre dis1 matriks baglantilarini etkileyerek sinyal iletilerini bozarlar,

» Kollajen gibi yapisal proteinlere, geri doniisiimsiiz sekilde baglanarak bazal
membran ve matriks bilesenlerini bozarlar,

* Adezyon yapan matriks proteinlerini etkileyerek kapiller gecirgenligi artirir,
makrofaj ve mezengiyal hiicrelere de baglanarak bdlgeye monositlerin gogiine,
matriks artisina ve NO yapiminin engellenmesine neden olurlar,

* Kendine 6zgii reseptorlere (RAGE - receptors for AGE) baglanir ve NF-
kB’yi aktive ederler. Boylelikle ¢ok sayida sitokin, kimokin ve vazoaktif hormon
iiretimini uyarirlar,

* Glukoz, fruktoz ve ara drlinler dogrudan hedef dokudaki protein
fonksiyonlarmi etkileyebilir (115-117).

PKC aktivasyonu: PKC, 12 izoenzimi iceren ve viicutta yaygin olarak
bulunan bir enzim ailesidir. PKC, 6zellikle hiicresel cevaplarin biiytime faktorlerine,
norotransmitterlere, prostaglandinlere ve bazi ilaglara iletilmesi gibi bir¢ok hiicre
fonksiyonlar1 ile iligkilidir. Diyabetik hayvanlarda retina, glomeriil, aort ve kalpte
arttig1 gozlenmistir. Radyoaktif glukoz ile yapilan incelemelerde, glikolitik yolun ara
irinlerinin DAG’iin yapisina katildig1 gosterilmistir. DAG ise PKC’nin en 6nemli
endojen aktivatoriidiir. Boylece hiperglisemiyle olusan bu ara iirtinlerdeki artis, DAG
olusumuna ve PKC aktivasyonuna neden olmaktadir. Ayrica VEGF gibi vazoaktif
maddeler, biliylime faktorleri, dislipidemi, oksidatif stress ve AGEs olusumu
PKC’nin aktivasyonuna neden olmaktadir. PKC kan akiminin diizenlenmesi,
hiicresel farklilasma, sitokin olusumu gibi bir¢ok vaskiiler fonksiyonlarda rol oynar.
Bu nedenle PKC aktivasyonunun diyabetik ndropati patogenezinde kritik bir etken
olma olasilig1 yiiksektir (Sekil 4). Artmis PKC aktivitesi sonucunda vaskiiler alanda

permeabilite artis1, iskemi ve bazal membran artisi olur (57, 118-120).
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Sekil 4. Diyabetin Mikrovaskiiler Komplikasyonlarmin Gelisiminde PKC’nin Rolii
(121)

Polyol yolagi: Glukoz-6-fosfat iki temel yolakla metabolize edilir; glikoliz ve
pentoz fosfat yolu. Pentoz fosfat yolu primer NADPH kaynagidir (97). Glukozun
hiicre i¢i konsantrasyonunun anormal olarak arttig1 durumlarda glukoz aldoz
rediiktaz enzimi ile sorbitole indirgenir (Sekil 5). Daha sonra sorbitol dehidrogenazla
fruktoza yiikseltgenir. Aldoz rediiktazin aktivite goOsterebilmesi icin NADPH’a
ithtiyac1 vardir. Bu yiizden polyol yolagi aktivitesinin artmasi intraselliiler NADPH
eksikligiyle sonuglanir. Glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin de NADPH
ithtiyac1 vardir. Bu yiizden bu kofaktoriin intraselliiler eksikligi glutatyon rediiktaz
aktivitesini azaltarak, serbest radikal aracili hasarlara karsi korunmada onemli bir

faktor olan intraselliiler GSH igeriginin azalmasina neden olur (114).

NADP NAD NAD NADH

\7 \7

D-FRUKTOZ sl SORBITOL iy G1.UKOQZ

ALDOZ REDUKTAZ SORBITOL DEHIDROGENAZ
Sekil 5. Polyol Yolunun Semasi (122)
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Aldoz rediiktaz inhibitorlerinin  kullanildigi baz1 calismalarda lipid
peroksidasyonunun azaldigi (123) ve eritrosit GSH diizeylerinin arttig1 (124)
gosterilmistir. Sorbitol dehidrogenaz aktivitesinin artmasi ise hiicre i¢i NADH /
NAD+ (rediikte nikotinamid adenin diniikleotid / nikotinamid adenin diniikleotid)
oraninin artmasina neden olur. Bu durum ‘“hiperglisemik psddohipoksi” olarak
adlandirilir ve serbest radikal iiretiminin artmasma neden olur bu da iskemiyle
sonuclanabilir (97). Bunun otesinde biriken sorbitol ozmotik stres araciligiyla
mitokondrial disfonksiyona neden olarak, antioksidatif defans1 olumsuz yonde etkiler
(Sekil 6). Intraselliiler bir ozmolit ve endojen bir antioksidan olan ve antioksidatif
savunmada rol alan taurinin ve glutatyonun azalmasina neden olur (112). Yine hiicre
ici ROS’nin agir1 iiretimine neden olan bir baska sebep de glikoliz sonucu olusan
piruvatin kompleks II (siiksinatubikinon) diizeyinde mitokondriye olan transportudur

(125).

HUCRE DISI GLUKOZ

LEME, BIMIFE. VE BOBREKTE GLUKOZ ALIMI
(Instilinden bhafunsiz olarak)

HUCRE I¢1 GLUKOZ ARTISI
HalPH

Aldoz rediltaz
HMalDFP + H

SORBITOL

O\

HUCRE I 0SMOLALITE HUCRE I¢] MIYOINOSITOL |
“_\—\_._\_\_\_\_‘- "_'_‘_'_,_:—"’
ADEM

Sekil 6. Hiicre I¢i Asir1 Glukoz Artisinin Sonuglari (56, 126)
1.2.2. Deneysel Diyabet ve Serbest Radikaller

Streptozosin ile olusturulan deneysel diyabet caligmalarmin bir¢ogunda
oksidasyonun diyabetin ortaya ¢ikisindaki roliine dair bulgular elde edilmistir. Bir
glukonitrozure olan STZ’in etki mekanizmasi net ortaya konulamamistir. STZ’in
uygun olmayan NO cevaplar1 meydana getirdigi, NO cevabinin neden oldugu adacik
hiicre yikimmin artmasmim diyabeti olusturdugu diisiiniilmektedir. DM’un

baslangicinda siklikla pankreas adacik hiicrelerinde inflamasyon vardir ve bu
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instilitiste fagositlerden salinan serbest radikaller 6nemli rol oynar. Sitokinler de 3

hiicrelerinde serbest radikallerin olusumuna yol agarlar (127).

1.2.3. Serbest Radikallere Bagh Hiicresel Hasar

Serbest radikallerin yiiksek konsantrasyonlar1 lipidler, niikleik asitler ve
proteinlerin hiicresel hasarlanmasinda 6nemli rol oynarlar (87). Lipidler SR’e en
hassas molekiillerdir. Hiicre membranlarinda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin
doymamis baglar1 SR’le kolayca reaksiyona girebilir. Coklu doymamis yag
asitlerinin ROS’ne maruz kalmasi lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid
peroksidasyonunun ilk asamasinda yag asitlerindeki konjuge cift baglardan bir
elektron igeren H atomu c¢ikarilmasi ile lipid radikali (L") olusur. Lipid radikali de
oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksit radikalini (LOO") olusturur. Lipid peroksit
radikali de diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer. Boylece zincirleme bir
reaksiyon baslamig olur. Ayrica lipid peroksitler ortamdaki H atomlar1 ile de
reaksiyona girerek lipid hidroperoksitleri (LOOH) olustururlar. Lipid peroksitler
daha sonra MDA ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim iirlinlerine doniisiirler. Bu yikim
iiriinleri de DNA ya da proteinler ile reaksiyona girebilir ve mutajeniktirler. MDA,
iic veya daha fazla c¢ift baag sahip yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
olugsmaktadir. MDA lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar, ancak
spesifik degildir. Ayn1 zamanda membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve
capraz baglanmasma neden olabilir (34, 128, 129). Nukleotid yapisi i¢inde yer alan
purin ve pirimidin bazlar1 ve deoksiriboz baglanma bodlgesi oksijen radikallerinin
etkilerini gosterdigi bolgeler olup bu bdlgelerin hidroksilasyonu sonucunda DNA
molekiiliiniin yapis1 degismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (87, 130).

Oksidasyona en ¢ok maruz kalan aminoasitler metionin, sistein gibi terminal
stilfidril grubu iceren ve triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi aromatik yapida
olanlardir. Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda

degisiklikler olusur ve fonksiyonlari etkilenir (131).

1.2.4. Anti-Oksidanlar

Antioksidan Savunma Sistemleri ROS olusumunu ve bunlarin meydana

getirdigi hasar1 6nlemede gorev almaktadir (Sekil 7).
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Siipiiriicii Enzimatik Sentetik
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Preventif
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Alfa-Tokoferol | Paraoksonaz Allopurinol
Tiyoller ‘ Siiperoksit Dismutaz Probukol

Transferrin
Albumin

; sl . Seruloplazmin
Beta-Karaton Glutatyon Peroksidaz Penisilamin e
Urik Asit Desferoksamin
Flavanoidler Butil-hidroksitoluen

Ko-enzim Q

Sekil 7. Antioksidan Savunma Sistemleri (132)

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlar1 etkisizlestirirler (10, 133-
138).

1. Temizleme etKkisi:

Stiperoksid dismutaz, KAT, GPx, Glutatyon rediiktaz, Glutatyon S-Transferaz
(GST) gibi enzimler oksidanlar1 daha zayif bir molekiile ¢evirir (Sekil 8).

SOD
0, +O,+2H" — O*+H,0,
GPx
H,0,+2GSH — GSSG +2H,0

Sekil 8. Antioksidan Enzim Olan SOD ve GPx’in Etki Mekanizmalar1

2. Baskilama etKkisi:

Vitaminler (A,C,E) ve flavonoidler oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz
hale getiririrler.

3. Onarma etKkisi:

4. Zincir koparma etkisi:

Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarmi engelleyen agir metaller seklinde olan
bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir (139).

SOD: Ug tiir SOD vardrr. Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi
sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve iiglinciisii de Cu igeren ve plazmadaki O,
radikallerini metabolize eden vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dur. Metalloprotein
olan SOD bir O, molekiiliinii O, molekiiliine yiikseltgeyip, diger O, molekiiliinti
H,05’e indirger (10, 133-135) (Sekil 8).

22



KAT: Her biri bir prostetik grup olan ve yapisinda Fe +3 bulunduran 4 hem
grubundan olugsmus bir hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir. KAT SOD’in
olusturdugu H,O,’1 peroksidazlarla beraber oksijen ve suya parcalar. Diisiik
konsantrasyonlarda H,0O,’1 GPx pargalar, yiiksek konsantrasyonlarda ise KAT
aktivite kazanir. KAT aktivitesi eritrosit, karaciger ve bobrekte yogundur (10, 133-
137).

GPx: GSH’u yiikseltgerken H,O,’1 de suya gevirir ve bdylece membran
lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese karsi korur (Sekil 8). GPx yetersizligi
selenyum eksikligi sonucu olabilir. Ciinkii selenyum bu enzimin bir integral
parcasidir (133).

Glutatyon rediiktaz: Yiikseltgenmis glutatyonu rediikte hale ceviren 2
subiinitten olugsmus bir dimerdir (10).

GST: Toksik metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu katalizleyerek
toksik metabolitlerin detoksifikasyonuna yol agcan bagka bir antioksidandir (140).

Endojen ve non-enzimatik ajanlar: Askorbik Asit (Vitamin C), Vitamin E

(a-Tokoferol) ve Vitamin A (B-Karoten) dir (93).

1.3. Apoptozis

Apoptozis kelimesi, niikleer fragmantasyon, apoptotik cisimcik ve kromatin
yogunlagmasi1 gibi morfolojik degisikliklerin goriildiigii programlanmis hiicre 6liimii
(PCD) manasin1 tagimaktadir (141).

Hiicre 6liimii genellikle apoptozis ve nekroz olarak ikiye ayrilir.

Nekroz; pasif, katabolik bir siire¢ ve her zaman patolojik bir olaydir.
Histolojik bulgular1 mitokondrial ve niikleer sisme, organellerin bozulmasi, niikleus
etrafindaki kromatinin yogunlasmasi seklinde devam ederek, DNA’nin niikleer ve
sitoplazmik membraninda bozulma ile giden bir siirectir (142, 143).

Apoptozis ise multiselliiler organizmalarda fizyolojik kosullarda olusur.
Gelisimin normal bir parcasidir ve enerji gerektiren aktif bir stiregtir (142, 144, 145).
Degisik doku ve hiicre tiplerinde morfolojik ve biyokimyasal seyri ile kompleks bir
olgudur (146, 147).

Apoptozise yol acan baslica nedenler arasinda; Fas veya timor nekrozis
faktor reseptorii-1 (TNFR-1) reseptorlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfositler,

DNA hasar1 nedeniyle bir timdr supresor gen olan p53°lin aktive olmasi, hiicre ici
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Cat+2 miktarindaki artig, biiylime faktorii eksikligi, hiicre yaslanmasi, viral
enfeksiyonlar, kanser ilaglari, radyasyon, yiiksek doz glukokortikoid, ve oksidatif
stres olarak siralanabilir (148).

Lenfositlerde ve diger bircok hiicrede kaspazlarin aktive olmasiyla olusan
apoptozis iki farkli yolak izler.

1) Ekstrensek Sinyal Yolu Fas Ligand ve TNF: Fas Ligant (FasL) ve TNF
gibi 6liim faktorii olarak da adlandirilan proteinlerin ilgili reseptorlerine baglanmasi
ile hiicre 6limii gerceklesir. Sitokinler protein yapisinda olup hedef hiicrelerde
spesifik reseptorlere baglanarak hiicre ¢cogalmasi ve farklilagsmasini kontrol eder.
Sitokinler, yapisal Ozelliklerine gore; sitokin bagimli biiyiime faktorii, TNF ve
helikal sitokinler olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilirlar. Onemli bir apoptotik faktdr olan
FasL, TNF ailesinin bir iiyesidir (149). TNF, hedef hiicredeki TNFR-1 ve TNFR-2
adl reseptorlere baglanarak apoptozisi aktive eder. FasL, sitotoksik T lenfositlerde
(CTL) ve NK hiicrelerde bulunur. Hedef hiicrede bulunan reseptorii Fas ile
baglandiginda apoptozisi aktive eder. FasL, Tip-II membran proteini gibi sentezlenir.
FasL’m N terminali sitoplazmadadir, C terminali ise ekstraselliiler alana dogru
uzanmaktadir (150).

Membrana baglt TNF ve FasL’mn metalloproteinaz enzimleri araciligi ile
proteolizi sonucunda membrandan ayrilip serbest hale gegerek solubl TNF ve solubl
FasL admi almaktadir (151). Solubl formda bulunan TNF ve FasL’da apoptozisi
aktive etmekle beraber membrana bagli TNF ve FasL’in, spesifik reseptorlerini

aktive etmekte solubl formlarindan daha etkili olduklar1 saptanmstir (152) (Sekil 9).
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Sekil 9. Fas ve TNF 6liim reseptor ve aktivatorleri (152)

2) Intrensek Sinyal Yolu: Reseptorden bagimsiz, mitokondriyal baslangicli
olaylar zinciridir. Hiicre i¢indeki biiylime faktdrlerinin, sitokinlerin ve hormonlarin
eksikligi, radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest
radikaller intrensek yolagi baslatan baslica nedenlerdir (148).

Intrensek yolak kendi arasinda iki farkli yol izler.

a) Mitokondriyal Yolak: Memeli hiicrelerinde majér apoptotik sinyal
yoludur. Radyasyon, toksinler, 1s1 artisi, ¢ogu kemoterapotik ajan, timor supresor
genler, viral virulans faktor gibi sebepler intrensek mitokondriyal yolak {izerinden
apoptotik siirecin baslamasina neden olurlar (153) (Sekil 10).

Sitokrom-C apaptozis siirecinde merkezi bir konumda yer alan mitokondri i¢
membranimnda bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir. Sitokrom-C
mekanizmas1 heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir sekilde mitokondriden
apoptozis-indiikleyici  faktéor (AIF, apoptosis-inducing factor) ile birlikte
sitoplazmaya salinir. Sitokrom-C sitoplazmik protein olan Apaf-1’e (apoptotic

protease activating factor—1) baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’1n (adenozin

25



trifosfat) da katilimiyla apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks
inaktif olan pro kaspaz-9’un aktif kaspaz—9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz—
9 1se efektor kaspazlardan pro kaspaz 3’ aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla-
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD) inaktiflestirir, boylece ICAD niin
bagladig1 kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) serbestlesir ve bu da
apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve

oligoniikleozomal DNA fragmantasyonuna neden olur (154) (Sekil 10).

A. Mitokondrial sinyal yolu ve Kaspaz aktivasyonu
(‘{@I}\ Cyto c release
Apoptotic 5 1 Formation of Activation of
Stimulus > C Mitochondria 3 ! ] .. | ) the Apoptosome Caspase-9
.
B.Apoptozom formasyonu ve aktivasyonu
Active
Caspase9
dimers
Pro-
Caspase-9
—
Apoptosome

Sekil 10. intrensek Apoptotik Sinyal Yolu (154)

b) Endoplazmik Retikulum Aracith Apoptozis Olusturulmasi:
Endoplazmik retikulum (ER) intrensek apoptotik yolagin baslamasi i¢in ikinci major
etkiye sahiptir. ER’un protein sentezini, protein trafigini, strese cevabi ve
intraselliiler kalsiyum seviyelerini diizenlemede rol oynadig1 bildirilmektedir (155-
157). Son zamanlarda amiloid B norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz-12’ye
bagimli endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol tarif edilmistir (158). ER hiicre
ici kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren bir¢ok
stiregte kritik 6neme sahiptir. ER membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis
icin esas teskil eden Kaspaz—12 bu yolda 6nemli rol almaktadir. Ca™ seviyesinin

yilikselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile pro kaspaz—12
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aktiflesir. Ayrica kaspaz—7 salmimi ile de pro kaspaz—12 salmimi arasinda bir
baglant1 bulunur. Aktiflenmis kaspaz—12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz—9 ile
karsilikl1 olarak etkileserek sitozolik kaspaz kaskatini aktive eder. Invivo ve in vitro
olarak kaspaz-12’nin kaspaz-9’u aktive ettigi son yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
(159).

infaz yolag

Her iki yolak apoptozisin son yolagi olarak diisiiniilen infaz (execution)

fazinda sonlanirlar. Efektor kaspazlar olarak adlandirilan kaspaz-3, kaspaz-6 ve
kaspaz-7 aktivasyonu sonucu proteazlar aktive olur, nukleer ve sitoplazmik hucre
iskelet proteinleri parcalanir. Sonug¢ olarak hiicrede apoptozise ait morfolojik ve
biyokimyasal degisiklikler meydana gelmektedir (160).
Kaspaz-3 en onemli efektor kaspazlardan biridir ve baslatict kaspazla (kaspaz-8,
kaspaz-9, kaspaz-10) aktive olarak proteolitik kaskadin baslamasma neden olur.
Kaspaz-3 aktivasyonu, ICAD ile birlesik halde bulunan endoniikleaz CAD’1
inhibitoriinden ayirarak aktive eder. Takiben CAD c¢ekirdekteki kromozomal DNA'y1
parcalar ve kromatin yogunlagmasina neden olur (161).

Apoptozisin  son basamagi apoptotik  hiicrelerin  fagositozu ile
gergeklesmektedir. Hiicre ylizeyinde yer alan fosfolipidlerin asimetrisi ve
fosfatidilserinin membran i¢ yiizeyinden dis yiizeyine ¢ikmasi noninflamatuar
fagositik taninmayi1 kolaylastirarak fagositozu kolaylastirir (162). Apoptozis
yolaklar1 Sekil 11 'de gosterilmistir.
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Sekil 11. Apoptozis Yolaklar1 (163)

1.3.1. Apoptozisde gorev alan aracilar

p53: Hiicrede i¢ veya dis nedenlerle DNA hasar1 olustugunda aktive olan bazi
genler, apoptozise neden olabilmektedir. Bu genlerden en 6nemlisi p53 genidir. Bir
timor supresér geni olan pS3 proteini niikleusta lokalizedir ve harekete gectiginde
esas fonksiyonu, pek ¢ok diger genin transkripsiyonunu kontrol ederek DNA tamiri
yapan proteinlerin transkripsiyonunu indiiklemektir. p53 geni, apoptotik sinyal
sonucu aktif hale gelerek DNA hasarmi tamir edebilecek diizeydeyse, hiicrenin geg
Gl fazinda kalarak, S fazina ge¢gmesine engel olmakta ve hiicreye DNA’y1 tamir
etmek icin zaman kazandirmaktadir. DNA hasar1 tamir edilemeyecek diizeydeyse,
hiicre siklusundaki blok ortadan kalkar ve hiicre hasarinin tamiri basarili olmaz.
Bunu takiben p53 geni bcl-2 grubu proteinlerden bax proteinini aktive ederek
mitokondri aracilig1 ile hiicrenin apoptozise giderek 6lmesini saglar (164).

Bcl-2 protein ailesi: Mitokondriyal yolakta islev goren ve apoptoziste ¢cok
onemli rol oynayan molekiillerdendir. Bcl-2 ailesi, iki farkli gruptan olusur:

apoptozisi indiikleyenler (Pro-apoptotik iiyeler: Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs) ve apoptozisi
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inhibe edenler (Anti-apoptotik iiyeler: Bcl-2, Bcl-Xl). Pro-apoptotik ve anti-
apoptotik molekiillerin rolatif orani hiicrenin hayatta kalip kalmayacagini belirler.
Dolayisiyla oranin artmasi ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veya aktivasyonu
ile sonuglanir. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri (Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs), sitozolde
yer alir ve apoptotik uyar1 alinmasi halinde mitokondri membranina baglanarak
burada por olusumunu indiikler, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sit-c
ve AIF’lin mitokondriden sitozole ¢ikmasini saglayarak apoptozisi indiikler (165).

Anti-apoptotik Bcl-2 gen ailesi (Bcl-2, Bel-X1), pek cok proteinin sitozolden
intraselliiler membrana dagilimini diizenleyen adaptor bir protein olarak etki
gostererir. Sit-c’nin ve AIF’lin mitokondriden ¢ikisini engeller ve boylece apoptozisi
inhibe eder (165).

Kaspazlar: Aktif merkezinde sistein bulundugundan “sistein proteazlar”
olarak adlandirilan ve apoptotik hiicre Oliimii esnasinda o6nemli rol oynayan
enzimlerdir. Aspartik asitten sonraki peptid bagini kirmakla gorevlidirler (166).
Inaktif olarak sentezlenen kaspazlar yapilarinda bulunan aspartat bagmin
ayrilmasiyla proenzimden, subiinitler iceren aktif enzimlere doniisiir ve birbirlerini
aktiflestirerek proteolitik kaskada neden olurlar (167). Bu enzimlerin baslhca
gorevleri; apoptozis siirecinde genomik DNA’nin 50-200 kb parcalar halinde
kirilmasi, proteinlerin parcalanmasi, fosfotidilserinin hiicre zar1 i¢ ylizeyinden dis
yiizeyine ¢ikmasi seklinde siralanabilir (168, 169).

Kaspazlar fonksiyonlarina gore ii¢ gruba ayrilirlar:

1. Baslatici Kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9 ve 10’u igerir. Her biri 100
aminoasitten olusan baslatic1 kaspazlar, transmembran reseptorleri veya sitotoksik
molekiiller ile etkileserek aktif hale gecerler. Bu kaspazlar pro-apoptotik sinyali
aldiktan sonra yolagim devamindaki diger kaspaz iiyelerinin aktive olmasini saglarlar.
Daha sonra efektor kaspazlari aktiflestirirler ve apoptotik mekanizmanin hiicre
icerisinde farkli yolaklarda devam etmesine neden olurlar (170).

2. Efektor Kaspazlar: Bu gruba kaspaz 3, 6 ve 7 dahildir. Bu kaspazlar
cesitli hiicre i¢i proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana
gelmesine neden olurlar (171).

3. Sitokinleri Aktive Eden Kaspazlar: Hiicre sinyal iletiminde 6nemli role

sahip sitokinlerin aktivasyonlarinda gorev yapan bu grup Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13,
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14’den olusmaktadir. Bu gruba dahil olan Kaspaz 1, interlokin-18 doniistiiriicti
enzim (ICE) olarak bilinmekte ve oOnciil interlokin-1 B’nin aktif hale ge¢cmesine

neden olmaktadir (172).

1.3.2. Apopitozisin Yer Aldig1 Patofizyolojik Durumlar

Apoptozis, akut ve kronik diizensiz hiicre 6liimiiyle beraber bircok hastaliga
yol ag¢maktadir. Apoptozis, deri, bagirsak mukozasi ve immiin sistem gibi
dokulardaki ¢ogalan hiicrelerin sayisini ve siirekliligini devam ettirmekle kalmayip
ayn1 zamanda periferik ve merkezi sinir sisteminin gelisiminde de Onemli rol
oynamaktadir (173). Diizensiz apoptozisin yer aldigi patofizyolojik durumlar Tablo
4’de gosterilmistir (174).

Tablo 4. Apopitozisin Yer Aldig1 Patofizyolojik Durumlar

e Malign ve Pre-Malign Durumlar e  immiin Sistem Bozukluklar
Solid Timorler AIDS,
B Hiicre Lenfomalart, Tip 1 Diabetes Mellitus,
Kronik Lenfositik Losemi, Lupus Eritematozus,
Prostat Hipertrofisi, Sjogren Sendromu,
Preneoplastik Karaciger Odaklari, Glomeriilonefritis.
Kemoterapiye Direng. e intestinal Bozukluklar
e Norolojik Bozukluklar Dizanteri,
Felg, Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklari,
Alzheimer Hastaligi, Radyasyon ve HIV Enfeksiyonu ile
Ataxia Telangiectasia. Olusan Diare.
e Kalp Hastaliklan e Bobrek Hastahklan
Iskemik Kardiak Hasar, Polikistik Bobrek Hastaligi,
Kemoterapiyle indiiklenen Anemi / Eritropoezis.

Miyokardial Baskilanma.

Apoptotik hiicre 6liimii hem akut hem de kronik nérolojik hastaliklarin bir
ozelligidir (175). Gelisim esnasinda olusan PCD ilk kez sinir sistemi i¢in
tanimlanmigtir (176).

Hafif siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da
apoptozis goriiliir. Bu uyaranlara 6rnek olarak hipertermi, diisiik doz sitotoksik

ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi gosterilebilir (177).
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1.3.3. Apoptozis ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen radikalleri hiicrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidratlar
gibi tiim 6nemli bilesenlerinin yapilarinin bozulmalarina neden olurlar.

Mitokondriyal ROS’nin asir1  iiretimi  ve/veya mitokondrial redoks
homeostazisinin bozulmasi1 mitokondrial membran gecirgenliginin bozulmasina yol
acar. Buna bagli olarak intraselliler su homeostazisi bozularak mitokondrial
matriksin ozmotik olarak sigsmesine neden olur (178). Mitokondrial disfonksiyon,
asir1 ROS tretimini tetikleyerek Bcl-2 ailesi iiyelerinde redoks-aracili degisiklikler
meydana getirir. Bu degisiklik hiicredeki diger mitokondrilere de yansir ve bu
mitokondrilerin membran permeabilitesini degistirerek apoptozis alevlendirilir (179).

Reaktif oksijen radikalleri tiretimi ve buna bagli olarak olusan oksidatif stres,
aym zamanda redoks-aracili olarak ER’dan sitoplazmaya Ca™ salmimma neden
olur. Hiicre ici serbest Ca™ artis, Ca™ - bagmml enzimleri (endoniikleazlar ve
fosfolipazlar) aktive ederek bir¢ok farkli mekanizma ile apoptotik hiicre Oliimiine
katkida bulunur. intraselliler Ca™ homeostazisindeki bozukluk diger taraftan
sitokinleri aktive eden kaspaz-12’nin aktivasyonunu indiikler. Kaspaz-12, kaspaz-3,
kaspaz-8 ve kaspaz-9’u aktive ederek proteolitik kaspaz kaskadmin baslamasina
neden olur (180).

Reaktif oksijen radikalleri liretimindeki artis, Ca™un hiicre i¢ine girisini
arttrmasinin yaninda fosfotidilserinin oksidasyonuna ve plazma membranmin dis
ylizeyine translokasyonuna neden olur. Dolayisiyla ROS’nin fagositik yolakta da
gorev aldig1 ve apoptozisi indiikledigi gézlenmistir (181).

Katabolik enzimlerin uyarilmasi sonucunda zardaki fosfolipitler bozulur.
Hiicre i¢i kalsiyum artmasi ile fosfolipaz A2 uyarilir ve arosidonik asit salinir,
boylece hiicre hasar1 olusur. Proteazlarin uyarilmasi ile yapisal zar proteinleri yikilir.
Lipazlarin uyarilmasi ile lipid peroksidasyonu olur. Endoniikleazlarin uyarilmas: ile
genetik yap1 bozulur. Prostaglandinler salinir, boylece mikrovaskiiler gegirgenlik ve
vazodilatasyon artar. Kalsiyum ayrica nitrik oksit sentazi uyarir ve NO olusumu artar
ve bu da ROS iiretimini artirir (182). Oksijen radikalleri serbest oksijen elektron
transport zinciri iginde suya doniisiirken olusur. NO siklik GMP olusumunu bozarak
hasara yol acarken oksijen ile reaksiyona girerek DNA hasar1 ve membran lipid

peroksidasyonuna neden olan O, , peroksit ve ONOO serbest radikallerini olusturur
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(182). Bunlar apoptozisin potansiyel uyaricilaridirlar. NO’in deneysel ¢alismalarda
fokal serebral iskemiye yol actig1 ve bu hasarin NOS inhibitorleri ile onlenebilecegi

gosterilmistir (183).

1.3.4. Apoptozis Morfolojisi

Apoptozisin baslama siiresi, hiicre tipine gore degisiklik gosterir ancak
morfolojik degisklikler biitiin hiicre tiplerinde benzerdir. Cekirdek, sitoplazma ve
hiicre yilizeyinde meydana gelen degisimler birbiri ile uyumludur. Baslica {li¢ evrede
gerceklesir;

I. evre: Hiicre biizlismesi ve ¢ekirdek yogunlasmasi,

II. evre: Hiicre tomurcuklanmasi ve “apoptotik cisimciklerin” olusumu,

III. evre: Apoptotik cisimciklerin fagositozisidir (184).

I. Evre: Apoptozise gidecek olan hiicreler diger hiicrelerden ayrilarak
membran yapist bozulur. Endoniikleaz enzimlerinin aktive olmasiyla DNA 180-200
baz ¢ifti uzunlugunda kirilir ve ¢ekirdek kromatini dagilir. Cekirdek kromatini farkli
boyutlarda ve sekillerde c¢ekirdegin i¢ yilizeyine porlar1 kapatacak sekilde
yogunlasarak yapisir (184). Cekirdek zar1 boliinerek parcalara ayrilir. Muhtemelen
plazma membraninda bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinin aktivasyonunun
bozulmasma bagli olarak sitoplazmik proteinlerin yogunlagsmasi ve hacmin
azalmasina bagli olarak hiicrede biiziilme ortaya c¢ikar (185). Bu da apoptotik
hiicrelerin neden saglikli hiicrelerden daha kiiciik gozlendigini agiklar. Daha sonra
hiicre zarlarinda cikintilar ve kivrimlar olusurken, ER genisler ve hiicre zar ile
birleserek yilizeyde kraterler olusturur fakat bu siiregte mitokondrilerin yapisinda
onemli bir degisiklik goriilmez (184).

II. Evre: Hiicre zarinda biiziismenin artmasiyla blebler ortaya ¢ikar. Takip
eden siiregte hiicre, sitoplazma, organel ve g¢ekirdek pargalari iceren zarla cevrili
apoptotik cisim olarak adlandirilan pargalara ayrilir. Apoptotik cisimlerin bir kismi1
yogun olarak hiicre organellerini igerirken, bir kisminda c¢ekirdek kalintilari
mevcuttur (185).

III. Evre: Apoptotik cisimlerin bulunduklar:t hiicreler arasi alanlarda

makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan hizlica fagosite edilmesini kapsar (185).
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Bu evreler sirasinda apoptozisin deneysel olarak saptanmasi ancak 2. ve 3. evrelerde
miimkiindiir (186-188).
Apoptozis sirasinda hiicre i¢i makromolekiiller disar1 ¢ikmadigindan herhangi

bir inflamatuar cevaba neden olmaz ve komsu hiicrelerde zarar olusturmaz (189).

1.3.5. Apoptozis ve Nekrozis farki

Apoptozis, nekrozdan olduk¢a farkli bir hiicre 6liim mekanizmasidir.
Nekrozis, kontrolsiiz ve pasif bir slire¢ olup genelde genis alanlar1 ve hiicreleri
etkiler. Enerji destegi kesilir ve direkt hiicre zarmmn hasara ugradigi gozlenir
Apoptozis ise kontrollii, enerji bagiml bir siiregtir, hem fizyolojik hem de patolojik
sartlar altinda meydana gelebilir ve tek bir hiicreyi veya hiicre grubunu etkiler (148).
Nekrozisde zarin hasar1 sonrasi su igeri girer ve hiicre siser (cell swelling), apoptotik
hiicre tam tersine kii¢iiliir (cell shrinkage) (148).

Apoptozis nekrozis farki Tablo 5’de ayrmtili olarak 6zetlenmistir.
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Tablo 5. Apoptozis ve Nekrozis Farki (148)

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Morfolojik ozellikler -Hiicre zar1 biitlinligiiniin kayb1 -Intakt hiicre zar1 fakat zarda
-Kromatin flokiilasyonu bleblerin olusumu
-Hiicre sismesi -Kromatinin niikleer zar civarinda
-Endoplazmik retikulumun toplanmasi ve yogunlagmasi
dilatasyonu -Hiicre kiigiilmesi
-Biiyiik vakuollerin olusumu -Organellerde disintegrasyon yok
-Hiicrenin lizisi -Hiicrenin mitokondri, niikleus,
ribozom ve diger organelleri
iceren zarla cevrili apoptotik
cisimlere par¢alanmasi
Biyokimyasal -Bozulmus iyon homeostazisi -Kontrollii, baz1 aktibasyonlarin ve
ozellikler -ATP gerekmez (pasif siireg) enzimatik basamaklarmn olmasi
-DNA rastgele pargalanir -ATP gereklidir (aktif siireg)
-Postlitik DNA fragmantasyonu DNA interniikleozomal alanlara
(6liimiin gec safhassi) 180 kb ¢iftinin katlar1 olacak
sekilde kirilir
-DNA Fragmantasyonu
Diger ozellikler -Hiicresel gruplar halinde oliir -Hiicreler tek tek veya birkaci bir

-Fizyolojik olmayan etkiler sonucu
gergeklesir
-Lizozomal enzimler salinir

-Inflamasyona neden olur

arada oliir

-Fizyolojik sartlarda da
gergeklesebilir

-Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

-Inflamasyon gériilmez

1.3.6. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yéntemler

Apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik gdriiniimiine

gore karar verilirken giinlimiizde, morfolojik degerlendirmenin yaninda apoptozise

0zgl oldugu bilinen baz1 aktivasyonlarin (6rnegin aktif kaspaz-3 tayini) molekiiler

diizeyde belirlenmesiyle de tespit edilebilmektedir. Kaspaz aktivasyonlarmin

belirlenmesine yonelik metodlarla saptanabilen apoptozis, 90'larin sonuna dogru

fosfatidilserin translokasyonunu belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslandi.

Apoptotik epitelyal hiicrelerde kaspaz aktivitesiyle kirilan keratin 18'in kirildiktan
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sonraki 0zglin formunu saptayan antikorlar1 kullanarak daha spesifik yontemler
2000’ 11 yillarda ortaya ¢ikti. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler genel

olarak 5 baslikta toplanabilir (Tablo 6).

Tablo 6. Apopitozisin Belirlenmesinde Kullanilan Ydntemler

e Morfolojik goriintiileme yontemleri
e Immiinohistokimyasal yontemler

¢ Biyokimyasal yontemler

e Immiinolojik yontemler

e Molekiiler biyoloji yontemleri

1- Morfolojik Goriintiileme Yontemleri
a- Isik Mikroskobu Kullanim

Hematoksilen boyama: Apoptotik hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk
metod olarak baslanmasi uygundur ve c¢esitli acilardan (6rn. ilk degerlendirme,
maliyet) diger metodlara kars1 avantaj saglar. Hematoksilen boyamada, hematoksilen
boyast kromatini boyadigindan apoptotik hiicreler niikleus morfolojisine gore
degerlendirilir. Gozlenebilen degisiklikler; hiicre kiigiilmesi "celi shrinkage", veya
sitoplazmik kii¢iilme "cytoplasmic shrinkage", kromatinin kondanse olmasi "nuclear
condensation" ve nukleus zarmin periferinde toplanmasi, nukleusun kiiciilmesi
"pyknosis" veya pargalara boliinmesi "nuclear fragmentation" seklinde siralanabilir
(190).

Giemsa boyama: Niikleus morfolojisi esas alinarak yapilir. Hematoksilen
boyamaya gore sitoplazma sinirlari daha iyi secilebilmekle birlikte belirgin bir

istlinliigli yoktur (190).

b- Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop Kullanimi

Floresan boyalar DNA'ya floresan boyalarin baglanmasi sonucu kromatinin
dolayisiyla niikleusun goriniir hale gelmesi temeline dayanan bu yontem ayrica
hiicre kiiltliri calismasinda kullanildiginda, canli hiicre ile yasayan hiicrenin
ayrimina olanak tanir. Hoechst boyasi canli ve 6lii tiim hiicreleri boyarken sadece 6lii
hiicreleri boyayabilen propidium iyodur boyasi beraber kullanilir. Membran1 intakt

olan (canl1) hiicreler propidium iyodur gibi sadece membran biitiinliigli bozulmus
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(6lii) hiicreleri boyayan bir boya ile boyanmazlarken, Hoechst boyasi gibi 6lii veya
canli tiim hiicrelere girebilen boyalar ise ortamdaki tiim hiicreleri boyayarak 6lii veya
canli hiicre ayrimina olanak saglarlar. Bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu
anlasilabilmekte ancak Oli hiicrelerin apoptozisle veya nekrozisle Olip

Olmediklerinin ayrimi niikleus morfolojisine bakilarak yapilmaktadir (190).

Elektron Mikroskobu:

Elektron mikroskobu c¢alismalar1 apoptozis saptanmasi i¢in gold standarddir.
Niikleus fragmentasyonu net olarak izlenebilir, apoptotik hiicrede bu yontemle
sitoplazmik kii¢iilme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu izlenebilmektedir

(190).

Faz Kontrast Mikroskobu:
Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin Kkiiltiir ortaminda, "flask" veya
"plate"lerde biiyiitiildiigli calismalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek

amaciyla kullanilir (190).

2- Histokimyasal Yontemler

a- Anneksin V Yontemi:

Apoptotik hiicrelerde dis yiize transloke olmus fosfatidilserin (PS) floresan
bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale
getirilir. Normal hiicrelerde ise PS hiicre zarinin sitoplazmik yilizeyinde bulunur.

Boylece apoptotik hiicreler saptanmig olur (190).

b- TUNEL Yo6ntemi:

Parafin bloklar, donmus kesitler, kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki veya
"plate"lere ekilmis, ya da lameller lizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin
varlig1 bu metodla saptanabilir. DNA kiriklariin in situ olarak taninmasini saglar.
(190).

c- M30 Yontemi:

Sadece sitokeratin 18'1 eksprese eden dokularda kullanilmas1 miimkiindiir. Bu
dokular epitelyal kaynakli dokulardir. Kaspazlarin etkisiyle kirilmas1 sonucu ortaya
cikan yeni antijenik bolgenin immiinohistokimyasal yontemle boyanmasi prensibine

gore belirlenir (190).
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d- Kaspaz-3 Yontemi:
Kaspaz-3 eksprese ettigi bilinen dokuda veya apoptozise yol agan ajanin
kaspaz-3'ii kirdig1 kesin bilinen olaylarda kullanilir. Kaspaz-3 yontemi ile sadece

apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 IIIC metoduyla belirlenebilir (190).
e- Bcl-2/Bax Yontemi:

Bcl-2/Bax gen ailesi apoptozisin regiilasyonundan sorumludur (191, 192). Bcl-2/Bax
gen ailesinin {irlinleri homodimer ya da heterodimerler olacak sekilde kompleks
yaparak islerini goriirler. Mitokondri ve ¢ekirdek zarlarinin yaninda endoplazmik
retikulum zarinda da mevcuttur (191, 193). Bcl-2/Bax oranmin artmasi durumunda

hiicre yasamima devam eder. Bax fazla miktarda ise hiicre 6lir (194).

3- Biokimyasal Yontemler

a- Agaroz Jel Elektroforezi:

DNA Fragmentasyonu: Apoptoziste DNA, 180 baz cifti ve bunun katlarina
karsilik gelen noktalardan (interniikleozomal bolgelerden) kirildigi i¢in merdiven
goriintiisii "ladder pattern" denilen apoptozisin karakteristik 6zelligi ortaya c¢ikar.

Apoptozisi nekrozisten ayirmada faydali yontemlerden biridir (190).

b- "Western" Blotting:
e Substrat kirilmalari
e Aktif kaspazin belirlenmesi
e Sitokrom C saliverilmesi
Bu yontemde apoptozise 6zgii baz1 proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin
(6rn. bel-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn. kaspaz-3) saptanmasi miimkiindiir,
ayrica sitokrom c'nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadiginin belirlenmesi de bu metodla
belirlenebilir. Normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen sitokrom
c’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptozise gittikleri anlagilir
(190).
c- "Flow" Sitometri:
e DNA azalmasi

e AnnexinV
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Bu yontemin temel prensibinde antikor kullanilarak apoptozise 6zgii her
hangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi yer almaktadir. Ozellikle iki sekilde
apoptozis deteksiyonu yapilir;

- Floresan bir madde olan propidium iyodur kullanilarak,

- Anneksin V kullanilarak (190).
4- immiinolojik Yéntemler

a- ELISA:
e DNA fragmentasyonu
e M30 duzeyi
ELISA ile gerek kiiltlirii yapilmis hiicre popiilasyonlarinda gerekse insan

plazmasinda hem M30 diizeyinin 6l¢iimii, hem de DNA fragmentasyonunu tespit

etmek miimkiindiir (190).

b- Flourimetrik Yontem:

e Kaspaz aktivasyonu (Hiicre kiiltiirti)

Kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kullanilir. Arastirilacak kaspazin antikorunun
bulundugu "plate"lere hiicre lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur ve
sonra ortama kaspazlar1 pargalayan ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu
substrat ilave edilir. Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan

floresanin siddeti fluorimetre ile dlciilerek kaspaz aktivitesi saptanir (190).

5- Molekiiler Biyoloji Yontemleri

DNA Microarrays:
Gen ekspresyon dereceleri
e Hiicre 0liim reseptorleri
e Kaspazlar
Apoptozise 0zgii hiicre ylizey Olim reseptorlerinin ekspresyon durumlari
hakkinda genis bilgi edinme olanag1 saglayacagi diisiiniilen DNA Microarrays
yontemi giiniimiizde ulasilmasi1 zor ve pahali bir yontem olmakla beraber gelecekte

sik kullanilacak ve etkili bir yontemdir (190).
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1.4. Pregabalin

Pregabalin  (PGB), [(S)-3-izobutii GABA], (S)-3-(aminometil)-5-
metilheksanoik asit yapisinda ve gama-aminobiitirik asid’in (GABA) ti¢lincii karbon
pozisyonunda alkil tiirevi olup epilepsi, noropatik agri ve jeneralize anksiyete

bozuklugu tedavisinde kullanilan yakin zamanda gelistirilmis bir molekiildiir (4, 195)

(Sekil 12).

CH,
Pregabalin

Sekil 12. GABA ve PGB’in Molekiiler Yapis1 (196)

Yapilan fare deneylerinde PGB’in beyin korteks, hipokampus, amigdala,
spinal kord voltaj duyarli kalsiyum kanallar1 (VKKK)’nin 026 tip 1 alt linitesine
spesifik olarak baglandigi gosterilmistir (195).

Epilepsi gibi noronlarda anormal ateslenme oldugunda veya ndropatik
agridaki gibi noronlar hasarlanmis oldugunda, bu noronlar asir1 uyarilmis hale gelir
ve uyarilmig noronlarda Ca* iyon akisi norepinefrin, glutamat ve substans P gibi pek
cok norotransmitterin salinimima neden olur. PGB hipereksite noronlarda VKKK’ na
potent olarak baglandiktan sonra, depolarizasyonla indiiklenmis kalsiyum akisini
modiile ederek glutamat, noradrenalin ve substans P gibi pek ¢ok eksitator
norotransmitterin salmimini azaltir. Bunun sonucunda postsinaptik reseptorlerin
stimiilasyonunda azalma olusur ve ndronlar normal fizyolojik durumuna doner.
PGB’in baglanmasi ile ilgili 6nemli bir nokta, normal sinir fonksiyonu degismezken
ektopik aktivitenin azalmasidir (197).

Pregabalinin emilimi hizhidir ve biyoyararlanimi yaklasik olarak %90°dir.
Doruk plazma konsantrasyonuna oral alimindan bir saat sonra ulasir. Plazma
proteinlerine baglanmaz. Minimal metabolizmaya ugrar ve yar1 6mrii 5,8-6,3 saat
arasidir. Yaklasik olarak %98’1 bobrekten degismeden atilir (198). Dozla orantili
farmakokinetigi PGB’in klinik uygulamalarinda giivenli oldugunu gostermektedir.
Emilimi yemeklerle iliskili degildir. Rat, fare ve maymunlarda kan beyin bariyerini

hizla gectigi gosterilmistir (4). Hepatik metabolizmas1 yoktur ve sitokrom P450 gibi
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karaciger enzimlerini inhibe etmez. Plazma proteinlerine baglanmadigindan ve
metabolize olmadigindan ilag etkilesimlerine neden olmaz. Lamotrijin, fenobarbital,
topiramat ve valproik asit ile birlikte kullanildiginda farmakokinetiklerini
etkilemedigi gosterilmistir (4). Onerilen optimal tdrapatik dozu giinliik 300-600
mg’dir.

Uyku hali ve sersemlik hissi basta olmak iizere istah artisi, 6fori hali, libidoda
azalma, irritabilite, ataksi, dikkat kaybi, koordinasyon bozuklugu, hafiza bozuklugu,
tremor, dizartri, parestezi, bulanik gorme, diplopi, vertigo, agiz kurulugu,
konstipasyon, kusma, gaz, erektil disfonksiyon, yorgunluk, periferik 6dem, ddem,
yiiriiyliste anormallik ve kilo artis1 goriilen yan etkiler arasinda sayilmaktadir (199,
200).

Pregabalinin gebe kadinlarda kullanimina iligskin yeterli veri yoktur. PGB’in
insanlarda anne siitiine ge¢ip ge¢medigi bilinmemektedir; ancak sigan siitliinde
mevcuttur. Bu nedenle, emzirme tavsiye edilmez.

Tedaviye direngli parsiyel epilepsi hastalarinda tedavi alternatifi olarak PGB
onemli bir yer tutmaktadir (201). Ilaca direngli epilepsi hastalari ile yapilan agik uglu
ii¢ caligmanin degerlendirildigi bir meta analizde 600 mg/giin doz ile kompleks
parsiyel, basit parsiyel ve sekonder jeneralize nobetlerde plaseboya gore anlamli
olarak tistiin oldugu belirtilmektedir (200).

Van Sevanter ve arkadaslari; postherpetik nevraljili 370 hastada plasebo ile
PGB’in 150-300 ve 600 mg dozlarinin analjezik etkisini karsilastirmis, PGB’in doza
bagl etkisi gozlenmis ve doz artis1 ile agridaki azalmanin korele oldugunu
saptamigtir.

Diyabetik noropatik agrida da bircok c¢alisma yayimlanmistir. Richter,
calismasinda ozellikle PGB’in 300-600 mg/glinliik dozlarinda agr1 ve uyku
kalitesinde plaseboya gore anlamli diizelme oldugunu belirtmistir (202).

Yapilan bir ¢alismada Siddall tarafindan 137 komplet ve inkomplet spinal
kord yaralanmal1 hasta iizerinde yapilan ¢alismada ortalama agr1 skorlarinda, yasam
kalite Olgiitlerinde, uyku kalitesinde ve anksiyete skorlarinda PGB grubunda
istatistiki olarak anlamli diizelme saptanmistir (203).

Pregabalinin spinal kord hasarinda néroprotektif oldugu ratlarda gosterilmistir

(204).
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Calismamizda PGB’in deneysel olarak olusturulmus diyabetik ratlarda

noroprotektif etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde, Firat
Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ile birlikte yapildi
ve ¢alismanin etik onayi, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan

alind1 (29.12.2011/145).

2.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan en az 8 haftalik Wistar Albino cinsi erkek ratlar, Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Hayvanlar Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Birimi (FUDAM) Hayvan Laboratuari'nda
bulunduklar1 ortamin sicaklig1 22-25 °C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat
151k altinda ve 12 saat karanlikta takip edildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan bir
ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi.
Yemler 6zel ¢elik kaplarda, su da paslanmaz gelik bilyeli biberonlarda normal ¢esme
suyu olarak verildi. Deney hayvanlar1 Elazig Yem Fabrikasi’'nda 6zel olarak
hazirlanan pelletler halindeki rat yemleriyle beslendi. Ratlara verilen yemin
bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 7°de belirtilmistir. Ratlarin deneysel

uygulama yapilacak sathaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 7. Deney Hayvanlarma Verilen Rat Yeminin Terkibi

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D;, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg B, 0.006
mg By, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0.32 mg Folic acid, 0.02 mg D-
Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu,
0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0.06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

**04 18 fosfor, %25 kalsiyum, %0,2 flor’dan olusur.
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2.2. Diyabet Indiiksiyonu

Calismanin bu kisminda kullanilacak 14 adet ratda diyabet olusturmak i¢in 26
gauge’lik insiilin enjektoriiyle 180 mg/kg dozunda STZ (Streptozosin, Zanosar,
Pharmacia, France) intraperitoneal olarak 0,4 ml (0,1 M) sodyum-sitrat tamponunda
(pH:4,5) ¢ozdiiriilerek intraperitoneal enjeksiyonla tek doz olarak uygulandi. 72 saat
sonra kuyruk veninden kan alinarak, glukometre cihazindaki 6l¢timii sonucu aglik
kan glukozu > 250 mg/dl’yi gecen ratlar, diyabetik olarak kabul edildi. Kan sekeri
Olgtimii  Glucostix (Myles, Ekhart, IN) ile yapildi. Ratlarmn aclik kan glukoz
diizeylerini saptamak icin kan Ornekleri, 8-10 saatlik aclik sonrasinda sabah 9-10

arasinda alind1

2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneysel calismalar, toplam 28 adet rat iizerinde gerceklestirildi. Ilk
tartimlar1 yapilarak agirliklar: kaydedildi. Ratlar; kontrol (Grup I), pregabalin-kontrol
(Grup 11), diyabet (Grup III) ve diyabet + pregabalin (Grup IV) olmak {izere 4 gruba
ayrildi.

1. Grup (n=7) Kontrol grubu: 8 haftalik deney siiresince herhangi bir
islem yapilmadi. Caligmanin baslangicinda, 4. haftada ve sonunda diizenli bir
sekilde agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.

2. Grup (n=7) Pregabalin-kontrol (PGB) grubu: 8 haftalik deney
siresince her giin intraperitoneal 50 mg/kg PGB uygulandi. Caligmanin
baslangicinda, 4. haftada ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve
glukoz diizeyleri kaydedildi.

3. Grup (n=7) Diyabet (DM) grubu: 180 mg/kg dozunda, sodyum-sitrat
tamponunda ¢oziilmiis tek doz intraperitoneal (IP) STZ verilip 72 saat sonra kuyruk
veninden kan sekeri 250 mg/dl {izerinde olanlar diyabetik kabul edildi. Caligmanin
baslangicinda, 4. haftada ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve glukoz
diizeyleri kaydedildi.

4. Grup (n=7) Diyabet + pregabalin (DM+PGB): 180 mg/kg dozunda,
sodyum-sitrat tamponunda ¢oziilmiis tek doz intraperitoneal (IP) STZ verilip 72 saat
sonra kuyruk veninden kan sekeri 250 mg/dl {izerinde olan bu ratlara diyabet

olusumu itibariyle 8 hafta boyunca her giin intraperitoneal 50 mg/kg PGB
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uygulandi. Calismanin baslangicinda, 4. haftada ve sonunda diizenli bir sekilde

agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.

2.4. Orneklerin Ahnmasi

Tim gruplardaki ratlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75mg/kg)
+ xylazine (10mg/kg) 1p uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan ratlarin beyin ve siyatik sinir dokular1 hizla ¢ikarildi.
Cikarillan beyin ve siyatik sinir dokular1 biyokimyasal calisma igin -80C”’de

saklandi. Histolojik ¢alisma i¢in ise %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi.

2.5. Biyokimyasal Cahsma

2.5.1. Kan glukoz diizeyleri:
Kan glukoz diizeyleri calisma siiresince glukometre (Glucostix (Myles,

Ekhart, IN) ile 8l¢iildii.

2.5.2. Dokularin Hazirlamasi:
Dokular distile su ile sulandirilarak cam-cam homojenizatérde homojenize

edildi. 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra stipernatant1 kullanildi.

2.5.3. Lipid Peroksidasyon Tayini:

Malonildialdehit, Matkovics ve ark. (205) tarafindan modifiye edilen Placer
ve ark. (206) yontemine gore Olgiildii. Bu yontem lipid peroksidasyonunun aldehit
dirtinlerinden biri olan MDA’in tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu temeline
dayanir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve
cOzeltinin absorbanst 532 nm’de spektrofotometrik olarak Olciilerek lipid

peroksidasyonunun derecesi saptanmaktadir.

2.5.4. Siiperoksid Dismutaz Aktivitesinin Tayini:

Bu metotta SOD aktivite ol¢limii ksantin- ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen
O, radikalinin nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgeyerek renk olugmasi esasina
dayanan Sun’un bildirdigi metoda goére yapildi (207). Bu sekilde tretilen O,
radikalinin NBT u indirgemesi 560 nm’de maksimum absorbans veren mavi renkli

formazon olusumu ile sonlanir.
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2.5.5. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Tayini:

Glutatyon peroksidaz aktivite diizeyi Lawrance ve Burk’un (208) yontemine
gore Olciildii. GPx, GSH’u GSSG’a okside ederken Cumenehidroperoksit kullanir.
Renk ajami olarak 5,5-ditiyo-bis [2-nitrobenzoik asit] (DTNB) soliisyonu ile
karistirilmas1 sonucu hem kor hem de Orneklerde meydana gelen sari1 renk

kompleksinin 412 nm’de spektrofotometre ile okunmasi sonucu belirlenir.

2.5.6. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi:
Katalaz aktivitesi Aebi’nin yontemine gore yapildi (209). KAT enzimi H,O;

yikarak H,O ve O‘e doniistiirtir.

2.5.7. Rediikte Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi:
Rediikte glutatyon diizeyi Sedlak ve Lindsay’in tarif ettigi sekilde belirlendi
(210). Bu metot renk ajani olarak DTNB eklendiginde siilthidril gruplarmnin oldukca

stabil sar1 renk olusturmasi temeline dayanan spektrofotometrik bir yontemdir.

2.5.8. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi:

Protein miktar1 Lowry yontemine gore ol¢iildii (211). Alkali bakir tartarat
ayraci peptid baglari ile kompleks yapar. Her 7 veya 8 amino asit artig1 1 atom bakir
baglar. Fenol ayiraci, bakir ile muamele edilmis karisima ilave edildiginde mor- mavi

renk sekillenir. Olusan renk spektrofotometrede 546 nm’de okunur.

2.6. Histolojik Calisma

Her gruptan alinan beyin dokulari, % 10’luk formaldehit tespit soliisyonunda
24 saat siiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya alindi.
Musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip
serilerinden gegirildi (Tablo 8). Daha sonra dokular parafin bloklara gomiildii. Bu
parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen-Eozin
(H&E ) ile boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-

2) incelenip fotograflandi.
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Tablo 8. Histolojik Takip Serileri

Sira Islem Siiresi

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol I 30 dakika
4 % 96 Alkol I1 30 dakika
5 % 100 Alkol I 30 dakika
6 % 100 Alkol II 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol 1 15 dakika
9 Xylol IT 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 Saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 Géomme L

2.6.1. immiinohistokimyasal Calisma
Beyin dokusunda bax ve kaspaz 3 immiinreaktivitesinin belirlenmesi i¢in
Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Boyama metodu asagidaki

Tablo 9°da ayrintili olarak verilmistir.
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Tablo 9. Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

Sira islem Siire

1 Xylol 1 10 dakika

2 Xylol 11 10 dakika

3 Xylol 10 dakika

4 % 100 Alkol 10 dakika

5 % 96 Alkol 10 dakika

6 % 80 Alkol 10 dakika

7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1sisinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3X5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika

14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika
18 Strepavidin HRP (Horse radish peroksidaz) 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole) 5 dakika

21 Distile su 5 dakika
22 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma ~ .eeereee

alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini onlemek i¢in H,O, ile muamele
edildi. Zemin boyasini engellemek icin Ultra V Block soliisyonu ile muameleden
sonra primer antikor ( Bax mouse monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, sc—
7480, California, USA; caspase 3 Rabbit polyclonal 1gG, Abcam, ab2302, London,
UK) ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor uygulanmasimdan sonra sekonder
antikor (biyotinli anti-mouse / rabbit IgG, Diagnostic BioSystems, KP 50A,

Pleasanton, USA),
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carbazole kromojeni uygulandiktan sonra Mayer’s hematoksilenle zit boyama
yapildi. Negatif kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine phosphate
buffered saline (PBS) kullanildi, diger basamaklar ayni1 sekilde uygulandi. PBS ve
distile sudan gegirilen dokular uygun kapatma solusyonu ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi.

Immiinohistokimyasal ~boyanmanmn  degerlendirilmesinde ~ boyanmanin
yaygmnlig1 esas alindi. Sitoplazmik immiin boyanmanin yaygimlhig: 0’dan +3’e kadar

say1 ile semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 10).

Tablo 10. immiinohistokimyasal Boyanma Yaygmligmin Derecesi

Derece Anlam
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli

2.6.2. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alind1.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak

verilmistir (Tablo 11).

48



Tablo 11. TUNEL Boyama Prosediirti

islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5  Kaesitlerin gevreleri smirlayici kalem ile ¢izilie,. ..
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ..

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek

degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris

Hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma

gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde boyanmanin yayginligi esas alindi.

TUNEL boyamanm yaygmnhigi 0’dan +3’e kadar say1 ile semi-kantitatif olarak
skorland1 (Tablo 12).
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Tablo 12. TUNEL Boyama Yaygmliginin Derecesi

Del‘ece Anlaml

0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli
2.6.3. Weil Metodu

Calismada bulunan gruplardaki ratlarin siyatik dokularmdan 2 adet farkl
seviyeden 2 mm kalinliginda kesitler alindi. Doku ornekleri mikrodalga 1gmimi
yardimiyla kimyasal fiksasyona maruz birakildi. Bu doku 6rneklerinden 2’ser adet
parafin kesit alindi. Kesitlerden birine hematoksilen-eozin boyamasi yapilarak
fiksasyon kalitesi degerlendirildi. 1 kesit Weil’in metodu literatiirde belirtildigi gibi

konvansiyonel sartlarda ve mikrodalga 1smimi yardimiyla boyand1 (212).

2.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler igin SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for
Windows 12.0 programu kullanildi. Veriler ortalama+standart sapma (ort+SD) olarak
ifade edildi. Gruplar arasi farklilig1 karsilastirma i¢in Kruskal-Wallis testi, sonrasinda
ikili karsilagtirmalar icin Mann-Whitney-U testi kullanildi. P<0.05 degeri anlamli
olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular
Tim gruplarda ratlarin viicut agirliklar1 deneyin 4. Haftas1 ve deney sonunda

baslangica gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi (p<0.05) (Tablo 13).

Tablo 13. Ratlarin Deney Siiresince Agirlik Degisimleri

Grup Grup
Grup III(DM)  Grup IV(DM+PGB)
I(Kontrol) II(PGB)
(n=7) (n=7)
(n=7) (n=7)
Baslangig viicut
200,2+7,3 205,8+13,1 209,1+4,22 210,2+7,4
agirh@ (gr)
4. Hafta viicut
252,4+11,17a  230,8+15,12* 252,1+16,88? 250,3+11,47°
agirh@ (gr)
Final viicut
290,4+11,56"  281,6+11,52° 288,2 £15,91* 293,1+11,32*

agirhg (gr)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
* Aymi grupta ilk dlgiime gore son 6lgiim karsilastirldiginda,
® Kontrol grubuna (Grup I) gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

3.2. Biyokimyasal Bulgular

3.2.1. Kan glukoz diizeyleri

Deneklerin gruplandirmasinda kan glukoz degerlerinin 250 mg/dl iizerinde
olmasi diabet olarak kabul edildi. Deneyin 4. Haftasinda yapilan analizlerde yiiksek
glukoz degerlerinin DM gruplarinda korundugu teyit edilerek ¢alismaya devam
edildi. DM ve DM+PGB gruplarina ait ratlarin kan glukozu degerlerinde deneyin 4.
Haftas1 ve sonunda bagslangica gore anlamli bir artis vardi.(p<0.05). Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda DM ve DM+PGB gruplarina ait ratlarin kan glukozu degerlerinde
deneyin 4. Haftasinda ve sonunda anlaml bir artig vardi (p<0.05). Kontrol ve PGB
grubu kan glukoz diizeylerinde ise deney siiresi boyunca anlamli farklilik olusmadi

(Tablo 14).
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Tablo 14. Ratlarin Deney Siiresince Kan Glukoz Degisimleri

Grup Grup
Grup II(PGB) Grup III(DM)
I(Kontrol) IV(DM+PGB)
n=7) n=7)
(n=7) (n=7)
Baslangic kan 97,40+ 3,63 99,40 + 3,23 100,51 £5,22 98,6 + 8,86
glukozu (mg/dl)
97,30 + 7,23 98,9+ 6,25 400,20 +9,11*° 415 +15,21%

4. Hafta kan glukozu
(mg/dl)

Final kan glukozu 96,008,557 97,30+ 8,57 41720+ 11,57%° 41320+ 13,17*
(mg/dl)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
* Aymi grupta ilk dlgiime gore son 6lgiim karsilastirldiginda,
® Kontrol grubuna (Grup I) gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

3.2.2. Oksidan ve Antioksidan Parametreler
Pregabalinin ve diyabetin oksidatif sistemi etkileyen biyokimyasal

parametreler iizerine etkileri Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. Biyokimyasal Parametreler

Gruplar MDA KAT GPx GSH SOD

(nmol/g) (k/g) (U/g) (nmol/g) (U/mg)
GrupI 52.50+4.19 11.36£5.54  30.1242.58 12.47£1.95  4.79+1.80
(Kontrol)

Grup II(PGB)  65.87+£21.80 be 13.724£2.88  36.96+13.25 15.52+44.00  5.37+1.50

Grup III(DM) 113.46+13.44ac  8.70+4.31 21.59£594 a  10.2843.04  4.72+1.05

Grup 92.77+5.01 ab 13.14+3.65 35.29+11.33 14.83+1.79 8.23+£2.22 ab
IV(DM+PGB)

* Kontrol grubuna gore anlamhlik,
® DM grubuna gére,
¢ DM+PGB grubuna gore anlamlilik vardir, p<0.05

52



MDA Bulgulari:
Yapilan analizlerde;

1. DM grubu MDA degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
oranda yliksek saptandi (p<0.05),

2. DM+ PGB grubu MDA degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli oranda yiiksek saptandi (p<0.05).

3. DM+ PGB grubu MDA degerleri DM grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli oranda diisiik saptand1 (p<0.05).

4. PGB grubu MDA degerleri DM grubu MDA degerlerine goére anlamli oranda
diisiik saptandi. (p<0.05)

5. PGB grubu MDA degerleri DM+ PGB grubu MDA degerlerine gore anlamli
oranda diisiik saptand1. (p<0.05)

KAT Bulgulan:

Yapilan analizlerde; gruplar arasinda KAT analizinde istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gozlenmemistir. Ancak sayisal olarak DM grubu KAT degerleri

diger tiim gruplara gore diislik saptanmistir.

GPx Bulgular:

Yapilan analizlerde;
1. DM grubu GPx degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
oranda diisiik saptandi (p<0.05).

2. Diger gruplar arasinda istatistiksel anlamda fark gozlenmedi.

GSH Bulgularn:

Gruplar arasinda GSH analizinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Ancak sayisal olarak DM grubu GSH degerleri diger tiim gruplara

gore duslik saptanmistir.
SOD Bulgular:

Yapilan analizlerde;
1. DM+ PGB grubu SOD o6lciimleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml artig géstermistir.
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2. DM+ PGB grubu SOD o6lgiimleri DM grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml artig géstermistir.

3. Diger gruplar arasinda istatistiksel anlamda fark olugsmamustir.

3.3. Histolojik Bulgular

3.3.1. Bax Immiinreaktivitesi

Bax immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; bax immiinreaktivitesi kontrol ve PGB
gruplarnda +1 yaygmhiginda gozlendi (Sekil 13, 14). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DM grubunda bax immiinreaktivitesinde belirgin bir artis vardi ve
+3 yayginliginda oldugu gorildii (Sekil 15). PGB tedavisi alan DM+PGB grubunda
ise DM grubuna gore bax immiinreaktivitesinde belirgin azaldigi, kontrol grubuna

yakin oldugu izlendi ve +2 olarak degerlendirildi (Sekil 16).

Sekil 13. Kontrol grubuna ait beyin dokusunda +1 yayginliginda bax

imminreaktivitesi
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Sekil 14. PGB verilen gruba ait beyin dokusunda +1 yayginliginda bax

immiinreaktivitesi

Sekil 15. DM grubuna ait beyin dokusunda +3 yaygmliginda bax immiinreaktivitesi
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Sekil 16. DM+PGB grubuna ait beyin dokusunda +2 yayginhiginda bax

imminreaktivitesi

3.3.2. Kaspaz 3 immiinreaktivitesi

Kaspaz 3 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; Kaspaz 3 immiinreaktivitesi kontrol ve
PGB gruplarinda +1 yaygmliginda gozlendi (Sekil 17, 18). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DM grubunda Kaspaz 3 immiinreaktivitesinde belirgin bir artis
vardi ve +3 yaygmlhiginda oldugu gorildii (Sekil 19). PGB’in tedavi olarak verildigi
DM+PGB grubunda ise DM grubuna gore Kaspaz 3 immiinreaktivitesinde belirgin
azaldigi, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve +2 olarak degerlendirildi. (Sekil

20).
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Sekil 17. Kontrol grubuna ait beyin dokusunda +1 yaygmhiginda Kaspaz 3

immiinreaktivitesi

Sekil 18. PGB verilen gruba ait beyin dokusunda +1 yayginliginda Kaspaz 3

immiinreaktivitesi
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Sekil 19. DM grubuna ait beyin dokusunda +3 yaygmnhiginda Kaspaz

immiinreaktivitesi

Sekil 20. DM+PGB grubuna ait beyin dokusunda +2 yaygmlhginda Kaspaz

immiinreaktivitesi
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3.3.3. TUNEL Boyama

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol ve PGB
gruplarinda +1 yaygmhiginda gozlendi (Sekil 21, 22). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda TUNEL pozitifligi DM grubunda +3 yayginhiginda oldugu
goriildi (Sekil 23). PGB’in tedavi olarak verildigi DM+PGB grubunda ise DM
grubuna gore belirgin azaldigi, kontrol grubuna yakim oldugu izlendi ve +2 olarak
degerlendirildi (Sekil 24). Negatif kontrolde TUNEL pozitifligi saptanmadi (Sekil
25). Pozitif kontrol i¢gin meme dokusu kullanild1 (Sekil 26).

e

Sekil 21. Kontrol grubuna ait beyin dokusunda +1 yaygmliginda TUNEL pozitif

hiicreler
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Sekil 22. PGB verilen gruba ait beyin dokusunda +1 yaygmliginda TUNEL pozitif

hiicreler

Sekil 23. DM grubuna ait beyin dokusunda +3 yaygmliinda TUNEL pozitif

hiicreler
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Sekil 24. DM+PGB grubuna ait beyin dokusunda +2 yayginliginda TUNEL pozitif

hiicreler

Sekil 25. TUNEL negatif kontrol
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Sekil 26. TUNEL pozitif kontrol. Meme dokusu

3.3.4. Siyatik Sinir incelemesi

Siyatik sinir incelemesinde Weil yontemi kullanildi. Dokularin incelemesinde
kontrol grubunda miyelin kilifta belirgin bir kayip gozlenmedi (Sekil 27). Miyelin
kaybmin DM grubunda kontrole gore goreceli olarak daha fazla oldugu (Sekil 28),
DM+PGB grubunda ise DM grubuna gore nispeten daha az yogunlukta oldugu

saptand1 (Sekil 29). PGB grubu ile kontrol grubu arasinda ise belirgin bir farklilik
gozlenmedi (Sekil 30).

A: Akson, M: Miyelin kilif, SC: Schwann Hiicresi, E: Endonéryum
Sekil 27. Siyatik sinir kontrol grubu
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Sekil 29. Siyatik sinir DM+PGB grubu
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Sekil 30. Siyatik sinir PGB grubu
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4. TARTISMA

Diabetes mellitus; insiilinin tamamen veya kismi eksikligi sonucu
hiperglisemi ile karakterize bir hastaliktir. Ayrica insiiline kars1 gelisen direng, DM
gelisiminde rol oynamakta ve karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasini
etkilemektedir (1, 2).

Diyabetiklerde inmeler daha Oliimciill olmakta, daha fazla sekel
birakmaktadir. Diyabetik inme ya asemptomatik bir {ifiirim duyularak tanmir veya
bu hastalar gecici iskemik atak tablosu ile doktora bagvururlar. Kanama tipi inmeler,
diyabetik hastalarda ancak %8 oranindadir (213).

Hiperglisemi akut iskemik inme hastalarinin yaklasik {i¢te birini etkiler.
Yapilan deneysel ve klinik inme ¢aligmalarinda hipergliseminin pneumbral dokuya
olan zararl etkileri gosterilmistir. Hiperglisemi hem kalsiyum inbalansini, hem de
noronlarda ROS birikimini arttirarak apoptozisi arttirir. Diger taraftan beyinde stresi
tetikleyen laktik asidi meydana getiren anaerobik yol {iriin miktarm arttirir. Ayrica
NO miktarm1 azaltarak iskemik inme sonrasi kan akisimi1 azaltarak beyin
perflizyonunu bozar (214).

Stroke Hyperglycemia Insulin Network Effort calismasi hiperglisemiye bagl
beyin hasarinda yetersiz insiilin tedavisini adres gostermektedir. Glukagon like
protein-1 tedavisi, hiperbarik oksijen tedavisi, etanol tedavisi gibi yontemler umut
verici goriinliyor olsa da, hipergliseminin doku hasar1 altinda yatan mekanizmalarini
anlamak i¢in daha fazla caligmaya ihtiya¢ mevcuttur (215).

Tip 2 DM, etkiledigi bireylerde Alzheimer hastaligi da dahil bir ¢cok kognitif
bozukluk gelisme riskini yiikeltmektedir. Insiilin direnci glukozun sinir hiicrelerine
girisini azaltarak, f amiloid birikimi ve sekresyonunu, tau protein foforilasyonunu ve
senil plak olusumunu arttirir. Yapilan arastirmalarda metformin, thiazolinedione,
leptin, Glucagon-like peptide-1 tedavilerine iliskin ¢ok umut verici sonuglar
yaymlanmistir (216, 217).

Deneysel diyabet modelleri genellikle pankreasin beta hiicrelerine toksik olan
STZ ile olusturulmaktadr (218). Calismamizda Streptomyces achromogenes
tarafindan tiretilen bir antibiyotik olan STZ’1 kullanildi.

Diyabet artmus oksidatif stresle iliskilidir (97, 100, 219). Artmis oksidatif

stresin SSS komplikasyonlarmin olusumunda da temel rol oynadig: diisiiniilmektedir
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(35, 36). Kontrolsiiz serbest radikaller viicut boyunca ¢ogalip hiicre membranlarini,
organlar1 ve bagisiklik sitemini etkiler. DNA’y1 etkileyerek, kanser ve diger
dejeneratif hastaliklarin olusumuna neden olur (220).

Ileri yaslarda ROS nin doku ve organ iizerine zararl etkileri sonucu kanser
gibi bircok hastalik ortaya ¢ikar (86). Invitro ve in vivo ¢alismalar néron kaybinda
apoptozisin 6nemli bir rol oynadigini, apoptozis mekanizmasinda ise hipergliseminin
neden oldugu oksidatif stresin yer aldigin1 ortaya koymustur. Tip 1 DM da néronal
yogunlugun diyabetin siiresi ile ters korelasyon gosterdigi, zaman ilerledikce
apoptozis kaynakli ndronal kaybin arttig1 bildirilmistir (40, 41).

Streptozosin ile olusturulmus diyabette ilerlemis yapisal ve fonksiyonel
anormalliklerin hem periferal hem de merkezi sinir liflerinde meydana geldigi
tanimlanmistir (65, 66, 221, 222).

Diyabetlilerde protein glikasyonu ve glukoz otooksidasyonu sonradan lipid
peroksidasyonunu katalizleyen serbest radikaller iiretebilir (96, 223). Yapilan
calismalarda deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik hastalarda
serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun 6nemli derecede arttig1 ve
oksidatif stresin diabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir
(224).

Diyabetin olusturdugu oksidatif streste rol oynayan serbest radikaller O, ,
H,0,, OH , NO’dir. Ayrica yapilan bir takim c¢aligmada diyabetin komplikasyonlar1
ile lipid peroksidasyonu arasinda ilisgki ortaya konmus, diyabette lipid
peroksidasyonunun kontroliiniin 6nemi vurgulanmistir (34). Lipit peroksidasyonu ve
peroksidasyon sonrasi meydana gelen iirlinler membran yapisina ve ¢esitli hiicre
bilesenlerine zarar vererek membran gecirgenligi ve mikrovizkozitesi anlaml sekilde
bozar (87, 225).

Hiicre i¢indeki kalsiyumun siirekli artis1 katabolik enzimlerin (6zellikle
fosfolipazlar, proteazlar ve endoniikleazlar) uyarilmasmna neden olur. Katabolik
enzimlerin uyarilmasi sonucunda zardaki fosfolipitler bozulur. Hiicre i¢i kalsiyum
artmasi ile fosfolipaz A2 uyarilir ve arosidonik asit salmir, boylece hiicre hasari
olusur. Proteazlarin uyarilmasi ile yapisal zar proteinleri yikilir. Lipazlarin
uyarilmasi ile lipid peroksidasyonu olur. Endoniikleazlarin uyarilmasi ile genetik

yap1 bozulur. Prostaglandinler salinir, boylece mikrovaskiiler gecirgenlik ve
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vazodilatasyon artar. Kalsiyum ayrica nitrik oksit sentazi uyarir ve NO olusumu
artar, bu da ROS {iretimini artirir (182). ROS iiretimindeki artis, Ca™’un hiicre icine
girisini  arttirmasinin ~ yaninda fosfotidilserinin  oksidasyonuna ve plazma
membraninin dis yiizeyine translokasyonuna neden olur. Dolayisiyla ROS’nin
fagositik yolakta da gorev aldig1 ve apoptozisi indiikledigi gozlenmistir (181).

Pregabalin epilepsi, noropatik agr1 ve jeneralize anksiyete bozuklugu
tedavisinde kullanilan yakin zamanda gelistirilmis bir molekiildiir (4, 195). GABA’in
yapisal analogu olmasina ragmen GABA reseptorlerine baglanmaz (197). PGB esas
olarak VKKK’nin 026 alt iinitesine baglanir (226). Hipereksite noronlarda VKKK’ na
potent olarak baglandiktan sonra, depolarizasyonla indiiklenmis kalsiyum akisini
modiile ederek glutamat, noradrenalin ve substans P gibi pek ¢ok eksitator
norotransmitterin ~ salmimin1  azaltr.  Bdylece  postsinaptik  reseptdrlerin
stimiilasyonunda azalma olusur ve ndronlar normal fizyolojik durumuna doner.
PGB’in baglanmasi ile ilgili 6nemli bir nokta, normal sinir fonksiyonu degismezken
ektopik aktivitenin azalmasidir (196, 197). Pregabalinin ndronal ekzotoksisiteyi
azalttig1 yapilan bir calismada gosterilmistir (227).

Pregabalinin beyin korteks, hipokampus, amigdala, spinal kordda voltaj
duyarli kalsiyum kanallarmin 026 tip 1 alt iinitesine spesifik olarak baglandig:
genetik modifiye fare modelinde gosterilmistir (195).

Calismamizda ilk olarak STZ enjeksiyonu ile deneysel diyabet olusturulmus,
diyabetin olusumu kan sekeri artis1 kontrol edilerek dogrulanmistir.

Lipid peroksidasyon iirlinlerinin de hem Tip 1 diyabetik ratlarin (228, 229)
hem de Tip 2 diyabetik ratlarin beyinlerinde arttigi rapor edilmistir (229).
Aldehitlerden MDA 6l¢iimii lipid peroksidasyonunun gdéstergesidir ve bu amacla
yaygin olarak kullanilmaktadir (102, 103). MDA lipid peroksidasyonunun siddetiyle
orantili olarak artar, ancak spesifik degildir. Ayn1 zamanda membran bilesenlerinin
polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina neden olabilir (93).

Calismamizda; DM grubu MDA degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli oranda yiiksek saptandi (p<0.05). DM+ PGB grubu MDA degerleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek saptandi (p<0.05).
DM grubundaki yiikselmenin DM+PGB grubundaki yilikselmeye oranla istatistiksel
olarak daha fazla ytikseldigi saptandi. PGB grubu MDA degerleri ile kontrol grubu
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MDA degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmadi. Bu durum
PGB’in diyabetik ratlarda MDA degerlerini azalttigi, dolayisiyla oksidatif stresi
azaltarak apoptozis oraninin da daha diisiik degerlerde saptanmasini agiklamaktadir.
Cosar ve ark. (230) STZ ile deneysel diyabet olusturmus ve ratlarin beyin dokusunda
omega-3 yag asidinin koruyucu etkilerini incelemislerdir. Calismada MDA, SOD ve
KAT miktarlar1 ile birlikte noronal apoptotik degisiklikler incelenmistir. Diyabetik
grupta MDA, SOD ve KAT diizeylerinin ve apoptotik ndronlarmn arttigmi
saptamistir. Tip 2 diyabetli hastalar {izerinde yapilan bir c¢alismada diyabetli
hastalarin artmis serum KAT aktivitesine sahip olduklar1 vurgulanmaktadir (231).

Yapilan bir ¢alismada diyabetik kisilerde SOD ve GPx diizeyleri kontrol
grubundan daha yiiksek bulunmus ve insiilin tedavisinden sonra ise SOD
diizeyindeki artis devam ederken GPx diizeyinde azalma meydana gelmistir (232).
Tedavi sonras1 donemde SOD, GPx ve KAT diizeylerinde kontrole gore belirgin
diisme oldugu belirtilmektedir (233). Sekeroglu ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada
diyetle tedavinin sonrasinda diyabetik kisilerde kan sekeri normale dondiigiinde
serum MDA diizeyinde diisme, eritrosit SOD ve GPx diizeylerinde ise artma
oldugunu tespit etmislerdir (128). Goriildigii gibi yapilan c¢alismalarda SOD
aktivitesinin diyabette artabilecegi, azalabilecegi veya degismeyebilecegini gosteren
bircok ¢alisma mevcuttur.

Bizim ¢alismamizda; SOD aktivitesi dl¢iimlerinde DM+PGB grubu degerleri
hem kontrol, hem de DM grubu degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli oranda
yiiksek saptandi. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi. KAT aktivitesi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi. Ancak sayisal olarak DM grubunda KAT aktivitesi diger
gruplara gore daha diisiik degerlerde saptandi.

Glutatyon peroksidaz GSH’y1 yiikseltgerken H,0,’1t de suya c¢evirir ve
boylece membran lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese karsi korur. Yapilan
calismalarda diyabetli hastalarda serum GPx aktivitesinin azalmis oldugu rapor
edilmektedir (234).

Calismamizda; DM grubu GPx degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli oranda diistik saptandi (p<0.05). DM+ PGB grubu GPx degerlerinde

ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. GSH
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analizinde ise DM grubunda diger gruplara gore diislis saptandigi ancak bu degerin
istatistiksel olarak anlaml bir farklilia yol agmadigr saptandi. Yaptigimiz ¢aligma
PGB’in diyabet sirasinda antioksidan GPx enziminin kullanimini Seghrouchni ve
ark. (232) calismalarina benzer sekilde azalttigii gostermektedir.

Apoptozisi tespit etmek i¢in ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. DNA
kiriklarmnin in situ olarak taninmasint TUNEL ydntemi ile belirlenir. Bel-2/Bax gen
ailesi apoptozisin regiilasyonundan sorumludur. Bax immiinreaktivitesi deneysel
diyabette beyin dokusunda daha 6nceki ¢aligmalarda rapor edilmistir. Xue ve ark.
(235) STZ ile deneysel diyabet olusturarak Bax immiinreaktivitesinin arttigini
gostermislerdir. Zhen-guo ve arkadaslar1 diyabetik sicanlarda ndronal apoptozisin
arttigin1 ve bu apoptozisin temelinde ise intrasitoplazmik kalsiyum birikimi ile
mitokondrial disfonksiyon, reseptor ile olan veya olmayan mekanizmalar veya IGF
aktivitesinin siipresyonu ile olan iskemi gibi degisik hiicresel mekanizmalarin
oldugunu ortaya koymuslardir (41).

Kaspaz-3 en Onemli efektor kaspazlardan biridir ve baglatici kaspazla
(kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10) aktive olarak proteolitik kaskadin baslamasina
neden olur (161). Kaspaz-3 Olciimii apoptotik mekanizma c¢alismalarinin
saptanmasinda dnem tasimaktadir (236). Artmis ROS kaspaz-3 aktivitesini arttirarak
ve Bcl-2 gen eskpresyonunu azaltarak apoptozis mekanizmasinda rol alir (237, 238).

Yapilan bir ¢alismada diyabetik rat dalak dokusunun immunohistokimyasal
olarak analizinde diyabetin kaspaz-3’ii arttirarak ve Bcl-2 ekspresyonunu
baskilayarak apoptotik silireci aktive ettigi izlenmistir. Bununla uyumlu sekilde
diyabetik gruptaki kaspaz-3 mRNA (mesajci1 riboniikleik asid) ekspresyonu kontrol
grubuna gore artmig, Bcl-2 mRNA ekspresyonu ise anlamli sekilde azalmis olduklar1
bulunmustur (239).

Jakobsen ve ark. (240) ile Junker ve ark. (241) uzun siireli deneysel diyabetik
siganlarda beyinde 151k ve elektron mikroskobik diizeyde noéronlarda dejenerasyon
oldugunu ve astrositlerde artis oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgu ¢aliymamizdaki
diyabetik grupta belirlenen noronal dejenerasyon ve astrosit artist bulgulari ile
paralellik gostermektedir.

Calismamizda, farelerin beyin korteksinde yapilan TUNEL, bax ve kaspaz-3

immiinohistokimyasal incelemelerin sonucunda; DM grubunda apoptotik hiicrelerin
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kontrole gore belirgin bir artis gosterdigi, DM+PGB grubunda ise apoptozis goriilme
sikliginin hem kontrole gore, hem de DM grubuna goére anlamli bir azalma gosterdigi
izlenmistir. PGB grubunda ise kontrol grubuna benzer sekilde bulgular elde
edilmistir.

Diyabetik noropati diyabetik hastalardaki en sik goriilen komplikasyonlardan
olup 6nemli morbidite ve mortalite nedenidir (57). Pirart 4400 hastada genis bir
prospektif ¢alisma yapmis, diyabet saptandigi zamanki noropati prevalansim %7,5,
25 yil sonraki prevalansi ise yaklasik %50 oraninda saptamustir. Bu ¢aligmada
noropatinin geng diyabetiklerde daha az goriildiigii ve 40 yas {izerinde sikliginin
belirgin olarak arttig1 saptanmustir (57, 56). Ingiltere’de hastanede yatan klinik
hastalarinda yapilan genis bir ¢alismada, 6487 diyabetik hastanin %24 {inde belirgin
noropati, %2,6’sinda aktif ayak iilserleri saptanmis, amputasyona giden hasta
oraninin ise %2,1 oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada en sik goriilen néropati formu
distal duysal ve otonom polindropati olarak saptandi. Diyabetik ndropati, basta
periferal sinirler olmak {iizere viicudun tiim sinirlerini etkilemekte ve her iki tip
diyabette ortaya ¢ikmaktadir (242). Diyabetik noropati mekanizmasi giiniimiize dek
yapilan bir¢cok calismaya ragmen net ortaya konulamamistir. Yapilan ¢aligmalarda
temel olarak noOropati patolojisinin temelinde enerji iiretim metabolizmasmdaki
polyol yolaginda meydana gelen bozulmanin yer aldig1 varsayilmistir (243).

Diyabetin bilinen diger bir etkisi endondral kan akiminda azalma meydana
getirmesidir. Bunun sonucunda periferal sinirlere ihtiyaci olan maddeler yeterince
taginamaz (244).

Periferal hiicrelerde hipergliseminin kaspaz aktivitesini arttirdigi, SC’nde
apoptozisi indiikledigi, IGF-I’in ise koruyucu etkisinin oldugu daha once
gosterilmistir (245).
Literatiirde, diyabetin ge¢ donem komplikasyonlarimin deneysel diyabetik sican
modellerinde 4. haftada belirgin bir sekilde goriildiigii belirtilmekte (246-248),
fonksiyonel 6zelliklerin ise diyabetin 2. haftasindan itibaren etkilenmeye basladigi
sinirli caligmalarda ortaya konmaktadir (249, 250).

Hipergliseminin hiicre lizerindeki zararl etkilerini azaltmayi amaglayan bir

cok calisma mevcuttur (251-254).
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Calismamizda, PGB’in deneysel diyabet olusturulan ratlarda siyatik sinirdeki
etkileri degerlendirilmistir. Histolojik incelemeler sonucunda DM grubunda akson
cevresinde bulunan miyelin kilif kaybi, kontrol grubuna gore belirgin artis
gostermisti. DM+PGB grubu histolojik incelemesinde ise kontrole gore miyelin
kilifinda hasarin arttig1 saptanmasma ragmen, DM grubuna kiyasla bu kilif
harabiyetinin daha az oldugu gozlendi.

Yeni kusak bir antiepileptik olan PGB’in noroprotektif 6zelligi olduguna dair
Andre ve ark. (255) bir calisma yapmis, bu calismada Lityumpilokarpin modeli ile
epilepsi modelinde PGB’in rat piriform korteksinin II. tabakasi ve entorhinal
korteksin III-1V. tabakalarinda néroprotektif 6zellik gosterdigini ancak hipokampusta
noroprotektif olmadigmi bildirmiglerdir.

Ha ve ark. (204) PGB’in ratlarda spinal kord hasarlanmasi sonrasi
noroprotektif etki gosterdigini bildirmistir.

Pregabalin kalsiyum kanalinin alfa-2-delta alt {initesine potent olarak
baglandiktan sonra, depolarizasyonla indiiklenmis kalsiyum girisini azaltir ve
dolayisiyla pek cok eksitatuvar ndrotransmitterin salinimini azaltir. Hiicre i¢i serbest
Ca™un artig;, Ca™ - bagiml enzimleri (endoniikleazlar ve fosfolipazlar) aktive
ederek bir¢ok farkli mekanizma ile apoptotik hiicre 6liimiine katkida bulunur. Ayrica
PGB’in ratlarda yapilmis ¢alismada spinal iskemi sonras1 ndroprotektor etkisi oldugu
gosterilmistir (204). PGB’in muhtemelen ekstraselliiler glutamat konsantrasyonunu
azaltmasi ve bunun sonucunda hiicresel egzotoksisiteyi Onlemesi ile iligkili
olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu calismada STZ verilen ratlarda beyinde hiicresel hasar olugsmakta ve DM
oksidatif hasar ile lipid peroksidasyonunu arttrmaktadir. DM’un olusturdugu
oksidatif hasar1 engellemek i¢in verilen PGB’in lipid peroksidasyonunu azalttigi,
antioksidan kapasiteyi arttirdigi ve hiicreleri yapisal olarak apoptozise karsi
korudugu gosterilmistir.  Ayrica PGB’in intraselliiler Ca™ miktarmda azalma
saglayarak bir¢ok katalitik enzimin aktivasyonunu engelledigini diisiinmekteyiz. Bax
ve kaspaz-3 aktivitelerini Olcen immiinohistokimyasal incelemelerde PGB’in
diyabetik ratlarda apoptozisi belirgin azalttigi gdsterilmistir. Diyabetik rat siyatik
sinir histopatolojik incelemelerinde de beyin immiinohistokimyasal incelemeleri ile

korele bulgular elde edilmistir.
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Sonug olarak; DM komplikasyonlar1 ile beraber degerlendirildiginde yiiksek
mortalite ve morbiditeye sahip bir hastaliktir. Hastanin 6ziirliiliik gelisiminde énemli
role sahip olan santral ve periferik sinir sistemi ile ilgili komplikasyonlariin
onlenebilmesi ve erken tedavisi 6nemli yer tutmaktadir. Bu ¢calisma PGB’in DM’un
santral olumsuz etkilerini azaltma potansiyeli yoniinden anlamli sonug¢lar1 oldugunu

ileri stirmektedir.
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