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OZET

Diabetes Mellitus (DM), insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi veya her
ikisindeki bozukluklardan kaynaklanan, hiperglisemi ile karakterize kronik,
metabolik bir hastaliktir. Uzun siireli diyabette ndrokimyasal, elektrofizyolojik,
yapisal ve kognitif diizeyde serebral bozukluklar meydana gelmektedir. Vitamin D3,
vitamin D nin aktif metabolitidir ve degisik biyolojik olaylarda rol oynamaktadir.
Son yillarda vitamin D3’lin antioksidatif ve néroprotektif 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmistir.

Bu calismada, streptozosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet modelinde
vitamin Ds;‘lin, fare beyin dokusundaki apoptotik degisiklikler {izerine koruyucu
etkileri incelenmistir.

Calismada, 21 adet 30 £ 7 gr agirhiginda, 8 haftalik Balb/C tiirii erkek fareler
kullanildi. Tiim gruplar deney siiresince standart fare yemi ve c¢esme suyu ile
beslendi. Deney hayvanlar1 her grupta 7 hayvan olacak sekilde 3 gruba ayrildi
Kontrol grubuna (Grup I) herhangi bir uygulama yapilmadi. Diger 2 gruba 180
mg/kg olacak sekilde tek doz STZ 0, 1 M sodyum-sitrat tamponunda (pH: 4, 5)
cozdiirtilerek 1.p olarak uygulandi. Deneysel diyabet olustuktan sonra diyabetik grup
(Grup II) belirlenip herhangi bir uygulama yapilmadi. Diyabet + vitamin D grubuna
(Grup III) 12 hafta siireyle vitamin D (50 [U/kg/giin) oral yolla verildi. Deney
sonunda fareler dekapite edilip beyin dokular1 ¢ikarildi. Histolojik ¢alisma i¢in rutin
151k mikroskobu takibi yapilarak dokular parafin bloklara gomiildii. Bloklardan
alman kesitlere histolojik, immiinohistokimyasal ve TUNEL boyama yapildi.
Biyokimyasal ¢alisma i¢in 6rnekler -80C’de sakland1

Biyokimyasal incelemelerde Grup II’de beyin dokularinda total oksidan
durum ve oksidatif stres indeksinde anlamli bir artis vardi. Grup I1I’de bu degerler
Grup I’e yakin gozlendi. Histolojik incelemelerde, Grup II’de astrositlerde yer yer
proliferasyon yanisira hiicresel pleomorfizm ve hiperkromazi artig1 vardi. Grup I1I’de
Grup I’e benzer morfolojik dzellikler mevcuttu. immiinohistokimyasal boyamada;
Grup II’de bax immiinreaktivitesinde belirgin bir artis vardi. Grup III’de ise Grup I’e

benzer immiinreaktivite izlendi. TUNEL boyamada Grup II’de TUNEL pozitif
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hiicrelerde anlaml1 bir artis olmasma ragmen Grup III’de Grup I’e yakin boyanma
gortildi.

Sonug¢ olarak, DM un olusturdugu hiicre hasarma karst vitamin D'nin
koruyucu etkilerinin gosterilmesi, diyabetin komplikasyonlarin1 6nlemek amaciyla
vitamin D ile iliskili tedavi yaklasimlarmim denenmesinin yararli olabilecegi ve bu
konuda ileri arastirmalarin yapilmasi gerektigi kanatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, vitamin D, beyin, apoptozis.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECT OF VITAMIN D3 ON THE
APOPTOTIC ALTERATIONS IN THE EXPERIMENTAL DIABETIC
MOUSE BRAIN TISSUE

Diabetes mellitus (DM) is a hyperglycemic metabolic disorder caused by the
lack of insulin secretion and/or effect of insulin or both of them.
Electrophysiological, structural and cognitive cerebral disorders occur in the long-
term diabetes. Vitamin D3, active metabolite of vitamin D, has important roles in the
different biological events. In recent studies, it is determined that vitamin D3, has
antioxidant and neuroprotective properties.

In this study, it is investigated the protective effects of vitamin D on
apoptotic changes in mice brain whith streptozotocin (STZ) - induced experimental
diabetes.

Twenty one Balb / C type male mice (aged 8 week and weighing 30 = 7 gr)
were used in this study. All of mice were received standard chow and water ad
libitum during experimental period. Mice were randomly divided into three groups
with seven animals per group. Mice in group I were used as control. Mice in group 11
and group III were injected with 180 mg/kg streptozocin solved in 0, 1 M phosphate-
citrate buffer (pH:4, 5) intraperitoneally. After confirmed of experimental diabetes
mellitus we separated the diabetes group (Group II) and no aplication was performed
to this group for 12 weeks. In Group III mice were administered with 50 IU/kg/day
vitamin D orally for 12 weeks. At the end of experimental study mice were
decapitated and brain tissues were taken and some of them fixed in formaldehyde
solution (10%). Tissues were processed to parafin wax by routine histological
analysis, parafin sections were stained by immunohistochemically and TUNEL
protocols. Remaining tissue samples were kept at -80C° until the biochemical
analysis were performed.

In Group II biochemical investigations showed us total oxidant status and
oxidative stress index increased significantly. These parametres were much about the

similar in Group I and Group III when compared each other. In histological

vi



examination, proliferation of astrocytes, cellular pleomorphism and hyperchromasia
were observed in Group II. Brain structures of Group I and Group III were much
similar. It was observed that expression of bax in brain tissues of Group II increased
significantly. Immunereactivities of bax were similar in Group I and Group IIL
Count of TUNEL(+) cells vere significantly higher in the Group II than cells of
Group I and Group I1I.

In conclusion, we suggest that vitamin D has protective effects againest the
cell damage caused DM so, vitamin D therapy models can be improved by using

different experimental research tecniques.

Key Words: Diabetes mellitus, vitamin D, brain, apoptosis
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KISALTMALAR LiSTESI

ADA : Amerikan Diyabet Cemiyeti
AGEs : Ileri glikasyon son iiriinleri
AMP : Adenozin monofosfat

ATP : Adenozin trifosfat

BAEPs : Beyin sap1 isitsel uyarilmis potansiyelleri
CAMKII : Ca+2/kalmodulin bagimli protein kinaz II
Cat : Katalaz

DISC : Oliimii indiikleyen sinyal kompleksi
DM : Diabetes Mellitus

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DBP : Vitamin D baglayici protein

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

EAE : Deneysel allerjik ensefalomyelit
EEG : Elektroensefalografi

GDM : Gestasyonel Diabetes Mellitus
GDNF  : Glial cell derivated norotrofik faktor
GPx : Glutatyon Peroksidaz

GSH : Rediikte glutatyon

HB : Hematoksilen boyama

HbAlc : Hemoglobin Alc

H202 : Hidrojen Peroksit

IDDM  : Insiiline bagimli Diabetes Mellitus
IFG : Bozulmus aclik glisemisi
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1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Tamim

Diabetes Mellitus (DM), insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi veya her
ikisindeki bozukluklardan kaynaklanan, ozellikle hiperglisemi ile karakterize
karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi bozukluklar1 ve hizlanmig
aterosklerozla birlikte mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden
kronik, metabolik bir hastaliktir (1).

DM klinik olarak polidipsi, poliiiri, polifaji ve kilo kaybi gibi klinik belirtiler
ile ortaya c¢ikar. Agir formlarinda tedavi edilmediginde stupor, koma, hatta 6liime
neden olan ketoasidosis ya da nonketotik hiperosmolar hiperglisemi gibi semptomlar
gosterir. Cogunlukla semptomlar agwr degildir, bazen hi¢cbir semptom da
goriilmeyebilir. Patolojik fonksiyon degisikliklerine neden olan hiperglisemi, DM
tanist1 konulmadan uzun siire 6nce mevcut olabilir. Kimi zaman da retinopati,
noropati, nefropati gibi komplikasyonlar1 ile karsimiza gelir (1-3). Baz1 durumlarda
diyabet, gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) veya gebelikte goriilen Glukoz
Intolerans: gibi orneklerde oldugu gibi kolaylikla fark edilebilir. Baz1 kisilerde

diyabet gelisme olasilig1 glukoz tolerans anomalilerinden 6nce de tanimlanabilir (4).

1.1.2. Epidemiyoloji

Hastalik ilk yillarda genellikle asemptomatik seyrettiginden, gelismis
iilkelerde bile diyabetiklerin, diyabet oldugu bilinmeyenlere orami 2/1°dir. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO)’niin yaptig1 ¢alismalara gdére 100 milyon civarmdaki diyabetli
sayisimin Oniimiizdeki on yilin sonunda 200 milyona ve 21. yiizyilin baslarinda da
300 milyona ulagmast beklenmektedir (5, 6). Amerika’da 20-74 yas grubunda
toplumda diyabet prevalanst % 6, 6 bulunmus ve diyabet oldugu bilinmeyen
olgularinin oranmin % 50 civarinda oldugu bildirilmistir (7). Ulkemizde ise 1997-
1998 yillarinda yapilan Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Calismasi’na (TURDEP)
gore 20-80 yas grubunda diyabet siklig1 % 7, 2 olarak bulunmustur (8).

1.1.3. Tam
Amerikan Diyabet Birligi’ne (ADA) gore diyabet tanisi, aglik kan sekerinin
vendz plazmada ardisik en az iki 6l¢iim sonucunda 126 mg/dl veya iizerinde olmas1
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ile konur. Ayrica giiniin herhangi bir saatinde aclik ve tokluk durumuna
bakilmaksizin venéz plazmada 6l¢iilen kan sekerinin 200 mg/d1’nin iizerinde olmas1
ve buna polidipsi, poliiiri, polifaji, kilo kaybi1 gibi diyabet semptomlarinm eslik
etmesi de tan1 koymak i¢in yeterlidir (Tablo 1).

Tablo 1. Diabetes Mellitus'un Tani Kriterleri (9)

1. Diyabete 6zgii semptomlara ek olarak giiniin herhangi bir saatinde 6lgiilen plazma
Glukoz degerinin > 200mg/dl olmas1
Diyabet semptomlarin varligi: poliiiri, polidipsi, agiklanamayan kilo kayb1

2. Aglik plazma Glukoz degerinin > 126mg/dl olmasi: En az 8 saatlik aclik sonrasi

3. Oral Glukoz tolerans testi sirasinda 2. saat plazma Glukoz diizeyinin > 200mg/dl
olmasi

Aclik plazma Glukoz diizeyr 100-126 mg/dl arasinda olan hastalarda
Bozulmus Aclik Glisemisi (IFG) s6z konusu olup, bu hastalarda Oral Glukoz
Tolerans Testi (OGTT) yapilarak diyabet tanis1 konulur. Testin 2. saatinde kan
sekerinin 200 mg/dl ve lizerinde olmasi diyabet tanis1 koydurur (Tablo 1).

Bozulmus Acglik Glisemisinin kategorileri 1997°de ADA tarafindan
tanimlandi, bununla es zamanl olarak, diyabetin tanisi icin aclik plazma glukoz
konsantrasyonu 126 mg/dL (= 7, 0 mmol/L)’ye diisiiriildii. IFG i¢in, aghk plazma
glukoz konsantrasyonu 110-125 mg/dL (6, 1-7 mmol L) olarak belirlendi, fakat
2003’de 100-125 mg/dL (5, 6-7 mmol/L) olarak degistirildi (Tablo 2).

Eger bir hastada susuzluk, poliiiri, agiklanamayan kilo kaybi, uykuya meyil
veya koma ve glukoziiri varsa diyabet teshisi, aclik hiperglisemisinin gdsterilmesiyle
konabilir. Eger aglik glukoz konsantrasyonu diyabet i¢in tanisal birimler i¢inde ise
OGTT teshis i¢in gerekli degildir. Giivenilir bir test yapilmalidir, ¢iinkii bir diyabet
tanisi, hastalar icin Omiir boyu siiren ve hatir1 sayilir sonuglar tagir. Bireyler arasi
farklilik veya tam olmayan bir aglik yanlis tani ile sonuclanabilir. Eger hasta
asemptomatik ise veya minimal semptom varsa ve aglik kan veya plazma glukoz
konsantrasyonlar1 tanisal degilse, diyabet tanisinin konmasi veya dislanmasi i¢in

OGTT gerekli olur (9).



Tablo 2. Glukoz Toleransinin Smiflamasi (9)

Achik Plazma Glukozu
Normal <100 mg/dl
Bozulmus aglik Glukozu >100 mg/dl ve <126 mg/dl
Diyabet >126 mg/dl

OGTT sirasinda 2. saat plazma Glukozu
Normal <140 mg/dl
Bozulmus Glukoz toleransi (IGT) >140 ve <200 mg/dl
Diyabet >200 mg/dl

1.1.4. Diabetes Mellitus Siniflamasi
1. Tip 1 (IDDM)
2. Tip 2 (NIDDM)
3. Gestasyonel DM
4. Sekonder DM (diger hastaliklara sekonder gelisen)
5. Konjenital insiilin rezistansina bagli DM

6. Ailevi otoimmin DM

Diyabetiklerin %90 ma yakini Tip 2, %5 1 ise Tip 1 diyabettir (10).

1.1.4.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 diyabet genetik zeminde ilerleyici beta hiicre yikimi sonucu insiilin
yetersizligi ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir (11). Genellikle otuz yasm altinda
ortaya ¢ikar. Tip 1 diyabet, tiim diyabetlilerin yaklasik % 7-10 oran1 kadar b limiinti
kapsar (12).

1.1.4.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus Patogenezi

a) Genetik Faktorler: Tip 1 diyabette genetik faktorlerin Oneminin
bilinmesine karsin spesifik bir genetik gecis sekli tespit edilememistir. Diyabetlilerin
kardeslerinde Tip 1 diyabet genel populasyona gore yaklasik 15 kat daha sik goriiliir.
Tip 1 diyabetli vakalarm % 90-95’1 DR3 ve/veya DR4 Class II HLA molekiilii ile
eksprese ederler (13-17).

b) Beta Hiicre immiintoleransimin Bozulmasina Neden Olan Cevresel

Faktorler: Beta hiicrelerinde immun toleransin bozulmasina ve otoimmunitenin



aktivasyonuna neden olan etkenlerin basinda viriisler, toksinler ve bazi1 gida
maddeleri gelir (13-17).

¢) Beta Hiicrelerine Yonelik Hiicre Aktivasyonu: Viriis ya da toksinlerle
dogal yapis1 bozulan beta hiicreleri, salgiladiklar1 sitokinlerle (IFN-a, IFN-g, TNF-a,
nitrik oksit (NO), IL-1 vb.) ya da antijenik peptidlerle immiin sistem elemanlarini
uyarir. Bunun sonucunda destriiktif insiilitis baslatilir (13-17).

d) Insiilitis ve Beta Hiicre Oliimii: Ge¢ faz immiin aktif donemde,
inflamasyon ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu stireci insiilitis olarak nitelendirilir.
Adaciklar1 once makrofajlar, CDS8 sitotoksik T lenfositleri daha sonra CD4
lenfositleri, TH1, NK (Natural Killer) hiicreleri ve B lenfositleri infiltre eder ve
hasara ugratir. Hasar, hastaligin baslangi¢ yas1 kiiclik olanlarda, puberte doneminde,
sekonder infeksiyonlarda ve kiz ¢ocuklarinda daha hizhidir (13-17).

e) Beta Hiicre Otoantijen ve Otoantikorlar: Giliniimiizde preklinik donem
Tip 1 diyabet tanisinda sensitivite ve spesifitesi yiliksek altin standart olarak alinan li¢
otoantikor; ICA (Adacik hiicre antijeni), anti GAD (Glutamik asit dekarboksilaz) A
2 (Tirozin fosfataz) otoantikorlaridir (13-17).

1.1.4.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diyabetliler, tiim diyabetiklerin ortalama % 85’ini olusturmaktadir (18).
Uzun siirebilen asemptomatik bir donem ¢ogunlukla mevcuttur. Yakmmalar
genellikle 45 yas civarinda baslar. ilk tam1 konuldugunda kronik komplikasyonlar

cogu zaman vardir (1, 3).

1.1.4.2.1. Tip 2 Diabetes Mellitus Patogenezi

Tip 2 diyabet patogenezinde beta hiicre fonksiyon bozuklugu, insiilin direnci
ve hepatik glukoz iiretimi artis1 gibi {ic ana metabolik bozukluk rol oynar (1-4).
Primer defekt olarak insiilin direnci ve /veya insiilin eksikligi 6n plandadir (1, 2).

Tip 2 diyabette primer patolojinin beta hiicre fonksiyon bozuklugu veya
insiilin direnci olmasinda yas, etnik farkliliklar, obezite ve diyabetin heterojenitesinin
kismen de olsa belirleyici oldugu ileri siiriilmektedir (19). Tip 2 diyabetin cogu
formlar1 genetik yikliilik ile iligkilidir. Son yillarda bunlara eklenen dordiincii bir
goriis, primer defektin  hiperinsiilinemi  oldugu ve insiilin direncinin

hiperinsiilinemiye bagh olarak olustugu hipotezidir. Hiperinsiilineminin nonoksidatif



glukoz kullanimin1 veya glikojen sentezini bozarak Tip 2 diyabette oldugu gibi

insiilin direncine yol acabilecegi ileri siiriilmektedir (20, 21).

1.1.5. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlar
Diabetes mellitusun komplikasyonlar1 asagida akut ve kronik olarak
smiflandirilmistir (22).
A) Akut (Metabolik) Komplikasyonlar:
e Diyabetik ketoasidoz
e Hiperosmolor non-ketotik koma
e [aktik asidoz komasi
e Hipoglisemi komas1
B) Kronik (Dejeneratif) Komplikasyonlar:
1) Makrovaskiiler komplikasyonlar:
e Kardiyovaskiiler hastaliklar (Hipertansiyon, Koroner kalp hastalig1)
e Serebrovaskiiler hastaliklar

e Periferik damar hastalig1

2) Mikrovaskiiler Komplikasyonlar:
e Diyabetik nefropati
e Diyabetik retinopati
e Diyabetik noropati

3) Diger Kronik Komplikasyonlar:
e Diyabetik ayak
e Erektil disfonksiyon ve diger seksiiel fonksiyon bozukluklari
¢ QGastrointestinal problemler
e Kemik ve mineral metabolizma bozukluklar

e Psikolojik problemler ve psikiyatrik bozukluklar

Diabetes Control an Complications Trial (DCCT) ¢alismasmin sonuglari ve
deneysel ¢aligmalar, iy1 bir glukoz kontroliiniin diyabetin komplikasyonlarini azaltici
etkisinin oldugunu gostermistir. Uzun siireli olarak HbA1C diizeylerinin < % 7.1

olmas1 sonucu mikrovaskiiler komplikasyonlar retinopati, noropati ve nefropati %
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50-70 oraninda azalmistir. Bu diizey makrovaskiiler komplikasyonlar yoniinden de

yararl olmaktadir (23).

1.1.6. Diabetes Mellitus’un Serebral Komplikasyonlar

DM’nin ndrolojik komplikasyonlarmin  etyopatogenezi uzun yillar
arastrmacilarm ilgi alani1 olmustur. Bu 1ilgi genellikle periferik ve otonom sinir
sistemi iizerinde yogunlasmistir (24). Ancak son yillarda DM’nin santral sinir
sistemi(SSS)’ni de etkiledigine dair kanitlar da ortaya konmaktadir (25). Periferik
sinir sistemindeki komplikasyonlarin aksine, santral sinir sistemindeki diyabetik
komplikasyonlar kolay fark edilemez (26). Diyabetik hastalarda hem akut, hem de
kronik metabolik ve vaskiiler bozukluklar beynin fonksiyonel ve yapisal biitiinliigiine
zarar verebilir (25, 27). Akut serebral bozukluklara neden olan farkli olaylar vardir.
Ornegin; diyabetik olgularda serebrovaskiiler olay riski ve tahribat1 artmustir. Ayrica
hiperglisemik ve hipoglisemik ataklar da akut serebral fonksiyon bozukluguna neden
olur (25, 26). Uzun siireli diyabette, daha sinsi gelisen bu yilizden de kolay fark
edilemeyen serebral degisiklikler de meydana gelmektedir (25, 27). Bu serebral
bozukluklar; norokimyasal, elektrofizyolojik, vyapisal ve kognitif diizeyde

gosterilmistir.

Norokimyasal degisikliklerle ilgili verilerin cogu kemirgen modellerden elde
edilen sonuclara dayanmaktadir. Bu degisiklikler sunlardir:

1. STZ ile diyabet olusturulmus ratlarin striatumunda azalmis asetilkolin sentez
ve salinimi. Asetil kolin metabolizmasinda meydana gelen bu degisiklikler
kognitif bozukluklarla iligkilendirilmektedir.

2. Diyabetik ratlarin beyinlerinin farkli bolgelerinde degismis adrenalin ve
noradrenalin igerigi.

3. Azalmis serotonin dongiisii.

4. Azalmis dopaminerjik noronal aktivite ve artmis dopamin icerigi.

Norokimyasal degisikliklerle ilgili insan ¢alismalarindan elde edilen veriler
ise sunlardir:
1. Ciddi ketoasidozda artmis serotonin dongiisii ve post-mortem beyin

orneklerinde medial ve lateral hipotalamusta artmis serotonin igerigi.
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2. Beynin farkli bolgelerinde artmis dopamin icerigi (26).

Diyabetik hastalarda elektrofizyolojik anormalliklere iliskin veriler evoked
potansiyeller ve event-related potansiyellerin dl¢iilmesiyle elde edilmistir. Evoked
potansiyeller, eksternal bir stimulusa beynin verdigi cevabin elektrofizyolojik
tezahtiriidiir. Beyin sap1 isitsel evoked potansiyelleri (BAEPs), gorsel evoked
potansiyelleri (VEPs) ve somatosensorial evoked potansiyelleri (SEPs)’nin
latanslarinin  6l¢iimii, diyabetik hastalarda santral sinir sisteminin fonksiyonel
biitiinligiinii degerlendirmek amaciyla yaygm olarak kullanilmaktadir. Diyabetik
hastalarda hem santral hem de periferik orijinli evoked potansiyellerin latanslarinda
artis olmaktadir. Latanslardaki bu artis diyabetin santral sinir sisteminde sinyal
iletimini bozdugunu gostermektedir.

Evoked potansiyellere ilaveten, P300 dalgasinda oldugu gibi event-related
potansiyellerin latanslar1 da artmaktadir. P300 dalgasi, kognitif ve hafizaya ait
fonksiyonlarla iliskili bir ge¢ kortikal ndrofizyolojik olaydwr. Dikkat ve kisa siireli
hafizayla yakindan iligkilidir. Diyabetik hastalardaki artmig P300 latans1 yiiksek
beyin fonksiyonlarindaki bozulmanin bir gostergesi olabilir ve bu sayede
elektrofizyolojik ve kognitif bozukluklar arasinda bir bag kurulabilir (25-27).

Bir diger elektrofizyolojik degisiklik, insiiline bagimli olmayan diyabetik
hastalarda rastlanan, tiim santral kortekste ortaya c¢ikan yavaslamis EEG
(elektroensefalografi) ritmidir. Buna ilaveten diyabetik ¢ocuklarda da non-spesifik
EEG anormalliklerine rastlanmaktadir (26).

Tip 1 DM’de santral sinir sistemi komplikasyonlarinin gelisiminde insiilin
eksikliginin yanisira, C peptid eksikliginin de dnem tasidig: bildirilmistir. C peptid
icin 0zgiil bir reseptor yoresi tanimlanmamis olmakla birlikte, bu peptidin insiilinin
sinyal yolaklar1 aracilig1 ile etki olusturdugunu goésteren kanitlar bulunmaktadir. C
peptidin BB/Wor siganlarda bozulmus insiilin benzeri biiyiime faktorii aktivitesini ve
insiilin reseptor sentezini kismen diizelttigi ve hipokampustaki néronal apoptozisin
olusumunu kismen 6nledigi bildirilmistir. Yapilan invivo ve invitro ¢aligmalardan
elde edilen sonuglar, insiilin / C peptid yetersizliginin Tip 1 DM’de goriilen néronal

apoptoziste 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir (28, 29).



Diyabet beyinde serebral atrofi ve fokal beyaz madde lezyonlarinimn gelisimi gibi
yapisal degisikliklerin olusumu i¢in bir risk faktoriidiir. Diyabetik olgularin
beyinlerindeki yapisal degisiklikler normal yaslanmadaki degisiklikleri taklit
etmektedir ancak diyabet olmayan olgulara gore daha erken yaslarda ortaya
cikmaktadir (25).

Deneysel diyabet olusturulan hayvanlarda, subkortikal alanda ve beyin
kokiinde lezyonlar, beyin ve medulla spinaliste ndronal atrofi, aksonal dejenerasyon,
glikojen birikimi, ensefalomalazi, demiyelinizasyon ve glia (astrosit) hiicrelerinde
hasar olusumu gibi yapisal degisiklikler olustugu bildirilmistir (30-33). Diyabetik
hayvanlarda hipokampus, arkuat ve ventromediyal niikleus, neokorteks ve prefrontal
korteks ndronlarinin yogunlugunda anlamli bir azalma goriildiigii, néron kayiplari
nedeni ile beynin agirhiginda azalma oldugu rapor edilmistir. Invivo ve invitro
calismalar, s6z konusu noron kayiplarinda apoptozisin Onemli rol oynadigini
gostermektedir. Tip 1 DM’de ndronal yogunlugun azalmasimin diyabetin siiresi ile
korelasyon gosterdigi, zaman ilerledik¢e apoptozis kaynakli ndronal kaybin arttigi
bildirilmistir (30, 34).

Hiicresel diizeyde degerlendirildiginde ise, diyabetik hayvanlarin santral sinir
sistemlerine ait hiicrelerin c¢ekirdek sekillerinde ve kromatin goriiniimlerinde
bozulmalar oldugu, mikrotiibiil sayilarmin arttigi, endoplazmik retikulumlarinda
genisleme, parcalanma ve degraniilasyon olustugu bildirilmistir (29).

Tip 1 ve Tip 2 diyabetik hastalardaki noropsikolojik c¢alismalarda, genis
cesitlilikteki kognitif testlerde performans kayiplar1 gozlenmektedir (25-27). Tip 1
diyabetik hastalarda 6grenme ve hafizada, problem ¢d6zmede ve mental ve motor
hizda bozulmalar meydana gelebilmektedir (25-27, 35).

Tip 1 diyabetik ¢ocuklardaki kognitif degisikliklerin temel belirleyicileri,
diyabetin ortaya ¢ikis yas1 ve hipoglisemik olaylarm sikligidir (25, 26). Diyabetin 5
yasindan Once ortaya ¢iktigi ve hipoglisemik olaylara sik maruz kalan olgularda,
kognitif bozukluklara daha sik rastlanmaktadir. Diyabetik c¢ocuklarda kognitif
fonksiyonlar1 etkileyen diger faktorler ise, HbAlc (hemoglobinAlc) diizeyleri ile
takip edilen glisemik kontroliin kotii olmas1 ve hastaligin siiresidir.

Tip 1 diyabetik yetiskinlerde mental verimlilikte kiigiik fakat fark edilebilir

azalmalar meydana gelmektedir. Ciddi boyuttaki bozukluklara nadiren
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rastlanmaktadir (25). Diyabetik hastalarda bozukluklarin goézlendigi spesifik
vakalarla ilgili caligmalarin sonuglar1 ve bozukluklarin dereceleri farklilik
gostermektedir. Bu farkliliklar, bozukluklarin kismen zor fark edilir olmasindan ve
calismalara katilan populasyonlarin heterojen olmasindan kaynaklanmaktadir (25,
27, 36). Ayrica diyabetik hastalar arasinda ciddi hipoglisemi ve kronik
hiperglisemiye maruziyetde farkliliklar olmas1 da onemlidir; ¢iinkii hipoglisemi ve
hiperglisemi beyni farkli mekanizmalar araciligiyla etkiler (25, 27). Glisemik kontrol
yetigskin Tip 1 diyabetiklerdeki serebral komplikasyonlarin dnlenmesinde iki yonlii
rol oynamaktadir. Bir yandan yiikselmis HbAlc degerleriyle ifade edilen kotii
glisemik kontrol ve periferik noropati gibi kotii glisemik kontrolle iliskili diger
komplikasyonlar kognitif fonksiyon bozukluguyla iligkili iken diger yandan da yogun
tedavi hipoglisemik olaylarin sikligini arttrmakta ve beyni olumsuz ydnde
etkilemektedir (25).

Tip 1 diyabetik hastalarla karsilastirildiginda, Tip 2 diyabetik hastalarda
yapilan noropsikolojik calismalardan elde edilen sonuglar birbirleriyle daha
uyumludur. Tip 2 diyabetik hastalarda, 6zellikle sozel hafiza ve kompleks bilgi
islenmesi ile ilgili tasklarda orta derecede kognitif bozukluklar rapor edilmistir.
Temel dikkat islevi, motor reaksiyon zamani ve kisa siireli hafiza kismen
etkilenmiyor goriinmektedir. Tip 2 diyabetik hastalarda kognitif fonksiyon
bozuklugu ic¢in risk faktorleri; artmis HbAlc ve aghik plazma glukoz diizeyleri,
yiikselmis serum trigliserid diizeyleri ve periferik noropatinin varhigidir.
Hipoglisemik olaylar temel bir belirleyici gibi gériinmemektedir, ¢linkii bozulmus
glukoz toleransi olan olgularda ve yeni teshis edilmis ve hentiiz tedaviye baslanmamis
hastalarda da kognitif bozukluklara rastlanmaktadir.

Yapilan calismalarda Tip 1 ve Tip 2 diyabetin kognitif bozukluklarla iliskili
oldugu acikca ortaya konulmustur ancak arastirmacilar arasinda gecerli olan goriis
giinliik islevler {izerine olan etkinin smirli oldugudur. Ancak bu sonu¢ 70 yasin
altindaki hastalar i¢in gegerli olmasina ragmen, daha yash diyabetik hastalar i¢in
gecerli gibi goriinmemektedir. Son zamanlarda yapilan epidemiyolojik c¢aligmalar
diyabet ile hem vaskiiler demans hem de Alzheimer hastalif1 arasinda bir iliski
oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, aynm1 yastaki kontrollerle karsilastirildiginda
daha belirgin kognitif bozukluklar gosteren yasl diyabetik hastalardan elde edilen
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sonuglarla uyumludur. Diyabetin beyin iizerine olan etkilerinin yashilarda daha
belirgin olmasinin nedenleri agik degildir. Hem yeni teshis edilmis diyabetik
olgularda hem de bozulmus glukoz toleransi ve/veya hiperinsiilinemisi olan yasl
olgularda kognitif fonksiyon bozukluklarma rastlanabilmektedir. Bu bulgular,
yaslilarda diyabetin beyin iizerindeki etkilerinin uzun silireyle diyabete maruz
kalmaktan ziyade, yaslanmakta olan beynin diyabetik kosullar karsisinda daha zayif
olmasindan kaynaklandigina isaret etmektedir (25, 27).

Diyabetik hastalarda kognitif fonksiyonu etkiledigi diisiiniilen baska faktorler
de vardir. Ornegin; hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabetik hastalarda psikiyatrik
bozukluklarin, o6zellikle de depresyon ve anksiyete bozukluklarinin prevalansi
artmustir (25). Ozet olarak diyabet; yavas gelisen, klinik olarak anlamli kognitif
bozukluklarla karakterize bir ensefalopatiyle iligkilidir. Kognitif bozukluklar,
beyinde meydana gelen elektrofizyolojik ve yapisal degisikliklerle de koreledir (27).

1.1.6.1. Diabetes Mellitus’un Serebral Komplikasyonlarinin Patogenezi

Diyabetin  diger = komplikasyonlariyla  kiyaslandiginda,  diyabetik
ensefalopatinin patogenezine yonelik calismalar daha azdir. Bu komplikasyonlarin
olusumunda pek ¢ok patogenetik faktor bir arada rol oynuyor gibi gdriinmektedir. 11k
olarak, periferik diyabetik noropati patogenezinde yer alan faktorler rol oynuyor
olabilir (25, 27). Ikinci olarak, diyabetteki ndropsikolojik ve yapisal degisiklikler
yaslanmakta olan beyindeki degisiklikleri taklit ettiginden ve yash olgular diyabetin
beyin lizerindeki etkilerine gen¢ olgulardan daha duyarli oldugundan, diyabetin
beynin yaslanma siirecine katkida bulundugundan ya da bu siireci hizlandirdigindan
s6z edilebilir (25, 27, 37). Ugiinciisii, serebrovaskiiler olaylar icin risk faktdrleri olan
hipertansiyon ve ateroskleroz rol oynayabilir (25). Dordiincii olarak, hipogliseminin
muhtemel roliinden bahsedilir (25, 26, 24, 38-40). Son olarak da insiilinin siipheli
roliinden s6z edilir ki bu; serebral insiilin diizeylerindeki, insiilin reseptorlerindeki ve
insiilin ~ sinyalizasyonundaki  degisikliklerin  dahil oldugu ndromodiilatuar

degisikliklerin bir sonucudur (27, 41-43).

1.1.6.1.1. Diyabetik Noropatinin Patogeneziyle Olan Baglantilar
Periferik diyabetik noropatinin patogenezi multifaktoriyeldir ve vaskiiler
disfonksiyon, trofik destekte meydana gelen degisiklikler ve artmis glukoz
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diizeylerinin direkt toksik etkisini i¢erir. Vaskiiler disfonksiyon diyabetik noropatide
oldugu gibi, diyabetik ensafalopatide de onemli rol oynar. Beyinde meydana gelen
vaskiiler degisiklikler sinir kan akiminda ve endondral oksijen miktarinda azalmayla
sonuglanir (25-27). Serebral kan akimindaki lokal azalmalar hem akut hem de kronik
hiperglisemisi olan hayvanlarda gosterilmistir (26). Diyabetik hastalarda da serebral
kan akiminda hem lokal azalmalar hem de artislar oldugu rapor edilmistir (25).
Yapilan calismalarda norotrofik destekte de degisikliklerin meydana geldigi
bildirilmistir. Bu degisikliklere 6rnek olarak IGF (insiilin benzeri biiyiime faktorii)
geninin serebral ekspresyonundaki azalma verilebilir.

Hiperglisemi beyinde glukoz diizeyinin artmasiyla sonuc¢lanmaktadir.
Beyindeki artmis glukoz diizeyi aynen periferik sinir sisteminde oldugu gibi polyol
yolag1 aktivitesinde artisa ve sorbitol ve fruktozun birikimine neden olur. Ancak
diyabetik rodentlerin beyinlerindeki sorbitol ve fruktoz diizeylerindeki artis periferik
sinirlerdeki artiga gore daha diisiik seviyededir. Periferik sinirlerdeki sorbitol
diizeylerindeki artisin, myoinozitol seviyelerindeki azalmaya bagli oldugu
disiiniilmektedir.  Myoinozitoliin  azalmasi1  fosfoinozitid  metabolizmasinda
bozukluklara neden olmakta bu da diagilgliserol iiretimini bozmaktadir. Sonugta
meydana gelen bu degisiklikler de PKC (protein kinaz C) aktivitesinde meydana
gelen degisikliklerle iligkilendirilmektedir. Diyabetik ratlarin beyinlerinde, sorbitol
diizeylerindeki artisa ragmen myoinozitol diizeyleri de artmaktadir. Fakat periferik
sinirlerde oldugu gibi fosfoinozitid ve diagilgliserol diizeyleri diismektedir. Sinaptik
plastisitede meydana gelen degisikliklerin 151¢1nda, diyabetin beyindeki protein kinaz
aktivitelerini de etkiledigi soylenmektedir. Diyabetik ratlarda protein kinaz A ve C
aktivitelerinin arttigi, CAMKII (Ca*" / kalmodulin bagimli protein kinaz II)
aktivitesinin ise azaldig1 gosterilmistir. Yiiksek glukoz diizeylerinin neden oldugu bir
diger toksik etki de AGEs (ileri glikasyon son iiriinleri) iiretiminin artisidir.
Diyabetik ratlarin spinal kordlarinda ve beyinlerinde AGEs’nin diizeylerinin arttig1
gosterilmistir. Ancak bu artig periferik sinirlerdeki artistan daha diisiik diizeydedir.
Yine diyabetik ratlarmn beyin dokularinda ve serebral mikrodamarlarinda oksidatif
hasar1 gosteren lipid peroksidasyon yan iirlinlerinin arttigi gézlenmektedir. Bunun
disinda beynin antioksidan savunmasinda rol oynayan siiperoksit dismutaz ve katalaz

aktiviteleri de azalmaktadir (25, 27). Hiperglisemiye bagli oldugu diisiiniilen bir
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diger degisiklik de Ca’" homeostazindaki bozulmadir. Diyabetik hayvanlar ve
insanlardan elde edilen sonucglara gore bircok dokuda intraselliiler Ca*" diizeylerinin
arttig1 gozlenmistir. intraselliller Ca®" diizeyini belirleyen membran Na, K-ATPaz
aktivitesi de degismektedir. Periferik sinir sisteminde myoinozitol eksikliginin Na,
K-ATPaz aktivitesini diisiirdiigii ve bunun da sinir disfonksiyonuna neden oldugu
disiiniilmektedir. Streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulmus ratlarin santral
sinir sistemlerinde de Na, K-ATPaz aktivitesi azalmakta ve lokal farkliliklar
gostermektedir. En cok diisiis serebral korteks ve hipokampusta gozlenmektedir.
Ancak hipergliseminin beyindeki myoinozitol diizeyini arttirdigi bilindiginden,
santral sinir sisteminde Na, K-ATPaz aktivitesi ile myoinozitol diizeyi arasindaki

iligki net degildir (25-27, 44).

1.1.6.1.2. Beyin Yaslanmasinin Patogeneziyle Olan Baglantilar

Diyabetin beyin {izerindeki etkilerinin yashlarda daha belirgin oldugu
gozlenmistir. Yash olgularda hizlanmis kognitif gerilemeyle kendini gosteren bu
olay, yaslanmakta olan beynin diyabetin etkilerine kars1 daha duyarli olmasina ya da
yaslanmanin ve diyabetin patogenezlerinin etkilesimine baglanabilir. Ayrica Tip 1 ve
Tip 2 diyabetin patofizyolojisindeki farkliliklar da gozardi edilmemelidir ¢iinkii
yaslilar daha ¢ok Tip 2 diyabetten etkilenmektedirler (27).

Diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde adi gegen oksidatif stres,
AGEs’nin  birikimi  ve wvaskiiler fonksiyon bozuklugu gibi olaylar beynin
yaslanmasinda da rol oynamaktadir. Yaslanmakta olan kemirgenlerin ve insanlarin
beyinlerinde protein ve lipidlerin oksidasyonunun arttigi gosterilmistir. Yine
muhtemelen diisiik protein dongiisiiniin bir sonucu olarak, beynin de dahil oldugu
bircok dokuda AGEs’nin biriktigi goriilmektedir. AGEs’nin olusumu reaktif oksijen
tiirlerinin artmig Uretimi ile iligkilidir. Yaslanma esnasinda beynin kapillerlerinin
ilerleyici bir dejenerasyona ugradigi da bilinmektedir. Sonucta meydana gelen
kapiller anormallikler uzun vadede serebral kan akimini -etkileyebilmektedir.
Oksidatif stres, AGEs ve iskeminin olumsuz etkileri kismen bozulmus olan néronal
Ca’" homeostazi araciligiyla meydana gelmekte ve nronal Ca*” homeostazindaki bu
bozulma beynin yaslanmasiyla iliskili noropatolojik degisikliklerin ortaya

cikmasinda bir son yolak olarak kabul edilmektedir.
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Sonug olarak iskemi, oksidatif stres, AGEs’nin olusumu ve bozulmus néronal
Ca’" homeostazinin beynin yaslanmasima ve diyabetin serebral komplikasyonlarmnin
gelisimine olan etkileri farkliliklar gostermektedir. Ancak benzerliklerin oldugu da
inkar edilemez ve yash diyabetik hastalarin diyabetin beyin ilizerindeki etkilerine

kars1 daha hassas olmalarini kismen de olsa agiklayabilir (25, 27).

1.1.6.3. Serebrovaskiiler Degisikliklerin Rolii

Diyabet hipertansiyon ve serebrovaskiiler hastalik prevalansindaki artisla
iligkilendirilmektedir. ~Serebrovaskiiler hastalik inme riskini arttirmakta ve
hemodinamik degisikliklere neden olmaktadir. Bu hemodinamik degisiklikler de
serebral kan akimindaki lokal degisimlerle sonuglanmaktadir (25). Ayrica diyabetik
hastalarda serebral vazoreaktivite de bozulmaktadir (25, 27, 38). Serebral
vazoreaktivite ve eslik eden kan akimindaki degisiklikler, hipoglisemi, hipotansiyon,
hipoksi ve hiperkapni gibi durumlarda rol oynayan Onemli kompansatuar
mekanizmalardir. Bu mekanizmalarin kaybinin beyin {izerinde zararl etkileri olmasi
muhtemeldir.

Hipertansiyon diyabetin serebral komplikasyonlar1 iizerinde hem direkt hem
de indirekt olarak rol oynamaktadir. Serebrovaskiiler hastaligin gelisimi siirecini
hizlandirmakta (25, 45) ve buna ilaveten hem diyabetik hem de diyabetik olmayan
yaslilarda kognitif bozukluklar i¢in predispozisyon olusturmaktadir (25, 46). Kronik
hipertansiyonun beyin iizerindeki etkilerinin patofizyolojisi kismen anlagilmistir
ancak hiperinsiilineminin diyabetik olmayan olgularda dahi hipertansiyonun beyin

iizerindeki zararl etkilerini kuvvetlendirdigini belirtmekte yarar vardir (25, 47).

1.1.6.4. Hipogliseminin Etkileri

Hipogliseminin, 6zellikle sik sik tekrarlanmasi halinde, beyin fonksiyonlar:
iizerinde olumsuz etkilere neden oldugu, ¢esitli calismalarda gosterilmistir (24).
Ornegin; tek bir hipoglisemik olaya eslik eden kognitif degisikliklerin gecici oldugu
diistiniilmektedir ancak tekrarlayan hipoglisemik olaylarin kiimiilatif etkisi kalici
kognitif bozukluklarla sonuglanabilmektedir (25, 26).

Hipoglisemide asidik aminoasitlerin rol aldig1 eksitotoksik beyin zedelenmesi
meydana gelmektedir. iskemi ve hipokside de bu tarz zedelenme gdzlenmektedir
(24). Hipoglisemi esnasinda meydana gelen segici ndronal hasarin bir eksitatuar
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aminoasit alt tipi olan NMDA reseptorii'niin aktivitesindeki artisa bagli oldugu
gsterilmisti. NMDA reseptdr aktivitesindeki bu aktivite artisi intraselliiler Ca®"
diizeylerinde patolojik bir artisa neden olur. Sonug¢ olarak niikleer ve mitokondrial
fonksiyon kayb1 ve proteazlarin ve diger Ca>" bagimli enzimlerin aktivitesinde artis
meydana gelir (24-26). Bu degisiklikler norotransmisyon ve noronal aktiviteyi
uyararak zaten yetersiz olan enerji kullanimini arttirir ve enerji agig1 olan hiicrelerin
Olimiine neden olur (24). Beyindeki se¢ici ndronal hasarm dagilimi NMDA-reseptor

yogunluguyla iligkilidir (26).

1.2. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandigi silirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu
dengenin bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak adlandirilan bu durum
Ozetle; serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir, (Sekil 1)

(48).
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Sekil 1. Oksidatif Stress (www.woongbee.com)
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1.2.1. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Diyabet ROS (reaktif oksijen tiirleri) ’nin artmus iiretimi, antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersizligi ve sonu¢ olarak artmis oksidatif stresle iligkilidir (49,
50). Ancak oksidatif stresin diyabetin bir komplikasyonu mu, yoksa diyabetin diger
uzun donem komplikasyonlarmm bir nedeni mi oldugu konusunda arastirmalar
devam etmektedir (49, 51). Son yillarda yapilan ¢caligmalar, artmis serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonun, bir¢ok hastaligin patogenezinde rol aldigini
gostermektedir. Lipid peroksidasyonu; yaglarin, ozellikle ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidatif oksijen bagimli yikimi olarak tanimlanabilir (52). Lipid
peroksidasyonu sonucu hiicre zarinin yapisi ve akigkanlhigi bozulur, kalsiyum gibi
iyonlar hiicre i¢ine girer. Kalsiyumun hiicre i¢cinde artmasi sonucu proteazlar aktive
olur ve hiicre iskeletinde hasar meydana gelir. Kalsiyum endoniikleazlar1 aktive
ederek DNA kiriklarina da neden olur. Lipid peroksidasyonunun son {riinleri;
hidrokarbon gazlar ve toksik aldehitlerdir (53). Aldehitlerden malonildialdehit
(MDA) 6l¢timii lipid peroksidasyonunun gostergesidir ve bu amacla yaygin olarak
kullanilmaktadir (53, 54).

Miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim,
diabetes mellitus, romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar, kanser ve yaslanma
dahil bircok hastaligin oksidatif stres ile iligkisi gosterilmistir (55-61). Diabetes
Mellitus, giiniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay1 tiim diinyada hizla yayilan,
yiiksek mortalite ve morbidite riski tasiyan bir hastaliktir. Yapilan c¢aligmalarda
deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik hastalarda serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonun onemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin
diabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (62). Bunlara ilave
olarak, uzamis oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin,
diyabetin kronik komplikasyonlarmin ortaya cikisi ile de iliskili olabilecegi
arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (63, 64).

ROS diisiik konsantrasyonlarda normal hiicresel fonksiyon i¢in esansiyel
olmalarmma ragmen, lipid membranlarin, DNA (deoksiriboniikleik asit)’in ve
proteinlerin  peroksidasyonuna neden olabilir ve hiicresel homeostazi ve
fonksiyonlar1 olumsuz yonde etkileyebilirler. O, (siiperoksit anyonu), *OH

(hidroksil radikalleri), H,O, (hidrojen peroksit) ve ONOO® (peroksinitrit) gibi
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ROS’nin olusumu, ROS ile micadele eden Cat (katalaz), GPx (glutatyon
peroksidaz), SOD (siiperoksit dismutaz), vitamin E ve GSH (rediikte glutatyon) gibi
bilesiklerle sinirlandirilir. Hiperglisemi pro- ve antioksidan bilesikler arasindaki
dengeyi bozacak degisiklikleri indiikleyebilir ve bu da ROS’nin artmis iiretimi ve
savunma mekanizmalarinin yetersizligi ile sonuglanir (50). Diabetes Mellitusta artan
ROS iiretiminin hiperglisemi disindaki nedenleri iskemi, artmis mitokondrial kagak,
katekolamin oksidasyonu ve lokositlerdir (49). Diger yandan ROS’ni temizleyen
bilesiklerin eksikligi ise, diyabetin bu temizleyicilerin liretimi ya da aktivitesi lizerine
olan direkt etkisine bagli olabilecegi gibi, bu bilesiklerin ROS tarafindan artmus
tilkketimine de bagli olabilir (65). Hiperglisemi ROS’nin iiretimini birka¢ farkli
mekanizma ile arttirr. Bu mekanizmalar; glukozun otooksidasyonu, protein
glikasyonu, PKC aktivasyonu ve polyol yolagidir (49, 51, 66, 67).

Glukozun otooksidasyonu: Gegis metallerinin varhiginda, glukozun bir
enediol radikal anyonuna doniisiimiidiir. Bu radikal molekiiler oksijeni indirgerken
0,°, *OH ve H,0, gibi oksidan aracilar ve a-ketoaldehidlerin iiretimine neden olur.
Bu molekiiller DNA, proteinler ve lipidler gibi 6nemli biyomolekiillere zarar
verebilirler (49). Ayrica glukozun otooksidasyonu AGEs’nin olusumu ile de
yakindan iliskilidir (66).

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
olusmasina neden olurlar. Daha sonralar1 bu olayin gecis metallerinin yoklugunda da
meydana gelebilecegi gosterilmistir. Proteinin yar1 Omriiniin 10 haftadan uzun
oldugu  durumlarda glikasyona ugramis proteinler geri  doniislimsiiz
modifikasyonlarla Maillard ftriinlerini ya da AGEs’ni olustururlar. Glikasyona
ugramig proteinler gibi, AGEs de serbest oksijen radikalleri olusturabilirler. Ayrica
ROS de AGEs’nin olusumunu hizlandirirlar (68).

Diyabetik hayvanlarda ve insanlarda ROS ile miicadele eden SOD ve
glutatyon rediiktaz gibi enzimlerin non-enzimatik glikasyonunun da bu enzimlerin
azalmig aktivitelerinden sorumlu olabilecegi ve ROS’nin artisina neden olabilecegi

ileri stiriilmektedir (50).
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PKC aktivasyonu: Hipergliseminin kendisi bazi anahtar hiicresel 6zellikleri
degistirerek ROS’nin mitokondriden asir1 miktarda serbestlenmesine neden olabilir.
Hipergliseminin neden oldugu bu degisikliklerden biri PKC’nin aktivasyonudur (69).
Diagilgliseroliin de novo senteziyle PKC izoformlarinin aktivasyonu, diyabette
hasara ugrayan hedef organellerde patolojik gen expresyonu ve protein
modifikasyonu ile sonuglanir (70). Yapilan bazi c¢alismalarda aldoz rediiktaz
yolaginin aktivasyonunun da diyabetik komplikasyonlara duyarli bazi dokularda
PKC’nin aktivasyonuna katilabilecegi rapor edilmistir (71, 72). Yine aldoz rediiktaz
yolaginin bir sonucu olarak GSH ve taurin gibi antioksidanlarin miktaridaki
azalmanin da PKC’nin aktivasyonunu azaltabilecegi gosterilmistir (66).

Polyol yolagi: Hiicre i¢cine giren glukoz bir kez fosforile edilip glukoz-6-
fosfat’a doniistiigiinde, iki temel yolakla metabolize edilir; glikoliz ve pentoz fosfat
yolu. Bunlardan pentoz fosfat yolu primer NADPH (rediikte nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat) kaynagidir (49). Glukozun hiicre i¢i konsantrasyonunun anormal
olarak arttig1 durumlarda ise polyol yolagi ile metabolize edilir. Polyol yolaginda
glukoz aldoz rediiktaz ile sorbitole indirgenir ve sorbitol de sorbitol dehidrogenazla
fruktoza yiikseltgenir. Aldoz rediiktazin aktivite goOsterebilmesi icin NADPH’a
ithtiyac1 vardir. Bu yiizden polyol yolagi aktivitesinin artmasi intraselliiler NADPH
eksikligiyle sonuclanir. Glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin de NADPH’a
ithtiyac1 vardir. Bu yiizden bu kofaktoriin intraselliiler eksikligi glutatyon rediiktaz
aktivitesini azaltarak, serbest radikal aracili hasarlara karsi korunmada 6nemli bir
faktor olan intraselliiler GSH igeriginin azalmasina neden olur (68). Aldoz rediiktaz
inhibitdrlerinin kullanildigi bazi ¢alismalarda lipid peroksidasyonunun azaldigi (73)
ve eritrosit GSH diizeylerinin arttigi (74) 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 psédohipoksi” olarak adlandirilir ve serbest radikal {iretiminin
artmasina neden olur bu da iskemiyle sonuclanabilir (49). Bunun 6tesinde biriken
sorbitol ozmotik stres araciligiyla mitokondrial disfonksiyona neden olarak,
antioksidatif defans1 olumsuz yonde etkiler. Intraselliiler bir ozmolit ve endojen bir
antioksidan olan ve antioksidatif savunmada rol alan taurinin ve glutatyonun

azalmasina neden olur (66). Yine hiicre i¢i ROS’nin asir1 liretimine neden olan bir
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baska sebep de glikoliz sonucu olusan piruvatin kompleks II (siiksinatubikinon)
diizeyinde mitokondriye olan transportudur (70).

Son zamanlarda, ROS ve oksidatif stresle iligkili olarak bazi farkl
biyokimyasal yolaklarda da hipergliseminin rolii iizerinde durulmaktadir. Bunlar;
niikleer faktor-«B (NF-kB), NH2-terminal Jun kinazlar / stresle aktive edilen protein
kinazlar (JNK/SAPK), p38 mitojenle aktive edilen protein (MAP) kinaz ve
heksozaminin stresle aktive edilen yolaklaridir (67).

Diyabetin neden oldugu artmis oksidatif stres ve azalmis antioksidan aktivite
beynin patolojik olaylara karsi daha duyarli hale gelmesine neden olur. Deneysel
olarak indiiklenen hiperglisemide ratlarin beyinlerinde oksidatif hasarin arttigi
gosterilmistir. Tip 1 diyabetik hastalarin serumlarinda da siiperoksit liretiminin arttig1
ve bu artisin glisemik kontroliin etkinliginin arttirilmasiyla azaldigi gozlenmistir
(75). Yine yapilan caligmalarda lipid peroksidasyon iiriinlerinin de hem Tip 1
diyabetik ratlarm (75, 65) hem de Tip 2 diyabetik mice’larin beyinlerinde arttigi
rapor edilmistir (75). STZ ile diyabet olusturulmus ratlarda beynin antioksidan
savunmasinda rol alan SOD ve Cat aktivitelerinin diistiigii ancak Tip 2 diyabetik

mice’larda ise SOD’1n aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (65).

NADP NAD NAD NADH

\7 \7

D-FRUKTOZ =i SORBITOL =i GLUKOZ

ALDOZ REDUKTAZ SORBITOL DEHIiDROGENAZ

Sekil 2. Polyol Yolunun Semas1 (76)
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1.2.2. Anti-Oksidanlar
ROS’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek ig¢in
viicutta baz1 savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar “Antioksidan Savunma

Sistemleri” olarak bilinirler (Sekil 3).

ANTIOKSIDAN
SISTEMLER

Siipiiriicii Enzimatik A tse::tf’(;lkl Preventif

Antioksidanlar Antioksidanlar ntioksidaniar Antioksidanlar
Askorbik asit Katalaz N-Asetl! Sistein Transferrin
Alfa-Tokoferol Paraoksonaz Allopurinol Albumin
Tiyoller Siiperoksit Dismutaz Probukol Seruloplazmin
Beta-Karaton Glutatyon Peroksidaz Penisilamin Ferritin
Urrik Asit Desferoksamin
Flavanoidler Butil-hidroksitoluen
Ko-enzim Q

Sekil 3. Antioksidan Savunma Sistemleri (77)

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma
ile etkisiz hale getirilirler. Hiicre dis1 savunma, alblimin, bilirubin, transferin,
seruloplazmin, iirik asit gibi c¢esitli molekiilleri igermektedir. Hiicre i¢i serbest
radikal toplayicit enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler
siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon- S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser

elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlari i¢in gereklidir (77).

1.3. Apoptozis

Agac yapraklarinin aga¢ gdvdesinden ayrilmasi anlamma gelen ‘apoptosis’
kelimesi, Yunanca’dan kdken almistir ve ¢ok hiicreli canlilarda goriilen programli
hiicre 6liimii “Programmed cell death (PCD)” anlamina gelir (78). Fizyolojik hiicre
Olimi, hiicre intihari, hiicre kaybi terimleri de ayni anlamda kullanilabilen ve
literatiirde yer alan diger ifadelerdir.

Hiicre oliimiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskopunun ve yeni

boya yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk tanimlanan terim nekroz olmustur.
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1970’11 yillarin basinda, iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan daha
farkli olan, yeni hiicre 6liim formlar1 oldugu gézlenmis ve buna programlanmis hiicre
Olimii diye de tanimlanan apoptosis ad1 verilmistir (78, 79). Bu tarihten itibaren de
farkli disiplinlerdeki bilim adamlar1 hiicre Olimii arastirmalariyla yakindan
ilgilenmeye baslamislardir.

Hiicre oliimii genellikle apoptosis ve nekroz olarak iki ana baglik altinda
siniflandirilir. Nekroz; pasif, katabolik bir siire¢ ve her zaman patolojik bir olaydir.
Histolojik bulgular1 mitokondrial ve niikleer sisme, organellerin bozulmasi, niikleus
etrafindaki kromatinin yogunlasmas: seklinde devam ederek, DNA’nin niikleer ve
sitoplazmik membraninda bozulma ile giden bir siirectir (80, 81).

Apoptosis ise nekrozun tersine, multiselliiler organizmalarda fizyolojik
kosullarda olusur. Gelisimin normal bir parcasidir ve enerji gerektiren aktif bir
sirectir (80, 82, 83). Apoptosis degisik doku ve hiicre tiplerinde olusabilecek
morfolojik ve biyokimyasal seyri ile kompleks bir olgudur (84, 85). Bununla iligkili
biyokimyasal yolaklarda, protein faktorlerinin, néronal yasam ve 6liim arasindaki
dengenin diizenlenmesinde dnemli rol oynadiklar1 gozlenmistir (86).

Apoptosisin indiiklenmesi bir¢ok hiicrenin sitoplazmasinda inaktif olarak
bulunan kaspaz (cysteinyl aspartate-specific proteinases) adi verilen sitozolik
enzimlerin aktivasyonuyla olmaktadir. Lenfositlerde ve diger bircok hiicrede
kaspazlarm aktive olmasiyla olusan apoptosis iki farkl yolak izler. Bunlardan birisi
(intrensek yolak) mitokondrial degisiklikler ile iligkilidir ve programlanmis hiicre
Oliimii olarak da adlandirilir. Mitokondrial intermembran boslugundan serbestlenen
sitokrom c intrensek yolagin baglamasi icin tetikleyici roliinii Ustlenir. Sitozolik
sitokrom ¢, dATP nin varliginda, apoptosis proteaz aktifleyen faktér-1 (APAF-1)’e
baglanir ve sonugta kaspaz-9'u aktive eder. Kaspaz-9 intrensek yol i¢in ilk aktive
olan kaspazdir ve bunun aktive olmasiyla kaspaz-3 gibi diger effektdr prosesler
aktive olur. Endoplazmik retikulum (ER) fonksiyonlarindaki degisikliklerin intrensek
apoptotik yolagm baslamasi i¢in ikinci major etkiye sahip oldugu bilinmektedir.
ER’un protein sentezini, protein trafigini, strese cevabi ve intraselliller kalsiyum
seviyelerini diizenlemede rol oynadig1 bildirilmektedir (87-89).

Ikinci yolak olan ekstrensek yolak, plazma membranindaki 6liim

reseptorlerinin sinyalleriyle iliskilidir ve aktivasyonun indiikledigi hiicre olimii
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olarak da isimlendirilir. Kiigiik molekiil agirlikli ligandlarin, bir veya daha fazla
membrandan eksprese olan Olim reseptorlerine baglanmasi ile tetiklenir. Bu
reseptorler icin gerekli olan ligandlar; TNF-a, Fas ligand ve TNF apoptosisi
indiikleyen reseptor ligand (TRIAL)’dir. Aktive olduktan sonra ligandlar ilgili
reseptorlere baglanmaktadir ve bu reseptorler kaspaz-8’1 aktive eden bir adaptor
protein ile iligkilidir. Kaspaz-8'in aktivasyonu yolagi baslatip kaspaz-3 gibi effektor
proteazlar1 aktiflemesi sonucu Oliimii indiikleyen sinyal kompleksini (DISC)
olusturmaktadir (89).

Pasif hiicre 6liimii, spesifik antijenin taninmasi, interlokin-2 (IL-2) gibi
biiylime faktorleri ve kositimiilasyonlarin devreye girmesi ile Onlenebilir. Bu
uyarilarmn tiimii Bcl ailesinin anti-apoptotik proteinlerinin ekspresyonunu indiikler.
Bcl ailesi kompleks bir aile olup; pro-apoptotik (Bax, Bid ve Bim) ve anti-apoptotik
(Bcl-2, Bel-x1 ve Bcel-w) iiyeleri bilinmektedir. Bax, Bid, Bad ve Bim gibi hiicre
Oliimiinii provoke eden iiyelerin aktive edilmesi sonucu apoptosisin baslatildigi, Bel-
2 ve onun homologu olan Bcl-x'in ise pro-apoptotik proteinlerin serbestlenmesini
bloke ederek apoptosisi inhibe ettigi arastirmalar sonucunda gosterilmistir (90-92).

Apoptosis, deri, bagirsak mukozasi ve immiin sistem gibi dokulardaki
cogalan hiicrelerin sayisini ve siirekliligini devam ettirmekle kalmayip ayn1 zamanda
periferik ve merkezi sinir sisteminin gelisiminde de 6nemli rol oynamaktadir (93).
Gelisim esnasinda olusan programlanmis hiicre 6liimi ilk kez sinir sistemi i¢in
tanimlanmistir (94). Apoptotik hiicre 6liimii hem akut hem de kronik norolojik
hastaliklarin bir 6zelligidir (95).

Apoptozis, akut ve kronik diizensiz hiicre 6liimiiyle beraber bir¢cok hastaliga
yol agmaktadir. Diizensiz apoptozisin yer aldig1 patofizyolojik durumlar Tablo 3’de

gosterilmistir (96).
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Tablo 3. Apopitozisin Yer Aldig1 Patofizyolojik Durumlar

e Malign ve Pre-Malign Durumlar ¢ Immun Sistem Bozukluklar:

Solid Tiimorler AIDS,
B Hiicre Lenfomalar, 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, Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar,
Alzheimer Hastaligi, Radyasyon ve HIV Enfeksiyonu ile
Ataxia Telangiectasia. Olusan Diare.
e Kalp Hastahklan e Bobrek Hastahklarn
Iskemik Kardiak Hasar, Polikistik Bébrek Hastaligi,
Kemoterapiyle Indiiklenen Anemi / Eritropoezis.

Miyokardial Baskilanma.

1.3.1. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yo6ntemler

Apoptozisi tesbit etmek icin cok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972
yilinda, apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine
gore karar verilmisti. Oysa giiniimiizde, morfolojik degerlendirmenin yaninda
apoptozise 0zgii oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rnegin aktif kaspaz-3 tayini)
molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de tesbit edilebilmektedir. Ik kez morfolojik
kriterlere gore belirlenen apoptozis, 80'li yillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin
olustugunun ortaya konulmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina yonelik
yontemlerle belirlenmeye baslandi. 90'larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde
kaspazlarin aktiflestigi bulundu. Bdoylece, kaspaz aktivasyonlarinin belirlenmesine
yonelik metodlarla saptanabilen apoptozis, 90'larin sonuna dogru fosfatidilserin
translokasyonunu belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslandi. Apoptozisin
belirlenmesine yonelik gelistirilen tiim metodlari, 2000'li yillarin baglarinda, sadece
apoptotik epitelyal hiicrelerde olmak iizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein
olan keratin 18'in kirildikdan sonraki 06zgiin formunu saptayan antikorlarin
kullanilarak daha spesifik olarak saptanmasi takip etti. Apoptozisin belirlenmesinde

kullanilan yontemler soyledir (Tablo 4).
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Tablo 4. Apopitozisin Belirlenmesinde Kullanilan Y6ntemler

I. Morfolojik goriintiileme yontemleri
II. Immiinohistokimyasal yontemler
III. Biyokimyasal yontemler
IV. Immunolojik yontemler
V. Molekiiler biyoloji yontemleri

1.3.1.1. Morfolojik Goriintiileme Yontemleri
1.3.1.1.1. Isik Mikroskobu Kullanim

1. Hematoksilen boyama: Hematoksilen boyama (HB) hem hiicre kiiltiirii
calismalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir. Apoptotik
hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk metod olarak baglanmasi uygundur ve gesitli
acilardan (6rn. ilk degerlendirme, maliyet) diger metodlara karsi avantaj saglar.
Hematoksilen boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan apoptotik
hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir. Apoptozise 6zgii degisiklikler iyi
bir boyama yapilmigsa kolayca gozlenebilir. Gozlenebilen degisiklikler sunlardir:
hiicre kiiclilmesi "celi shrinkage", veya sitoplazmik kiigiilme "cytoplasmic
shrinkage", kromatinin kondanse olmasi "nuclear condensation" ve nukleus zarmnin
periferinde toplanmasi, nukleusun kiiglilmesi "pyknosis" veya pargalara bolinmesi

"nuclear fragmentation" (97) (Sekil 4).

Sekil 4. Normal ve Apoptotik Insan Lokosit Hiicresi



2.Giemsa boyama: Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada oldugu gibi
niikleus morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlari
hematoksilen boyamaya gore daha 1yi secilebilmekle birlikte hematoksilen

boyamaya belirgin bir Gistiinligl yoktur (97).

1.3.1.1.2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop Kullanimi

Floresan boyalar DNA'ya baglanabildiklerinden hiicrenin  kromatini
dolayisiyla niikleusu goriiniir hale gelebilir. Eger hiicre kiiltiirii ¢aliymasinda
kullanilirlarsa, canli hiicre ile yasayan hiicrenin ayrimina olanak tanirlar. Oysa
hematoksilen ya da Giemsa boyamanin kullanildigi 6rneklerde hiicrelerin tamami
yontemin prensibi geregi zaten 6lmektedirler. Canli ve 6lii hiicre ayrimi yapabilmek
icin, canli veya Olii tiim hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boyasi) ile
sadece Olii hiicreleri boyayabilen bir bagka boya (orn. propidium iyodur) beraber
kullanilir. Bu boyama yontemindeki prensip sudur: Bu yontemlerde canliligin
belirleyicisi, hiicrenin plazma membraninin (hiicre zarmin) intakt olup olmadigidir.
Membrani intakt olan (canli) hiicreler propidium iyodur gibi sadece membran
biitlinliigii bozulmus (61ii) hiicreleri boyayan bir boya ile boyanmazlarken, Hoechst
boyas1 gibi 6lii veya canli tiim hiicrelere girebilen boyalar ise ortamdaki tiim
hiicreleri boyayarak o6lii veya canli hiicre ayrimina olanak saglarlar. Bu sekilde
boyanan hiicreler bir floresan mikroskobu ile tanimabilirler. Kuskusuz bu yontemle
hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu anlasilabilir ama 6li hiicrelerin apoptozisle veya
nekrozisle Oliip 6lmediklerinin ayrimi1 hematoksilen boyamada oldugu gibi niikleus

morfolojisine bakilarak yapilir (97).

1.3.1.1.3. Elektron Mikroskobu:

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptoziste en degerli yontem ("gold
standard") olarak diistiniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak
gozlendigi bir yontemdir. Ustelik subselliiler detaylar da (8rn. mitokondrinin
durumu, hiicre zar1 ya da niikleus membraninmn biitlinliigliniin bozulup bozulmadigi
gibi) incelenebilir. Elektron mikroskobu ¢aligmalarinda, niikleus fragmentasyonu net
olarak izlenebilir, apoptotik hiicrede, normal hiicreyle kiyaslandiginda sitoplazmik

kii¢iilme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu izlenebilmektedir (97).
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1.3.1.1.4. Faz Kontrast Mikroskobu:
Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, "flask" veya

"plate"lerde biiylitiildiigli ¢aligmalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek

amacityla kullanilir (97).
1.3.1.2. Histokimyasal Yontemler

1.3.1.2.1. Anneksin V Yontemi:

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin (PS)
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarinin dig yiliziine transloke olurlar. Dis yiize transloke olan
PS'ler, floresan bir madde (6rn. F1TC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak

gortiniir hale getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur (97).

1.3.1.2.2. TUNEL Yontemi
DNA kiriklarmin in situ olarak taninmasmi saglar. Parafin bloklar, donmus
kesitler, kiiltiirii yap1lmis soliisyon halindeki veya "plate"lere ekilmis, ya da lameller

tizerinde biiylitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varlig1 bu metodla saptanabilir (97).

Sekil 5. TUNEL Metodu Uygulanmis Spinal Kord Goriintimii

1.3.1.2.3. M30 Yontemi
M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18'in kaspazlarm etkisiyle

kirilmast sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik bdlgenin immunohistokimyasal
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yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenir. Sadece sitokeratin 18'i eksprese eden

dokularda kullanilmas1 miimkiindiir. Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir (97).

1.3.1.2.4. Kaspaz-3 Yontemi:

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 I1IC
metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi
ya da calisilan dokuda apoptozise yol acan ajanin kaspaz-3'i kirip kirmadiginin
bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hiicreler bu metodla tespit

edilebilirler (97).

1.3.1.3. Biokimyasal Yontemler

1.3.1.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA  Fragmentasyonu: DNA kiriklarmin  gosterilebildigi  bir  bagka
yontemdir. Apoptoziste DNA, 180 baz ¢ifti ve bunun katlarma karsilik gelen
noktalardan (interniikleozomal bdlgelerden) kirildigi i¢in merdiven goriintiisi
"ladder pattern" olusur. Bu bulgu apoptozisin karakteristik 6zelligidir ve nekroziste
goriilmez. O ylizden apoptozisi nekrozisten aymrmada faydali yontemlerden biridir

(97).

1.3.1.3.2. "Western'' Blotting

o Substrat kirilmalart

o Aktif kaspazin belirlenmesi

o Sitokrom c saliverilmesi

Bu metod yardimiyla apoptozise 0zgii bazi proteinlerin eksprese olup

olmadiklarmin (6rn. bel-2) ya da kirilip kirilmadiklarmin (6rn. kaspaz-3) saptanmasi
miimkiindiir, sitokrom c'nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigmin belirlenmesi de bu
metodla belirlenebilir. Yalniz, sitokrom c tespitinde once alt-fraksiyonlama yapilarak
hiicrelerin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilir. Ardindan, normalde
sitoptazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen sitokrom c’nin bu fraksiyonda
tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptozise gittikleri anlasilir (97).

1.3.1.3.3. "Flow" Sitometri

e DNA azalmasi

o AnnexinV
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"Flow" sitometri yardimiyla, isaretlenmis antikor kullanilarak apoptoziste
eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi
miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir olmasi,
asirt uzun zaman almamasi ve kantitatif sonuc¢ verebilmesi acisindan klinikte
apoptozis deteksiyonu acisndan kullamshdir. Ozellikle iki sekilde apoptozis
deteksiyonu yapilir;

1. Floresan bir madde olan propidium iyodur kullanilarak,

2. Anneksin V kullanilarak.

Birincisinde, kompleks bilgisayar islemlerinin kullanilarak hiicre boyutu ile
icerdigi DNA miktarmin kiyaslanarak, azalan DNA miktarinin apoptozis lehine

oldugu gerceginden hareketle, apoptotik hiicre popiilasyonu tayin edilir (97).
1.3.1.4. immiinolojik Yéntemler

1.3.1.4.1. ELISA
e DNA fragmentasyonu
o M30 duzeyi
ELISA ile gerek kiiltiirii yapilmis hiicre populasyonlarinda gerekse insan
plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindiir. Ayn1 sekilde M30

diizeylerinin 6l¢timii de miimkiindiir (97).

1.3.1.4.2. Flourimetrik Yontem
o Kaspaz aktivasyonu (Hiicre kiiltiirti)

Kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan
bir yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu "plate"lere hiicre
lizatlarmin konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur ve sonra ortama kaspazlarin
parcaladig1 ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya c¢ikan floresanin siddeti

fluorimetre ile dl¢iilerek kaspaz aktivitesi saptanir (97).

1.3.1.5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri
1.3.1.5.1. DNA Microarrays:
Gen ekspresyon dereceleri (mRNA)

e Hiicre 6liim reseptorleri
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e Kaspazlar
DNA "microarray" teknolojisi heniiz ¢cok yeni ve ¢ok pahali bir yontemdir.
Fakat yakin bir gelecekte tip pratigini radikal bir bicimde degistirme iddias1 tasiyan
bu teknoloji ile ayn1 anda ve kisa bir siire icinde (6nceden aylarca siirerken) yiizlerce
hatta binlerce genin ekspresyon derecelerinin (mRNA'larmnin) tespiti miimkiin
olabilecektir. Boylece, apoptozise 6zgii hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin ekspresyon

durumlar1 hakkinda genis bilgi edinme olanagi dogacaktir (97).

1.4. Vitamin D ve Biyolojik Etkileri

Vitamin D 6nemli bir metabolit olarak kabul edilmektedir. Vitamin D ve
metabolitlerinin hiicre proliferasyonunu azaltarak apoptozisi diizenledigi, malign
hiicrelerin biiyiimesini ve ¢cogalmasini kontrol ettigi iddia edilmektedir. Ayrica kemik
ve kalsiyum metabolizmasina selektif olarak etki etmekte ve immiin sistemin
diizenlenmesinde rol almaktadir (98). Multiple Skleroz gibi bazi hastaliklarin
progresyonunu yavaslatmaktadir (99). Vitamin D immiinmodiilator etkisini antijen
sunan hiicreler ve T hiicreleri tarafindan sunulan vitamin D reseptorii araciligiyla

yapmaktadir (100).

1.4.1. Vitamin D’nin Biyokimyasi ve Fizyolojisi

Vitamin D’nin 37 tane metaboliti mevcuttur ve bunlardan en iyi bilinen iki
formu Vitamin D3 (kolekalsiferol-C27H440) ve Vitamin D,’dir (ergokalsiferol-
C28H440) (101). Vitamin D; ti¢ adet ¢ift baga sahiptir ve erime noktasi 84-85°
C’dir. UV absorbsiyonu ise 265 nm’de maksimumdur. Suda c¢oziinmez (102).
Vitamin D, ise dort adet ¢ift baga sahip olup kaynama noktas: 121° C’dir. UV
absorbsiyon ve ¢oziinebilirlik 6zellikleri D ile aynidir (101). Vitamin D 1s1ya, 1518a
ve saklama kosullarina karsi duyarhidir. Vitamin D3 hayvansal kaynaklidir; sentezi
ultraviole 1sinlar1 yardimiyla deride gergeklesir, Vitamin D; ise bitki ve mantarlardan
elde edilir. Vitamin D yan zincirindeki farklilik nedeniyle degisik formlara sahiptir
ve biyolojik olarak inaktiftir. Vitamin D’nin 25 hidroksi (25(OH)D) ve 1, 25
dihidroksi (la, 25 (OH);D) metabolitleri mevcut olup bunlardan la, 25
dihidroksikolekalsiferol (Vitamin Ds) aktif formdur. Yapilan arastirmalar insan
viicudunda vitamin D;’ilin vitamin D;’ye gore ¢ok daha etkili oldugunu gdstermistir
(103, 104).
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1.4.2. Vitamin D’nin Metabolizmasi ve Fonksiyonlar

Vitamin D, derinin 290-315 nm dalga boyunda ultraviole 1smnlarna maruz
kalmasi ile sentezlenir (105). RDA (alinmasi tavsiye edilen giinliikk doz) kisinin viicut
yiizeyinin giinese 30 dakika maruz kalmasi ile saglanabilir (106). Vitamin Ds,
%380’1n lizerinde derinin epidermis tabakasinda, %20 kadar1 ise dermis tabakasinda
sentezlenir (107). Vitamin D, safra asitlerinin varliginda ince bagirsaktan absorbe
olur ve lenfatik sistem yoluyla dolasima katilir. Bu 6zelligi nedeniyle Vitamin A’ya
benzerlik gostermektedir.

Vitamin D deride 7-dehidrokolesterol’den giines 15181 yardimi ile sen-
tezlenmektedir. Karaciger-de 7-dehidrokolesterol 25-hidroksi-vitamin Ds’e, daha
sonra bobrekte vitamin Ds’e doniismek-tedir. Vitamin D3 yeterli miktara ulastiginda
bobrekte 24, 25 dihidroksi-vitamin D (24, 25 (OH);D)’e donlismekte ve ardindan
katabolize edilmektedir (101). Vitamin D, bagirsaklar tarafindan absorbe edildikten
sonra karaciger tarafindan hizla almir ve depolanir. Kanda diger dokulara gore daha
yiiksek konsantrasyonda vitamin D bulundugu bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda
insan viicudunda en ¢ok yag dokusunda, daha sonra ise kas dokusunda vitamin D
depolandig1 bildirilmistir (102). D vitamininin katabolizmasi1 net degildir fakat
vitamin D ve metabolitlerinin atillmma primer olarak safra tuzlari ile fegeste
rastlanmugtir. Idrarda ise az miktarda bulunmustur (101).

Vitamin D’nin metabolitleri kanda vitamin D baglayici proteine (DBP) bagl olarak
dolasir. Bu protein albumine benzerdir ve 25 (OH)D, la, 25 (OH),D ile 24, 25
(OH),D’ye yiiksek oranda afinite gosterir. Aktif metabolit vitamin D3 hiicreye girer
ve niikleer vitamin D reseptorine (VDR) baglanir. Bu kompleks retinoid
reseptoriiyle bir heterodimer olusturur ve ilgili gen lizerindeki vitamin D duyarli
elemente baglanir. Bu olay1 transkripsiyon, translasyon takip eder ve kalsiyum
baglayici protein veya osteokalsin gibi proteinler meydana gelir. Niikleer VDR ’ler
kas, deri, hematolenfopoietik ve sinir doku ile lireme, endokrin sistem dokularinda
mevcuttur. Ancak osteoklast hiicrelerinde niikleer VDR bulunmadigindan vitamin Ds
bu hiicreleri indirekt veya non-genomik bir mekanizma ile etkilemektedir. Benign,
hiperplastik ve malign epitelyal ve fibroblastik dokularda da vitamin D3 reseptorii

mevcuttur.
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Sekil 6. Vitamin D'nin Metabolizmasi

Bir¢ok onkogen {iriiniinii i¢eren elliden fazla proteinin vitamin D3 tarafindan

diizenlendigi bilinmektedir (102).

Vitamin Dj;’lin aktif kalsiyum transportu iizerindeki klasik etkisi ise bagirsak
hiicrelerinde gerceklesmektedir. Kalsiyum hiicreye membran proteinleri araciligiyla
girmektedir. Bagirsak hiicresinde vitamin D3 vitamin D reseptdriine baglanmakta ve
kalsiyum baglayict protein sentezlenmektedir, bu da hiicrede aktif transportu
diizenlemektedir. Kalsiyum ATP-bagimli bir mekanizma ile ekstraseliiler siviya
gecmektedir. Vitamin D3 kemik, bagirsak, bobrek gibi hedef organlar {izerindeki
etkisini gostermekte ve bu organlardan kana kalsiyum gecigini uyarmaktadir.
Vitamin D3’lin {iretimi paratiroid hormonu (PTH) tarafindan uyarilmaktadir. PTH

seviyesinin diismesine neden olan negatif geribildirim mekanizmast kalsiyum
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sayesinde olmaktadir. Diger bir deyisle vitamin D, plazma membran reseptorleri ve
MAP kinaz ya da siklik AMP gibi ikincil mesajcilar aracilig ile de islevini yerine
getirmektedir (104).

Vitamin D hem hormon hem de vitamin olarak nitelendirilebilir. Vitamin D
kanda instilin seviyesinin diizenlenmesinde onemli rol oynar, seker metabolizmasini
destekler. Vitamin D giiclii antiproliferatif, prodiferansiyatif, ve immunomodiilatér
etki gostermektedir (100). 1a, 25(OH), dihidroksikolekalsiferol kalsiyum baglayic1
proteinin sentezini uyararak kalsiyumun bagirsak hiicrelerince emilimini artirir.
Serum kalsiyum seviyesini artirir, boylece kalsiyum kemiklerde depo edilir. Kemik
rezorpsiyonuna neden oluyormus gibi goriinse de sonugta kemiklerde kalsiyum
depolanmasini arttirmaktadir.

Ostrojen hormonu 1la, 25(OH), vitamin D iizerinde etkilidir. 1o, 25(OH),
Ostrojen salmimi ile artar, buna baglh olarak kalsiyum absorbsiyonu da indirekt
olarak artar. Dolayisiyla Ostrojen hormonu vitamin D reseptér fonksiyonunun
diizenlemesinde gorev almaktadir denilebilir (108).

Yapilan caligmalar vitamin D metabolitlerinin dendritik ve Thl hiicrelerinin
downregiilasyonuna etki etmek suretiyle makrofaj hiicrelerinin antijen sunma
kapasitesini arttirdigi dolayis1 ile DM Tip 1’e kars1 koruyucu o6zellik gosterdigini
ortaya koymustur. Populasyon ¢alismalar1 vitamin D seviyesi yiiksek bireylerde DM
Tip 1 ve 2’ye yakalanma riskinin azaldigini gostermektedir (109). Ayrica Non-obez
diyabetik farelerde vitamin D3 ve analoglarmin kullanimi baslangi¢ fazinda goriilen
insiilitis tablosunun klinik diyabete ilerlemesini engeller (110). Yasamin erken
donemlerinde vitamin D eksikligi ve rasitizm gelisen ¢cocuklarda, daha ileri donemde
diyabet gelisme riski 3 kat artmustir (111). Buna karsilik yasamin erken doneminde
vitamin D alimi ile Tip 1 diyabet gelisme riski arasinda da ters iliski gosterilmistir
(112).

NOD farelerde vitamin D tedavisiyle regiilator hiicrelerde artma ve
lenfositlerde Thl fenotipinden Th2 fenotipine kayma belirlenmistir. Koruyucu Th2
popiilasyon sadece beta hiicreleri ¢evresinde degil, periferik immiin sistemde de
saptanmistir (113). Vitamin D verilen NOD farenin, diyabete spesifik bir otoantijen
ile immiinizasyonu sonrasi, drene edilen lenf bezlerinden izole edilen lenfositlerde

artmis IL-4 ve azalmig IFN-y iiretimi, invitro ve invivo olarak gdosterilmistir (113).
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Vitamin D ile indiiklenen bu immiin yanit, pankreatik otoantijenlere smirhdir ve
ovalbumin gibi adacik hiicreleri ile iligkisi olmayan bir antijen ile immiinizasyon
sonrasi gbzlenmez. Vitamin D uygulanmasi ile lenfositlerde ve dentritik hiicrelerdeki
defektif apoptozis duyarliginin restore edilmesi, otoreaktif T hiicre klonlarinin
eliminasyonunu uyararak otoimmiin diyabet gelisimine karst koruyucu rol oynar.
Uzun donem koruma saglayan ve Tip 1 diyabet gelisimi 6dncesi uygulanan steroidler
de benzer mekanizmayla etkili olmaktadirlar (110).

Vitamin D3 non-genomik etkisini osteoblast ve osteoklast hiicrelerinde Ca*"
kanallarinin ag¢ilmasmi saglayarak, karacigerde lipid metabolizmasina etki ederek,
kaslarda ise pek cok yoldan gostermektedir. Vitamin D eksikliginde kaslarda zayiflik
veya miyopati gozlenmektedir. Miyoblast ve iskelet kas1 hiicre kiiltiirleri ile yapilan
calismalar vitamin D3 formunun kalsiyum tagimmasina direkt olarak etkili oldugunu
gostermistir. Vitamin D3 formunun kalp kasi1 fonksiyonlarmin yerine getirilebilmesi
icin 6nem tasidig1 bilinmektedir (102).

Bir¢cok gen fonksiyonu vitamin Ds tarafindan diizenlenmektedir. Bu genlere
ornek olarak ostoekalsin, osteopontin, kalbindin, 24-hidroksilaz, karbonik anhidraz
verilebilir (102, 114). Oteki taraftan, vitamin D IL-2 ve IL-12 gibi inflamatuvar
markerlar1 azaltmakta ve antiproliferatif etki gostermektedir. Sitokinlerin etkisi ile
ekstrarenal hiicreler ve dokularda 25(OH)D formu hidroksillenerek 1, 25(OH),D
formuna doniismektedir. Bu ekstrarenal vitamin Ds; formu hiicresel farklilasma
sirasinda parakrin regiilasyon i¢in onemlidir. Vitamin D etkisi ile gen iriinlerinin
azalmasina Ornek olarak T lenfositlerdeki y-interferon ile bobrek ve bagirsak
hiicrelerindeki sitokrom b verilebilir (102).

Vitamin D, T hiicresi gelisimi i¢cin fizyolojik bir regiilator gorevi
yapmaktadir. Bu gorevini Thl hiicrelerini negatif, Th2 hiicrelerini ise pozitif yonde
diizenleyerek yapar. Boylece Thl ve Th2 hiicreleri arasindaki denge saglanmaktadir.
T hiicrelerinde, vitamin D3 formu T helper 1 (Thl) hiicrelerinin proliferasyon hizini
diisiirmekte ve sitokin sekresyonunu azaltmaktadir (115, 116).

Vitamin D3 formunun hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorev aldig1 hatta
G1 fazimna etki ettigi diisiiniilmektedir. Bir¢ok siklin ve siklin bagimli kinaz vitamin
Ds; formuna karst muhtemel bir cevap vermekte, transkripsiyon faktdrleri de olaya

dahil olmaktadir. DNA replikasyonu ve tamirinde gorev yapan bir grup gen bu
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sekilde aktive olmaktadir (98). Pankreasta insiilin sekresyonun normal bir sekilde
yapilabilmesi i¢in vitamin D3 formunun gerekli oldugu ratlarda yapilan ¢aligmalarla
kanitlanmistir. Vitamin D; formu pankreas B hiicreleri fonksiyonunu direkt olarak
etkilemektedir (102).

D vitamini analoglar1 doku transplantasyonu sonrasinda kullanildiginda
dokunun viicut tarafindan reddini engellemeye yardimci oldugu, enfeksiyonlara olan
yatkinlhig1 azalttigi ve viicut direncini artirdigi goézlenmis, bu vitaminin ileride
potansiyel bir tedavi araci olabilecegi kanaatine varimistir (117).

Kalsiyum alimi kan sitozolik basincini disiirmektedir. Vitamin D; ve
kalsiyumun kisa siireli birlikte alinmasi tek basina kalsiyum alinmasindan daha etkili

olmustur (118).

1.4.3. Vitamin D Kaynaklan

Giines 1sinlar: Ultraviole isinlarina maruz kalan yiiz ve kol bolgesine ait
deride 20 dakikada giinliik 200 IU vitamin D sentezlenebilmektedir.

Besinsel kaynaklar: Hayvansal kaynakli besinlerden; balik yagi, tereyagi,
yumurta sarisi, siit, sebzelerden; koyu yaprakli yesil sebzeler ve mantar vitamin
D'den zengindir. Insan siitii de 25 hidroksikolekalsiferol icermektedir. Bu durum
yeni doganlarda karacigerin kolekalsiferoliin ilk hidroksilasyonunu yapabilecek

kadar gelismemis olmasindan ileri gelir (102).

1.4.4. Vitamin D’nin Noroprotektif Etkileri

Pek ¢ok caligma D vitamininin sinir sistemi hiicrelerinin modiilasyonu ve
norotropinlerin iiretimi iizerine etkisini gdstermistir. Ornegin NGF sentezi (119, 120,
121) Norotropin 3 (NT3) (122) ve glial cell line- derived norotrofik factor (GDNF)
(123) vitamin Dj; tarafindan upregiilasyona ugrar ve NT4 (122) downregiilasyon
gosterir. Pek¢ok vakada vitamin D’nin Norotrofin iiretim stimiilasyonu néroprotektif
etki ile koreledir (124, 125). Bu baglamda vitamin D yakin ge¢miste farelerde 6-
hidrodopamin artisina bagli gozlenen hipokinezi ve nodrotoksisiteyi azaltmada
onemlidir (126). Bu datalar, vitamin Ds; veya onun sentetik analogunun
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde uygun olabilecegini gosterir. Vitamin D;
norotrofin sentezi lizerine etkisine ek olarak noronal Ca hemostazinin modiilasyonu

araciligiylada noroprotektif etkilerini gerceklestirir. Son ¢aligmalara gore;
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hipokampal ndronlardaki voltaja duyarli L-tipi Ca kanallarmin downregiilasyonunda
vitamin D3 {in varlig1 yine noroprotektif etkisi ile iliskilendirilmistir (127). Bir baska
yolda vitamin D3 parvalbiimin gibi Ca baglayict proteinlerin sentezini arttirarak
noroprotektif etkisini gostermektedir (128). Vitamin Ds’iin Alzheimer Hastaligi,
Parkinson, AIDS, MS, deneysel otoimmiin ensefalomyelit gibi cesitli hastaliklarda
noronal ve non-noronal hiicreleri uyaran bir enzim olan iNOS un sentezini inhibe
ettigi raporlanmustir (129, 130). iNOS NO sentezler, biyolojik etkilerinden herhangi
biri de noronlar ya da oligodentrositlerin her ikisinin de hasarinda yiiksek diizeylerde
dretilir (131, 132). Benzer sekilde, vitamin Ds ile tedavi edilmis, M-CSF ve TNF-
a'y1 sifreleyen mRNA nin diizeylerinin yiiksek oldugu astrositlerde kismi bir azalma
gortliir (133). Vitamin D;’lin aym1 zamanda farelerin beynindeki gama glutamil
transpeptidaz aktivitesinin upregiilasyonunu ve ilgili genin expresyonunu sagladigi

rapor edilmistir (134, 135).

1.4.5. Norotransmitter Biyosentezi

Fare beyin niikleuslarinda vitamin D3 tedavisi sonucunda kolinasetiltransferaz
aktivitesini arttrmasinin bulunusu, bu hormonun 6n hipofiz lob fonksiyonlari iizerine
etkili olabilecegini diisiindiirdii (136). Bir baska ¢alisma vitamin Ds eksikliginin
farelerde kortexte dopamin konsantrasyonunu arttirdigi raporlanmistir (137). Vitamin
Ds’lin ayn1 zamanda adrenal kromaffin hiicrelerinde tirozin hidroxilaz gen
expresyonunu da arttirmasi ilgi ¢ekmistir (138). Ciinkii katekolamin sentezinde hiz

kisitlayict enzim tirozin hidroksilazdir.
1.4.6. Vitamin D3 ve Santral Sinir Sistemi Hastalhklar:

1.4.6.1. Santral Sinir Sistemi Tiimorleri

Vitamin Dj;’iin kanser tedavisindeki potansiyel rolii ilk kez 1981°de myeloid
16semi de tanimlanmistir (139). Daha sonra bu diger malignitelerde, 6rnegin meme,
kolon, prostat gibi genisletilmistir. Bu antiproliferatif 6zellikleri, kalsemik aktiviteyi
azaltan kanser hiicrelerinin biliylimelerini engelleyici farmakolojik analoglarin
gelismesini dogurmustur. SSS tiimorlerinde vitamin D nin degisik sentetik analoglar1
glioma hiicrelerindeki hiicrelerin 6liimii yolunu uyarici olmasi konusunda efektiftir
(140-142). Bu etki VDR gen expresyonuna ihtiya¢ duyar (143) ve vitamin D;
tarafindan P75 reseptoriiniin upregiilasyonuna katilir (144, 145). Buna paralel olarak
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vitamin D; fare C6 glioma hiicrelerinde tenascin-c sentezini inhibe eder ki bu
extraseliiler matrix proteini olup growth-promoting (biiylimeyi uyarici) invaziv ve
pro-onkojenik 6zelliklerde rol oynar (146) ve M-CSF ve LIF gen expresyonunu
arttirrr (133). Bu beyinle iliskili vitamin D; antikanser aktivitenin alternatif
mekanizmalarmi diistindiirmektedir. Son olarak vitamin Dj;’iin glioma hiicrelerine
sensitivetisi cerrahi spesmenlerden alinan birincil kiiltiirler ve ¢esitli glioma hiicre
kesitleriyle genisletilmistir (147). Glioblastoma tedavisinde vitamin Dj; terapisinin
faydali etkileri Faz 2 klinik ¢alismalarda raporlanmistir (148). Ek olarak gliomanin
tedavisiyle sirasinda, tiimor hiicrelerinin yakimindaki mikroglial hiicrelerde vitamin
D'nin lokal sentezi glioma hiicrelerinin proliferasyonunun kontroliine katkida

bulunur (149).

1.4.6.2. Santral Sinir Sistemi'nin Otoimmiin ve inflamatuar Hastahklar

Vitamin Dj;’ {in MS'in hayvansal modelindeki Deneysel Allerjik
Ensefalomiyelit’in (EAE) Onleyici bir faktorii oldugu uzun zamandir bilinmektedir
(150). Hem ratlarda (151) hem de farelerde (152) klinik belirtilerin baslangicindan
sonra uygulandigr zaman EAE’nin progresyonunun geri doniisiimlii olarak bloke
edildigi son zamanlarda rapor edilmektedir. Bundan dolayr vitamin D eksikligi
farelerde EAE nin klinik belirtilerini agreve etmektedir (152). Bu modellerde hormon
tedavisinin yararl etkileri antijen ekspresyonunda bir inhibitér olan CD 4'iin (151)
IL-12"nin Th1 bagiml1 hiicrelerin gelisiminde (153) ve santral sinir sisteminde iNOS
sentezine (129) eslik etmektedir. Benzer sekilde iINOS sentezleyen mRNA 'nin ve
proteinlerin azalmasi vitamin D’nin eksikliginde hipokampal inflamasyonun
oldugunu gostermistir (130). Buna karsin vitamin D; ile EAE'nin kiiratif
tedavisinden sonra iki ensefalotojenik sitokin olan TGF-B ve IL-4 seviyelerinde fare
modellerinde artis oldugu gosterilmistir (154). iImmiin sistem hiicrelerinin SSS deki
koruyuculugu beyindeki inflamatuar immiin sistem hastaliklarinda vitamin D; icin
potansiyel hedef olarak agiklanabilmektedir fakat SSS hiicrelerinden olan mikroglial
hiicreler ve astrositlerin EAE ya da beyin inflamasyonu siiresince hormona yanit
vermektedir (129, 130, 151). Bunun SSS'deki vitamin Ds’iin ndéromodiilator
etkilerinin bu hormonun ve onun analoglarinin muhtemel bir yararh etkisi (ve benzer

analoglarinin) MS in gerilemesine etkili olabilecegi ileri siiriilmektedir (155, 156).
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1.4.6.3. Serebral Iskemi

Vitamin Dj; tedavisinin 8. giiniinde erigkin ratlarda orta serebral arter
ligasyonuna bagli enfarkt miktarinda azalma olmaktadir. Bu etkinin 6nemli derecede
GDNF artisiyla korele oldugu ve bundan dolay1 bu noérotrofin artisina neden oldugu

varsayilmaktadir (124).

1.4.6.4. Norodejeneratif Hastahklar

Alzheimer Hastaliginda hipokampal CAl ve CA2 piramidal hiicrelerinde
VDR kodlayan mRNA seviyelerinde azalma oldugu gosterilmisticr (157). Bu
gozlemlerde vitamin D’ye bagl Norotrofin sentezi ya da detoksifikasyon yollarinda
noronal hiicrelerin kii¢lik bir kisminda lokal olarak etkileyebilecegine dair ihtimaller
artmaktadir. Streptozosinle deneysel olarak diyabet olusturulmus ratlarda NGF
sentezinde bir defisit oldugu rapor edilmistir. Vitamin Ds; analoglar1 hayvanlara
verildigi zaman NGF’nin koruyuculugunu ve norotrofik defisitlerin dnlenmesinde

artis saglamaktadir.

1.4.6.5. Diabetik Periferal Noropati
Streptozosinle diabetik ratlarin deneysel modellerinde NGF sentezinde
eksiklik rapor edilmistir, vitamin D3 ve analoglariyla tedavi altindaki hayvanlarda

NGF {iretiminin arttig1 ve norotrofik defisitlerin 6nlendigi gorilmiistiir (125).
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2. GEREC VE YONTEM
Bu cahsma Firat Universitesi Deneysel Arastrma Merkezi’'nde, Firat
Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalr ile birlikte yapildi
ve ¢alismanin etik onayi, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan

alind1

2.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan en az 8 haftalik eriskin BALB-C cinsi erkek fareler,
Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Hayvanlar Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Birimi (FUDAM) Hayvan Laboratuari'nda
bulunduklar1 ortamin sicakligi 22-25 °C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat
151k altinda ve 12 saat karanlikta takip edildi. Fareler havalandirma sistemi bulunan
bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi.
Yemler 6zel ¢elik kaplarda, su da paslanmaz celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme
suyu olarak verildi. Deney hayvanlar1 Elazig Yem Fabrikasi’'nda 6zel olarak
hazirlanan pelletler halindeki fare yemleriyle beslendi. Farelere verilen yemin
bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 5’de belirtilmistir. Farelerin deneysel

uygulama yapilacak sathaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 5. Deney hayvanlarina verilen fare 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 K;, 0, 8 mg By, 2, 4 mg B,, 1, 2 mg B,
0.006 mg B,, 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 mg1, 0, 2 mg Co, 0.06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

**0/4 18 fosfor, %25 kalsiyum, %0, 2 flor’dan olusur.
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2.2. Diyabet Indiiksiyonu

Calismanin bu kisminda kullanilacak 14 adet farede 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) c¢ozdiiriilerek intraperitoneal enjeksiyonla tek doz olarak
uygulandi. 72 saat sonra kuyruk veninden kan alinarak, glukometre cihazindaki
Ol¢timii sonucu aghik kan glukozu > 250 mg/dl’yi gecen fareler, diyabetik olarak
kabul edildi. Kan sekeri 6l¢iimii Glucostix (Myles, Ekhart, IN) ile yapildi. Farelerin
aclik kan glukoz diizeylerini saptamak i¢in kan Ornekleri, 8-10 saatlik aglik

sonrasinda sabah 9-10 arasinda alindi.

2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneysel calismalar, toplam 21 adet fare iizerinde gerceklestirildi. Ilk
tartimlar1 yapilarak agirliklar1 kaydedildi. Fareler; kontrol (Grup I), diyabetik (Grup
II) ve diyabet + vitamin D (Grup III) olmak iizere 3 gruba ayrild.

1. Grup (n=7) kontrol grubu: 12 haftalik deney siiresince herhangi bir
islem yapilmadi. Calismanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirhik
degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.

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

3. Grup (n=7) diyabet + vitamin D grubu: 180 mg/kg dozunda, sodyum-
sitrat tamponunda ¢oziilmiis tek doz intraperitoneal (IP) streptozotosin verilip 72
saat sonra kuyruk veninden kan sekeri 250 mg/dl lizerinde olan bu hayvanlara
diyabet olusumu itibariyle 12 hafta boyunca vitamin D Devit-3 oral damla (Deva
Holding, Istanbul, Tiirkiye) 50IU/kg/giin oral olarak verildi. Calismanin
baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri

kaydedildi.
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2.4. Orneklerin Ahnmasi
Tiim gruplardaki fareler deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75mg/kg) +
xylazine (10mg/kg) 1p wuygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan farelerin beyin dokular1 hizla ¢ikarildi. Cikarilan beyin
dokular1 biyokimyasal ¢alisma i¢in -80C’de saklandi. Histolojik ¢alisma igin ise %
10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi.

2.5. Biyokimyasal Calisma

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

Ekhart, IN) ile 8lgiildii.

2.5.2. Beyin dokusunda TAS, TOS ve OSI dl¢iimii

TAS 6l¢iimii Ozcan Erel tarafindan tanimlanan total antioksidan aktivite
metodu kullanilarak yapildi (158). Olgiimiin sonuglar1 umol Trolox equivalent/l
olarak birimlendirilmistir.

TOS 6lgiimii Ozcan Erel tarafindan tamimlanan yontemle yapildi (159).
Olgiimiin sonuglart mmol H,O, Eq/L olarak birimlendirilmistir.

OSI degeri TAS ve TOS degerlerinin % orani olarak kabul edildi. Oncelikle
TAK degerleri mmol/L ye cevrildi. OSI degeri Formula yontemine gdre hesaplandi

(160). OSI (Arbitrary Unit)=TOS (mmol H,O, Eq/L)/TAK (mmol Trolox Equiv./L).

2.6. Histolojik Calisma

Her gruptan alinan beyin dokulari, % 10’luk formaldehit tespit soliisyonunda
24 saat stiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya alindi.
Musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip
serilerinden gegirildi (Tablo 6). Daha sonra dokular parafin bloklara gémiildii. 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 6. 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 11 30 dakika
5 % 100 Alkol I 30 dakika
6 % 100 Alkol IT 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol I 15 dakika
9 Xylol 1T 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 Gébmme

2.7. Immiinohistokimyasal Calisma
Beyin dokusunda bax immiinreaktivitesinin belirlenmesi i¢in Avidin-Biotin-
Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Boyama metodu asagidaki tabloda

ayrintili olarak verilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. 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 HzOz 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 ~~ .eeeeeeeen
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Parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini onlemek icin H,O, ile muamele
edildi. Zemin boyasmi engellemek i¢in Ultra V Block soliisyonu ile muameleden
sonra primer antikor (Bax mouse monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, sc—
7480, California, USA) ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor uygulanmasindan
sonra sekonder antikor (biyotinli anti-mouse IgG, Diagnostic BioSystems, KP 50A,
Pleasanton, USA), streptavidin horseradish peroksidaz ve 3-Amino—9-ethyl
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 ayni sekilde uygulandi. PBS ve
distile sudan gegcirilen dokular uygun kapatma solusyonu ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi.

Immiinohistokimyasal ~ boyanmanm  degerlendirilmesinde =~ boyanmanin
yaygmnligi esas alindi. Sitoplazmik immiin boyanmanim yaygmlig:1 0’dan +4’e kadar

say1 ile semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 8).

Tablo 8. immiinohistokimyasal boyanma yaygmliginm derecesi

Derece Anlamm
0 Yok
+1 Cok az
+2 Az
+3 Orta
+4 Siddetli

2.8. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alman 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 ayrmntili olarak
verilmigtir (Tablo 9). Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus
BH-2) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin

degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
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kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az

500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere

oranlanmasi ile Apoptotik indeks (Al)’1 hesaplandi.

Tablo 9. TUNEL boyama prosediirii

Islem Siire

L 60°C etitv Bir gece

2 Xylol 3X15 dakika

3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika

4 PBS 5 dakika

5  Kesitlerin gevreleri sinirlayic1 kalem ile ¢izilir. L

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 ) 60 dakika

37°C’de

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 1-5 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. ...

2.9. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama t standart hata olarak belirlendi. Elde edilen

verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri student ¢+ ve ANOVA testi ile belirlendi.

p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular

Grup I’e ait farelerin viicut agirliklarinda deneyin sonunda baslangica gore
anlaml bir artis vardi (p<0.05). Grup II ve Grup III’de ise Grup I ile kiyaslandiginda
anlaml bir azalma vardi1 (p<0.05) (Tablo 10).

Tablo 10. STZ ile deneysel DM olustugu andaki baslangic ve final agirlik degerleri

Grup I Grup II Grup III
(n=7) (n=7) (n=7)
Baslangic viicut agirhg (gr) 29, 4+1, 21 30, 2+£1, 28 30, 4+2, 11
Final viicut agirhg (gr) 39, 4+£1, 66° 28, 4+1, 91° 31, 61, 56°

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

3.2.Biyokimyasal Bulgular

3.2.1.Kan glukoz diizeyleri

Grup II ve Grup III’e ait farelerin kan glukozu degerlerinde deneyin sonunda
baslangica gore anlamli bir artis vardi.(p<0.001). Grup I ile kiyaslandiginda Grup 11
ve Grup IIl’e ait farelerin kan glukozu degerlerinde deneyin sonunda anlamli bir artig

vard1 (p<0.001). (Tablo 11)

Tablo 11. STZ ile deneysel DM olustugu andaki baslangi¢ ve final kan glukoz
degerleri

Grup I Grup II Grup III
(n=7) (n=7) (n=7)
Baslangi¢ kan glukozu (mg/dl) 98,40+ 3, 85 104,40 £ 5, 81 97,40+ 7, 60
Final kan glukozu (mg/dl) 96,00 £ 8, 57 417,20+ 11, 57%b 413,20+ 13, 17%°

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
* Aymi grupta ilk dlgiime gore son 6lgiim karsilastinldiginda,
® Kontrol grubuna (Grup I) gére karsilastirildiginda, (p<0.001).

3.2.2. TAS, TOS VE OSI degerleri
Beyin dokularinda TAS ve TOS miktarlar1 ve OSI nin degerlendirilmesi i¢in
yapilan biyokimyasal ¢alismada; gruplar arasinda TAS i¢in anlamlilik yoktu. TOS ve
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OSI de ise Grup I ile kiyaslandiginda Grup II’de anlaml1 bir artis vardi (p<0.05).
Grup 1II’de ise Grup 11 ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma vardi (p<0.05). (Tablo
12)

Tablo 12. Beyin dokularindaki TAS, TOS ve OSI degerleri

Grup I Grup II Grup III
(n=7) (n=7) (n=7)
TAS (umol Trolox equivalent/l) 0,64+0,44 0,58+0, 17 0,62+0, 19
TOS (mmol H202 Equiv./L) 5,91+0, 85 7,372 £0, 10* 5,3560 + 0, 35°
OSI (Arbitrary Unit) 0,93+0,63 1,28 £ 029° 0,86 +0,50°

? Kontrol grubuna (Grup I) gore karsilagtirildiginda, (p<0.05).
® Diyabet grubuna (Grup II) gére karsilastirldiginda, (p<0.05).

3.3. Histolojik Bulgular

Tim gruplarin hematoksilen eozin boyali preparatlarinin 151k mikroskopi
altinda incelenmesi sonucu; Grup I ile (Sekil 7) karsilastirildiginda Grup II’de
astrositlerde yer yer proliferasyon yanisira hiicresel pleomorfizm ve hiperkromazi
artis1 izlenmektedir (Sekil 8).

Grup III’'de ise Grup I’e yakin morfolojik 06zellikler mevcuttur.
Astrositlerdeki proliferasyonun gerilemis oldugu ve hiicresel pleomorfizm ile

hiperkromazinin azaldig1 dikkati cekmektedir (Sekil 9).
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Sekil 9. Grup III'de gerilemis astrosit proliferasyonu, azalmis hiicresel pleomorfizm

ve hiperkromazi. H&E X200

3.4.immiinohistokimyasal Bulgular

Bax immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; Grup [I’de beyin korteksinde ve
hipokampiisiin CA1, CA2, CA3 ve CA4 alanlarinda bax immiinreaktivitesinin +1
yogunlugunda oldugu gozlendi (Sekil 10, 11, 12, 13, 14). Grup 1 ile
karsilastirildiginda Grup II’de bax immiinreaktivitesinde beyin korteksinde ve
hipokampiisiin CA1, CA2, CA3 ve CA4 alanlarinda belirgin bir artis vardi ve +4
yogunlugunda oldugu gorildi (Sekil 15, 16, 17, 18, 19). Grup III’de ise bax
immiinreaktivitesi beyin korteksinde ve hipokampiisiin CAl, CA2, CA3 ve CA4
alanlarinda Grup II’ye gore belirgin azaldigi, Grup I’e yakin oldugu izlendi ve +1
yogunlugundaydi (Sekil 20, 21, 22, 23, 24).

46



Sekil 10. Grup I'de beyin kortexinde bax immiinreaktif hiicreler (=). X200

Sekil 11. Grup I'de hipokampiisiin CA 1 bélgesinde bax immiinreaktif hiicreler ().
X200
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Sekil 12. Grup I'de hipokampiisiin CA 2 bolgesinde bax immiinreaktif hiicreler (=2).
X200

Sekil 13. Grup I'de hipokampiisiin CA3 bolgesinde bax immiinreaktif hiicreler ().
X200
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Sekil 15. Grup II'de beyin kortexinde artmis bax immiinreaktif hiicreler (=). X200
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'de hipokampiisiin CA 1 bolgesinde artmis bax immiinreaktif

. Grup II

kil 16
hiicreler (=). X200

Se

'de hipokampiisiin CA 2 bolgesinde artmis bax immiinreaktif

kil 17. Grup 11

Se

hiicreler (=). X200
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'de hipokampiisiin CA 3 bolgesinde artmis bax immiinreaktif

. Grup II

kil 18
hiicreler (=). X200

Se

'de hipokampiisiin CA4 bolgesinde artmis bax immiinreaktif

. Grup II

kil 19
hiicreler (=). X200

Se
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Sekil 21. Grup I1I'de hipokampiisiin CA 1 bolgesinde bax immiinreaktif hiicreler
(=). X200
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Sekil 22. Grup I1I'de hipokampiisiin CA 2 bolgesinde bax immiinreaktif hiicreler
(=). X200

Sekil 23. Grup I1I'de hipokampiisiin CA 3 bolgesinde bax immiinreaktif hiicreler
(=). X200
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Sekil 25. Bax negatif kontrol. X200
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3.5. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; beyin korteksinde ve hipokampiisiin CAl,
CA2, CA3 ve CA4 alanlarinda Grup I ile kiyaslandiginda Grup II’de anlamli bir artig
vardi (p<0.05). Grup III’de ise Grup II ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma vardi
(p<0.05) (Sekil 26, 27, 28, 29, 30, 31) (Tablo 13).
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Sekil 26. Grup I'de beyin kortexinde TUNEL pozitif hiicre (=). X200
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Sekil 27. Grup II'de beyin kortexinde artmis TUNEL pozitif hiicreler (=). X200

6

'de beyin korteksinde TUNEL pozitif hiicreler (=). X200
5

kil 28. Grup III

Se



Sekil 30. Grup II'de beyin hipokampiis bolgesinde artmis TUNEL pozitif hiicreler
(=). X200
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Sekil 31. Grup III'de beyin hipokampiis bolgesinde TUNEL pozitif hiicreler (=).
X200

Sekil 32. TUNEL pozitif kontrol. Meme Dokusu. X200

58



Sekil 33. TUNEL negatif kontrol. X200

Tablo 13. Apopitotik indeks (%)

Korteks CAl CA2 CA3 CA4
Grup I (n=7) %0, 2+0, 08 %0 %0 %0 %0
Grup Il (n=7)  %9+2,26° %I, 620, 50° %3, 6+0, 74" %1’32?*0’ %10, 35°
Grup Il (n=7) %2, 6+0, 50° %0° %1+0, 54° %0° %0°

Degerler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
* Kontrol grubuna (Grup I) gore karsilagtirildiginda,
® Diyabetik gruba (Grup II) gore karsilastirildiginda, (p<0.05).



4. TARTISMA

Deneysel diyabet modelleri genellikle pankreasin beta hiicrelerine toksik olan
STZ ile olusturulmaktadr (161). Calismamizda Streptomyces achromogenes
tarafindan tiretilen bir antibiyotik olan STZ’yi kullandik.

Diabetes Mellitus insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan 6zellikle hiperglisemi ile karakterize karbonhidrat, lipid
ve protein metabolizmast bozukluklar1 ve hizlanmis ateroskleroz ile birlikte
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden kronik metabolik bir
hastaliktir (1).

Diabetes Mellitus ROS (reaktif oksijen tiirleri) nin artmus liretimi, antioksidan
savunma mekanizmalarinin yetersizligi ve sonu¢ olarak artmis oksidatif stresle
iligkilidir (49, 50). Artmus oksidatif stresin santral sinir sistemi (SSS)
komplikasyonlarinin olusumunda da temel rol oynadig1 diistiniilmektedir (25, 27).
Ileri yasla beraber ROS un doku ve organlara verdigi hasar sonucu kanser gibi bir¢ok
hastalik ortaya ¢ikar (162). ROS olusumuna neden olan oksidatif stres SSS'de de
inme, Alzheimer Hastaligi, Parkinson Hastalig1 gibi akut ve kronik nérolojik
hastaliklarda norotoksisite igin bir son basamak olarak belirtilmistir (163). Invitro ve
invivo ¢alismalar hipergliseminin neden oldugu oksidatif strese bagli néron
kayiplarinda apoptozisin 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir. Tip 1 DM de néronal
yogunlugun azalmasmin diyabetin siiresi ile korelasyon gosterdigini, zaman
ilerledikce apoptozis kaynakli ndronal kaybin arttig1 bildirilmistir (30, 34).

Vitamin D3, vitamin D nin aktif metabolitidir ve degisik biyolojik olaylarda
rol oynadigi rapor edilmistir (164, 165). Vitamin Ds;'lin gegtigimiz on yilda
antioksidatif etkilere sahip oldugu gosterilmistir (166). Ayrica yakin gecmiste
vitamin Dj;'iin néroprotektif bir roliiniin oldugu da 6ne stiriilmiistiir (126) Vitamin
Ds'ilin ventral mezensefalik ndronal kiiltiirlerde H>O; nin indiikledigi néronal hasar1
azalttig1 rapor edilmistir (126). Bundan baska cesitli ¢alismalarda sistemik vitamin
D;'lin  6-hidroksidopamin ve demir tarafindan indiiklenen kortikal infarkt ve
norotoksisiteyi azalttigr gosterildi (126, 124, 167). Bunun disinda vitamin D3 iNOS
aktivitesini azaltir ve bdylece primer rat astrositlerindeki serbest radikal olusumunu

azaltir (135). Bundan bagka vitamin Ds’iin astrosit ve karacigerde glutatyon igeren
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peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidatif defans sistemlerini harekete
gecirme yoluyla oksidatif stresi azalttigi rapor edilmistir (135, 168).

Biz bu ¢alismamizda oksidatif hasarin arttigt DM’de Vitamin D’nin merkezi
sinir sisteminde koruyucu etkilerini incelemeyi amagladik.

Calismamizda, ilk olarak tiim gruplara ait beyin dokularinda TAS, TOS ve
OSI degerlerine bakilmistir. Tiim gruplarda TAS degerlerinde bir degisiklik
goriilmezken TOS diizeylerinde ve OSI de anlamli degisiklikler bulunmustur. STZ
ile diyabet olusturulan farelerin beyin dokularinda TOS diizeyleri kontrolle
kiyaslandiginda anlaml sekilde artmisti. Vitamin D grubunda ise degerler kontrole
yakind1. OSI ise diyabetik grupta artarken vitamin D grubunda kontrole yakindi.

Calismamizda TAS degerlerinde anlamli bir degisiklik belirlenememistir.
Farkli yaymlarda bazi antioksidan enzimlerin azaldigi, arttigi veya degismedigi
seklinde c¢eliskili sonuglar bildirilmissede arastirmacilarin ortak fikri diyabette lipid
peroksidasyonunun arttigidir (169).

TOS’u  olusturan temel kompanentler hidrojen peroksid ve lipid
hidroperoksittir (159).

DM’nin olusturdugu oksidatif streste rol oynayan serbest radikaller
siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, nitrik oksitdir. Pek ¢ok calismada
diyabetin komplikasyonlar1 ile lipid peroksidasyonu arasinda iliskiyi gostermis
olmasindan dolay1 lipid peroksidasyonunun kontrolii 6nem tasimaktadir (170).

Lipit peroksidasyonu ve peroksidasyon sonrast meydana gelen iiriinler
membran yapisina ve ¢esitli hiicre bilesenlerine hasar verir; membran gecgirgenligi ve
mikrovizkozitesi anlaml sekilde etkilenir (171, 172).

Vitamin D verdigimiz tedavi grubunda belirlenen TOS degerlerindeki anlaml1
azalma bircok calismada bildiridigi gibi vitamin D’nin antioksidan etkisine bagl
olabilir (173, 166).

Calismamizda, STZ ile diyabet olusturulan farelerin beyin dokularinda ilk dikkat
cekici bulgu yer yer astrosit proliferasyonu ve noronal dejenerasyonu goésteren
hiicresel pleomorfizm ve hiperkromazi artisiydi. Vitamin D verdigimiz tedavi
grubunda ise 151k mikroskopik diizeyde belirlenen histopatolojik bulgular gerilemis
ve kontrole yakm goriilmiistiir. STZ ile olusturulan deneysel diyabette beyin

dokularinda astrositlerdeki ve noronlardaki degisiklikler daha 6nceki ¢aligsmalarda da

61



rapor edilmistir. Jakobsen ve ark. ile Junker ve ark. uzun siireli deneysel diyabetik
siganlarda beyinde 151k ve elektron mikroskobik diizeyde noronlarda dejenerasyon
oldugunu ve astrositlerde artis oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgu ¢alismamizdaki
diyabetik grupta belirlenen noronal dejenerasyon ve astrosit artigt bulgulari ile
paralellik gostermektedir (174, 175).

Organizmada serbest radikallerin olugmasi ile ortadan kaldirilmasi bir denge
icerisindedir ve oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge var oldugu siirece
serbest radikaller organizmay1 etkileyemezler. Bu denge bozuldugu zaman Oksidatif
stres olarak bilinen ve doku hasarma yol acan durum olugmaktadir (176).

Drukarch ve ark. Astrositlerin ROS inaktivasyon yoluyla ndronal yasami
koruyabilecegini bildirmislerdir (177).

Calismamizda gozledigimiz astrositlerin  yer yer proliferasyonunu,
muhtemelen ayn1 mekanizma ile hipergliseminin meydana getirdigi noronal hasara
kars1 astrositlerin bir cevabi seklinde yorumlanabilecegini diisiinmekteyiz.

Lin ve ark. ¢inko ile serebral oksidatif stres olusturmus ve vitamin D’nin
etkilerini antioksidan etkileri iy1 bilinen melatonin, beta ostradiyol ve vitamin E ile
karsilagtirmiglardir. Vitamin D’nin diger bahsedilen antioksidanlardan daha etkili
oldugunu ve bununda lipit peroksidasyonunu ve otooksidasyonu azaltici etkilerine
bagli olabilecegini gdstermislerdir (173). Wiseman ve ark yaptiklar1 calismada
vitamin Ds3’lin beyin lipozomlarindaki demirin indiikledigi lipid peroksidasyonunu
bir membran antioksidani olarak inhibe ettigini gostermislerdir (166).

Garcion ve ark. (135) Sardar ve ark. (168) yaptiklari caligmada vitamin D;’iin
INOS aktivitesini diisiirdiigli ve boylece primer rat astrositlerindeki serbest radikal
olusumunu azaltarak peroksidaz ve siliperoksit dismutaz gibi antioksidatif defans
sistemlerini harekete gecirme yoluyla oksidatif stresi engelledigi rapor edilmistir

Vitamin Ds’lin beyin disinda da oksidatif stresi azaltarak koruyucu etkinligini
gosteren bircok ¢alisma mevcuttur. Ornegin; Seumoni ve ark farelerde yaptigi bir
calisimada NMDA 'nin intravitroz enjeksiyonuyla olusturulan oksidatif hasara bagl
gelisen retinal noron hasarma kars1t Vitamin Ds'iin serbest radikalleri uzaklastirma
kapasitesini arttirarak oksidatif stresi azaltan metallothionein (MT) genlerinin

iretimini arttirmak yoluyla koruyucu o6zellik gosterdigi sonucuna vardilar. Oral
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vitamin D3 alimmin karaciger, bobrek ve deride de MT genlerini arttirdigini gosteren
calismalar da mevcuttur (178).

Bir bagka ¢alismada Bo-Ying-Bao ve ark. ROS ile ilgili arastirma yaparken
BPH'da Vitamin D5’lin antioksidan 6zelligini belirlemislerdir. Ayrica vitamin D3 lin
prostat kanseri insidansini azalttigini bildirmislerdir (179). Calismalarinda vitamin
Ds'lin dokularda rediiktan bir madde oldugu bilinen (180) ve oksidatif strese karsi
koruyucu o6zelligi olan (181) G6PDH ekspresyonunda artma meydana getirerek
antioksidan etkiye sahip oldugunu gostermislerdir (179).

Calismamizda, farelerin beyin korteks ve hipokampiis bolgelerinde pro-
apoptotik oldugu bilinen Bax’in ve apoptotik hiicrelerin tespit edilmesinde kullanilan
TUNEL boyamasinin sonucunda; STZ ile diyabet olusturulan farelerde pro-apoptotik
bax ve apoptotik TUNEL pozitif olan hiicrelerde kontrole gore belirgin bir artig
oldugu goézlenmistir. Vitamin D verdigimiz tedavi grubumuzda ise diyabetik gruba
gore anlamli bir azalma oldugu gorildi.

Deneysel diyabette beyin dokusunda artmis Bax immiinreaktivitesi daha
onceki calismalarda rapor edilmistir. Xue ve ark. (182) STZ ile deneysel diyabet
olusturarak bax immiinreaktivitesinin arttigini1 gostermislerdir. Zhen-guo ve ark.
(183) diyabetin siliresine gore sicanlarda ndronal apoptozisi arttirdigini
gostermiglerdir ve bunun intrasitoplazmik kalsiyum birikimi ile mitokondrial
disfonksiyon, reseptor ile olan veya olmayan mekanizmalar veya IGF aktivitesinin
siipresyonu ile olan iskemi gibi degisik hiicresel mekanizmalar ile apoptozis
indiiklenebilecegini sdylemislerdir. Cosar ve ark. (184) STZ ile Deneysel diyabet
olusturmus ve ratlarin beyin dokusunda omega-3 yag asidinin koruyucu etkilerini
incelemislerdir. Calismada MDA (malonyldialdehyde), SOD (superoxide dismutase )
ve cat (catalase) miktarlar1 ile birlikte néronal apoptotik degisiklikler incelenmistir.
Diyabetik grupta MDA, SOD ve cat diizeylerinin ve apoptotik ndéronlarm arttigmni
buna kars1 ¢calismamizin vitamin D verilen grubunda oldugu gibi omega-3 yag asidi
verilen grubun kontrole yakin oldugunu gdstermislerdir. STZ ile olusturulan
deneysel diyabette hipergliseminin bir sonucu olarak kronik oksidatif stres meydana
gelir. Deneysel olusturulan diyabette oksidatif stresin ve antioksidanlarin ndron
hasarma olan etkilerine bakilmistir. Hipergliseminin ROS formasyonu meydana

getirdigi, bununda hiicre membranmin lipid peroksidasyonunu baslattigt ve DNA
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hasar1 yaptig1 sonugta oksidan proteinler tarafindan noronal Olimiin arttigi
gosterilmistir (185). Oksidatif streste kalsiyum dengeleri ve mitokondrial membran
potansiyeli degisir. Bu degisiklik mitokondriumlarda ve DNA’da hasara yol agarak
hiicreyi programli 6liime yani apoptozise siirlikler (186). Hiicrenin hasarlandig1 ve
apoptozise gittigi sirada mitokondri membran potansiyelinde karakteristik olmayan
oksidatif stresin eslik ettigi bazi1 degisiklikler olusur. Bu degisiklikler sonucunda
sitokrom c, sitozol igerisine salinir. Sitokrom c¢’nin sitozol icerisine salinimi Bcl-2
ailesinin antiapoptotik iiyeleri (Bcl-2, Bcl-XL) tarafindan durdurulabilir. Bu sirada
Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik iiyeleri (Bax, Bak, Bad) ise sitokrom c¢ salinimini
artirmaya yonelik ¢alisirlar. Hiicrenin 6lmesi ile yasamasi bu ince dengeye baghdir.
Bahsedilen proteinlerden pro-apoptotik olanlarin artmasi hiicreyi 6liime yaklastirir
(187, 188, 189-191, 192).

Yapilan ¢aligmalarda antioksidanlarin deneysel diyabette néronlar1 korudugu
gosterilmistir (193).

Bu calismada STZ verilen farelerde beyinde korteks ve hipokampiiste
hiicresel hasar ortaya ¢iktig1 ve DM’ nin oksidatif hasar ile lipid peroksidasyonunu
arttirdig1r gozlenmistir. DM nin olusturdugu oksidatif hasar1 engellemek i¢in verilen
vitamin D’nin lipid peroksidasyonunu azalttig1 ve hiicreleri yapisal olarak apoptozise
kars1 korudugu gosterilmistir.

Sonu¢ olarak beyin korteksi ile 6grenme ve bellek fonksiyonlariyla iliskili
oldugu bilinen hipokampiiste, DM’nin olusturdugu hiicre hasarmna karsit vitamin
D’nin koruyucu etkilerinin olmasmin gosterilmesi diyabetin komplikasyonlar1
acisindan ele alindiginda 6nemli bir bakis acis1 kazandirabilecektir. Gelecekte daha
ileri ve ayrintili caligmalarla, diyabette vitamin D 1ile iligkili patofizyolojik
mekanizmalar aydinlatilabildigi takdirde, diyabetin komplikasyonlarin1 6nlemek

amaciyla vitamin D ile iliskili tedavi yaklasimlar1 da denenebilecektir.
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