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OZET

Diabetes Mellitus (DM), insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi veya her
ikisindeki bozukluklardan kaynaklanan, kan glukoz seviyesinin yiiksekligi ile
karakterize kronik, hiperglisemik, metabolik bir hastaliktir. Uzun siireli diyabette
ortaya cikan serebral degisiklikler norokimyasal, elektrofizyolojik, yapisal ve
kognitif bozukluklar seklinde kendini gostermektedir.

Tiyamin veya Bl vitamini B vitamin ailesinin bir iiyesidir. Tiyamin
metabolik sistemlerde baslica tiyamin pirofosfat seklinde gorev yapar. Tiyamin,
karbonhidratlarin ve ¢ogu aminoasitlerin son katabolizmalari i¢in gereklidir. Yapilan
caligmalarda tiyaminin antioksidan etkileri gosterilmistir. Bu ¢alismada, streptozosin
(STZ) ile olusturulan diyabetik rat modelinde beyindeki apoptotik degisiklikler
lizerine tiyaminin koruyucu etkileri incelenmistir.

Calismada, 21 adet 238 + 8 gr agirliginda, 8 haftalik erigkin Wistar albino
cinsi erkek sicanlar kullanildi. Tiim gruplar 6 haftalik deney siiresince standart rat
yemi ve ¢esme suyu ile beslendi. Deney hayvanlar1 her grupta 7 hayvan olacak
sekilde 3 gruba ayrildi. Kontrol grubunda (Grup I) bu ratlar, sadece ad libitium yem
ve su aldilar. Diger 2 gruba diyabet olusturmak i¢in 50 mg/kg dozunda Streptozosin,
intraperitoneal olarak tek doz uygulandi. Deneysel diyabet olustugu belirlendikten
sonra Grup II diyabetik ratlar sadece standart yem ve su alirken Grup III’1i olusturan
diyabetik ratlara 6 hafta boyunca tiyamin (25 mg/kg/giin dozunda) oral olarak
verildi. 6 haftalik tedaviden sonra tiim gruplardaki siganlar deney sonunda
tartildiktan sonra, dekapite edildiler. Dekapitasyonun ardindan ratlarin beyin dokular
hizla ¢ikarildi. Cikarilan beyin dokulari histolojik ¢alisma i¢in % 10’luk formaldehit
soliisyonunda tespit edildi. Histolojik c¢alisma i¢in rutin 151k mikroskobu takibi
yapilarak dokular parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan Spm lik kesitler
alindi.  Alman  kesitlere  apaoptotik  degisiklikleri ~ incelemek  igin
immiinohistokimyasal ve TUNEL boyama yapildi.

Grup II’'nin beyin dokularinda bax immun reaktivitesinde belirgin artig
gozlendi. Grup III’deki bax expresyonu genel anlamda Grup I ile benzerlik
gosterirken Grup II’den daha az sekilde oldugu goézlendi.

Her ti¢ grupta da TUNEL pozitif hiicrelerin yayginligi bax pozitif hiicrelerin
yayginligiyla paralellik gosterdi. Isik mikroskopik inclemelerde Grup II’de Grup I’e
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oranla fazla sayida TUNEL pozitif hiicre saptandi. Tiyamin ile tedavi edilen Grup
III’{in beyin kesitleri Grup II’ye gore daha az sayida TUNEL pozitif hiicreye sahipti.
Grup III ve Grup I arasinda anlamli farklilik yoktu.

Sonug olarak, beyin dokusunda DM’un olusturdugu apoptotik degisikliklere
kars1 tiyaminin koruyucu oldugu goézlendi. Diyabetin serebral komplikasyonlarini
onlemek amaciyla Tiyamin ile iliskili tedavi yaklagimlarinin denenmesinin yararl

olabilecegi ve bu konuda ileri arastirmalarin yapilmasi gerektigi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Tiyamin, Beyin, Apoptozis.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECTS OF THIAMINE ON THE
APOPTOTIC ALTERATIONS IN THE EXPERIMENTAL DIABETIC RAT
BRAIN TISSUE

Diabetes mellitus is a hyperglycemic metabolic, chronic disorder
characterized by high blood glucose levels, that result from deficiency of insulin
secretion or effects of insulin or both of them. Overtime diabetes cause cerebral
changes which appear as neurochemical, electrophysiological, structural and
cognitive disorders.

Thiamin or vitamin Bl is a member of the B vitamin family. Thiamine,
known as B1 vitamin, acts in thiamin pyrophosphate form during metabolic
processes. Thiamin is necessary in the catabolism of Carbonhidrates and most of
amino acid. It is observed in experimental studies that thiamin has antioxidant
properties. In this study, it was investigated the protective effects of thiamin on
apoptotic changes of rat brain in a diabetic rat model induced streptozosin.

Twenty-one adult male Wistar albino rats, with body weigth of 238 + 8 gr,
were used. All rats were recived Standard chow and water ad libitum during
experimental period. Rats were randomly divided into three groups with seven rats
per gruop. Rats in group I, used as control, were recived just standard chow and
water ad libitum. Rats in group II and Group III were injected intraperitoneal
streptozotocin (50mg/kg) to establish diabetes mellitus rat model. After confirmed of
experimental diabetes mellitus, diabetic animals in Group II were recived just
standard chow and water wheras diabetic rats of group III were recived thiamin
(25mg/kg/day, oral) for six week.

After treatment for six week, all of rats weighed and then decapitated. The
brains were quickly removed and fixed in 10% formalin for 24 h and embedded with
parafin. Parafin blocks were sliced into Sum sections to observe apoptotic changes
using TUNEL and immunohistochemical(Bax) tecniques.

Bax immunereactivity of group II(DM) brain tissues increased significantly.
The expression of Bax in group III (DM + thiamin) was generally similar to that in

group I controls and less than group II.
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Prevalance of TUNEL — positive cells consistent with prevalance of Bax-
positive cells in all three groups. In the light microscopic examination, there was a
significantly greater number of TUNEL-positive cells in the group II (DM) than in
the group I. Brain sections of thiamine —treated grouplll had less TUNEL-positive
cells compared to brain sections of diabetic group II. There was no significant
difference between the group III and group I.

In conclusion, it is observed that thiamin has protective effects againest DM-
induced apoptotic changes in the brain tissues. To prevent DM-induced cerebral
complications, thiamine treatment may be useful and there is necessity advanced

research about this.

Key Words: Diabetes mellitus, Thiamine, brain, apoptosis
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), cok c¢esitli etyolojiler ile ortaya ¢ikan insiilin
salmimi insiilin aktivitesi ya da her ikisinde birden olusan aksamalardan
kaynaklanan; karbonhidrat yag ve protein metabolizmasindaki diizensizlik ve kronik
hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir (1).

Akut komplikasyonlarin yaninda uzun siiren metabolik diizensizlikler
nedeniyle, cesitli organlarin ¢alismasinda yetersizlik ve islevsizlik seklinde kronik
komplikasyonlara da neden olabilmektedir (2).

Son yillarda yapilan calismalar, DM’nin, hastalarin MSS islevlerinde de
aksakliklara neden olabilecegini gostermektedir (3, 4).

Yapilan arastirmalar, hem Tip I hem de Tip II hastalarinda insiilin
islevlerindeki bozulmanin ve hipergliseminin, MSS komplikastyonlarinin gelisimi,
cesitli norodejeneratif hastaliklarin ve duygu durum bozukluklarinin olusumu
acisindan patolojik 6nemi oldugunu ortaya koymaktadir (5, 6). Tip I diyabetik
hayvanlardan elde edilen deneysel veriler, bu hayvanlarin MSS’lerinde yapisal ve
elektrofizyolojik bozukluklar gelistigini; norotransmitter diizeylerinde, ndron
yogunlugunda, apoptotik aktivitede ve bilissel fonksiyonlarda 6nemli degisimler
oldugunu ortaya koymaktadir (7).

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi ayn1 zamanda artmis bir
oksidatif stres durumudur. Diyabette artmis serbest radikaller lipidler, proteinler ve
niikleik asitlerle etkileserek membran biitiinliigiiniin kaybina, proteinlerde yapisal
veya fonksiyonel degisikliklere ve genetik mutasyonlara yol agmaktadir. Organizma
bu zararl radikallerin etkisiyle basa ¢ikabilmek i¢in bazi enzimatik ve non enzimatik
antioksidan defans sistemlerine sahiptir (8-12).

Vitaminler reaktif oksijen tiirlerinin alict ve vericileri gorevini iistlenirken,
mineraller ise enzimlerin aktivitesini diizenlemede gorevlidirler (13).

Tiyamin eksikligi sonucu birkag¢ temel mekanizma ile hiicrede apoptozis ve
ndrodejenerasyon olusur. Tiyamin, tiyamin fosfat ve tiyamin bagimli enzimlerdeki
azalma oksidatif stresi ¢ogaltir ve ndrodejenerasyona siiriikler (14).

Biz bu calismamizda Tiyaminin oksidatif hasarin arttigt DM’de merkezi

sinir sistemindeki koruyucu etkilerini incelemeyi amagladik.



1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Tammm

Diabetes mellitus (DM), hiperglisemi ile karakterize heterojen bir
metabolizma bozuklugu olup insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanmaktadir. Ozellikle lipid, karbonhidrat ve protein
metabolizmasi bozukluklar1 ve hizlanmis aterosklerozla birlikte mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreder (15).

Diabetes mellitus polidipsi, poliiiri, polifaji ve kilo kayb1 gibi klinik belirtiler
ile karsimiza ¢ikar. Agir formlarinda tedavi edilmediginde stupor, koma, hatta 6liime
neden olan ketoasidosis ya da nonketotik hiperosmolar hiperglisemi gibi
semptomlarla gosterir. Genellikle semptomlar agir seyretmez, bazen higbir semptom
da goriilmeyebilir. Patolojik fonksiyon degisikliklerine neden olan hiperglisemi, DM
tanist konulmadan uzun siire dnce mevcut olabilir. Bazen de retinopati, ndropati,
nefropati gibi komplikasyonlar ile ortaya c¢ikabilir (15-17). DM ile birlikte olan
metabolik bozukluklar pek ¢ok organi ilgilendiren fizyopatolojik degisikliklere bagl

olarak, kisi ve toplum iizerinde ciddi bir saglik sorununa neden olmaktadir (18).
1.1.2. Epidemiyoloji

Diabetes mellitus’ta erken donemde tan1 konmasi ve tedavi programlarinin
belirlenmesi i¢in hastaligin epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi gereklidir (19).
Hastalik ilk yillarda genellikle asemptomatik seyrettiginden, gelismis iilkelerde bile
diyabetiklerin bilinmeyen diyabetlilere orani 2/1°dir. Diinya Saglk Orgiitii
(DSO)’niin yaptign c¢aligmalara gore 100 milyon civarindaki diyabetli sayisinin
oniimiizdeki on yilin sonunda 200 milyona ve 21. yiizyilin baslarinda da 300 milyona
ulasmas1 beklenmektedir (20, 21). Ulkemizde yapilan en genis ¢alisma Tiirkiye
Diyabet Epidemiyoloji Arastirmasi (TURDEP) dir. Bu ¢alismada DM prevalanst %
7,2 ve glukoz tolerans bozuklugu (IGT) prevalanst %6,7 olarak saptanmustir.
Kadinlarda DM, IGT ve obezite (6zellikle kirsal kesimde) daha yiiksek bulunmustur
(22).

1.1.3. Tam
Amerikan Diyabet Birligi (ADA)’nin 2004 ve DSO’niin 1999 yili
raporlarina gére DM nin tani1 kriterleri Tablo 1°deki gibidir (23-25).



Tablo 1. DM’ nin tani kriterleri (24).

1. Klasik diyabet semptomlari (poliiiri, polidipsi ve agiklanamayan kilo kaybi) ile
birlikte giiniin herhangi bir saatinde, son 6glin zaman dikkate alinmaksizin,
plazma glukoz konsantrasyonunun > 200 mg/dl (11,1 mmol/L) olmas1

2. En az 8 saatlik aclik sonrasinda plazma glukoz diizeyinin > 126 mg/dl
(7,0 mmol/L) olmasi

3. 75 gr glukoz kullanilarak uygulanan olan Oral Glukoz Tolerans Testi

(OGTT)’nin 2. saat glukoz diizeyinin > 200 mg/dl (11,1 mmol/L) olmasi

Eger hasta asemptomatik ise veya minimal semptom varsa ve aclik plazma
glukoz konsantrasyonlar1 tanisal degilse, diyabet tanisi i¢in Tablo 2’ deki gibi OGTT
gerekli olur (25).

Tablo 2. Glukoz Toleransinin Siiflamasi (25).

Achk Plazma Glukozu
Normal <100 mg/dl
Bozulmus aclik 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 Simiflamasi

Diyabet 4 ana klinik gruba goére simiflandirilmistir. Bunlar; Tip 1 DM, Tip 2
DM, diger spesifik diyabet tipleri ve gestasyonel DM (GDM)’dir (27, 28).
ADA’nin 2004’te kabul ettigi DM’nin etiyolojik siniflandirmasi Tablo 3’de
gosterilmistir (24).



Tablo 3. DM nin etiyolojik siniflandirilmasi (24).

I- Tip 1 Diyabet
a) Immunolojik
b) Idiopatik
II- Tip 2 Diyabet
I1I- Diger spesifik tipler
IV- Gestasyonel diyabet (GDM)

Diyabetiklerin %90 1na yakini Tip 2, %51 ise Tip 1 diyabettir (29).

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 (30). Genellikle otuz yasin altinda
ortaya cikar. Tip 1 diyabet, tiim diyabetlilerin yaklasik % 7-10 orani kadar bolimiinii
kapsar (31).

1.1.4.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus Patogenezi

a) Genetik Faktorler: Tip 1 diyabette genetik faktdrlerin 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 vakalarin % 90-95’1 DR3 ve/veya DR4 Class II HLA molekiilii
eksprese ederler (32-36).

b) Beta Hiicre iImmiintoleransimin Bozulmasina Neden Olan Cevresel
Faktorler: Beta hiicrelerinde immun toleransin bozulmasina ve otoimmunitenin
aktivasyonuna neden olan etkenlerin basinda viriisler, toksinler ve bazi gida
maddeleri gelir (32-36).

c) Beta Hiicrelerine Yonelik Hiicre Aktivasyonu: Viriis ya da toksinlerle
dogal yapisi bozulan beta hiicreleri, salgiladiklar 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 (32-36).

d) Insiilitis ve Beta Hiicre Oliimii: Ge¢ faz immiin aktif dénemde,
inflamasyon ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu siireci insiilitis olarak nitelendirilir.
Adaciklar1 6nce makrofajlar CD8 sitotoksik T lenfositleri daha sonra CD4
lenfositleri TH1, NK (Natural Killer) hiicreleri ve B lenfositleri infiltre eder ve



hasara ugratir. Hasar, hastaligin baslangi¢ yas1 kiiciik olanlarda, puberte doneminde,
sekonder infeksiyonlarda ve kiz cocuklarinda daha hizlidir (32-36).

e) Beta Hiicre Otoantijen ve Otoantikorlari: Giiniimiizde preklinik donem
Tip 1 diyabet tanisinda sensitivite ve spesifitesi yliksek altin standart olarak alinan ii¢
otoantikor; ICA (Adacik hiicre antijeni), anti GAD (Glutamik asit dekarboksilaz)
otoantikorlaridir (32-36).

1.1.4.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diyabetliler, tiim diyabetiklerin ortalama % 85’ini olusturmaktadir (37).
Cogunlukla uzun siirebilen asemptomatik bir donem mevcuttur. Yakinmalar
genellikle 45 yas civarinda baslar. Ilk tanm1 konuldugunda kronik komplikasyonlar
¢ogu zaman vardir (15, 17).

1.1.4.2.1. Tip 2 Diabetes Mellitus Patogenezi

Tip 2 diyabet patogenezinde beta hiicre fonksiyon bozuklugu, insiilin direnci
ve hepatik glukoz {iretimi artis1 gibi ii¢ ana metabolik bozukluk rol oynar (14-18).
Primer defekt olarak insiilin direnci ve /veya insiilin eksikligi 6n plandadir (15, 16).
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 (38). Tip 2 diyabetin ¢ogu
formlar1 genetik ytikliiliik ile iliskilidir. Son yillarda bunlara eklenen dordiincii bir
gorlis, primer defektin  hiperinsiillinemi oldugu ve insiilin  direncinin
hiperinsiilinemiye bagli olarak olustugu hipotezidir. Hiperinsiilineminin nonoksidatif
glukoz kullanimimi veya glikojen sentezini bozarak Tip 2 diyabette oldugu gibi

insiilin direncine yol agabilecegi ileri stiriilmektedir (39, 40).

1.1.5. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlar1t mevcuttur. Uzun siireli diyabet
tiim damarlarin yapisin1 bozar. Tiim mikrovaskiiler yapilar etkilenmesine karsin
klinikte retina, renal glomeriil ve biiyiik sinirlerdeki patolojiler ile ortaya cikar (41).

DM’nin akut ve kronik komplikasyonlar1 Tablo 4’de gosterilmistir (42, 43).



Tablo 4. Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlari (42).

Akut Komplikasyonlar
1. Diyabetik ketoasidoz (DKA)
2. Hiperosmolar hiperglisemik sendrom (HHS)
3. Laktik asidoz
4. Hipoglisemi
Kronik Komplikasyonlar
Makrovaskiiler komplikasyonlar
a. Diyabetik kalp hastalig
b. Periferik arter hastaligi
c. Serebrovaskiiler hastalik
Mikrovaskiiler komplikasyonlar
a. Diyabetik noropati
b. Diyabetik nefropati
c. Diyabetik retinopati
Diger komplikasyonlar
a. Diyabetik ayak
b. Diyabetik gastroenteropati
c. Genitotiriner bozukluklar

d. Erektil disfonksiyon

1.1.6. Diabetes Mellitus’un Serebral Komplikasyonlari

Diabetes Mellitus’un norolojik komplikasyonlarinin etyopatogenezi uzun
yillar aragtirmacilarin ilgi alan1 olmustur. Bu ilgi genellikle periferik ve otonom sinir
sistemi {iizerinde yogunlagmistir (44). Ancak son yillarda Diabetes Mellitus’un
santral sinir sistemini de etkiledigine dair kanitlar da ortaya konmaktadir (45).
Santral sinir sistemindeki diyabetik komplikasyonlar periferik sinir sistemindekinin
aksine kolay fark edilemez (46). Diyabetik hastalarda akut ve kronik metabolik ve
vaskiiler bozukluklar beynin fonksiyonel ve yapisal biitiinliigline zarar verebilir (45,
47). Diyabetik olgularda serebrovaskiiler olay riski artmistir. Ayrica hiperglisemik ve
hipoglisemik ataklar da akut serebral fonksiyon bozukluguna neden olur (45, 46).



Uzun siireli diyabette, daha sinsi gelisen bu yiizden de kolay fark edilemeyen
serebral degisiklikler de meydana gelmektedir (45, 47). Bu serebral bozukluklar;

norokimyasal, elektrofizyolojik, yapisal ve kognitif diizeyde gosterilmistir.

Norokimyasal degisikliklerle ilgili verilerin sonuglar1 genellikle kemirgen
modellerden elde edilenlere dayanmaktadir (46). Bu degisiklikler sunlardir:

1. STZ ile olusturulmus diyabetik ratlarin striatumunda asetilkolin sentez ve
salinimi azalmistir. Asetilkolin metabolizmasindaki olusan bu degisiklikler
kognitif bozukluklarla iligkilendirilmektedir.

2. Diyabetik ratlarin beyinlerinin farkli bolgelerinde adrenalin ve noradrenalin
iceriginin degiskenlik gostermesi.

3. Serotoninin azalmig dongiisii.

4. Dopaminerjik néronal aktivitenin azalmasi ve dopamin ig¢eriginin artmast.
Insan ¢alismalarindan nérokimyasal degisikliklerle ilgili elde edilen veriler

ise sunlardir:

1. Ciddi ketoasidozda serotonin dongiisiiniin artmasi ve post-mortem beyin

orneklerinde medial ve lateral hipotalamusta serotonin igeriginin artmasi.

2. Beynin farkli bolgelerinde dopamin igeriginin artmasi (46).

Diyabetik hastalarda uyarilmis potansiyeller ve olay-iliskili potansiyellerin
Olciilmesiyle, elektrofizyolojik anormalliklere iliskin veriler elde edilmistir.
Diyabetik hastalarda santral ve periferik orijinli evoked potansiyellerin latensilerinde
artis olmaktadir. Latensilerdeki bu artis diyabetin santral sinir sisteminde sinyal
iletimini bozdugunu gostermektedir.

P300 dalgasinda oldugu gibi olay-ilgkili potansiyellerin latensileri de
uyarilmis potansiyellere ilaveten, artis gostermektedir. P300 dalgasi, dikkat ve kisa
stireli hafizayla alakali olup kognitif ve hafizaya ait fonksiyonlarla iligkili bir geg
kortikal  norofizyolojik  olaydir.  Diyabetik  hastalarda  yliksek  beyin
fonksiyonlarindaki bozulmanin bir gostergesi olarak artmig P300 latensisi
ongoriilebilir ve boylece elektrofizyolojik ve kognitif bozukluklar arasinda bir iliski
kurulabilir (45-47).

Bir diger elektrofizyolojik degisiklik, tiim santral kortekste ortaya cikan

yavaslamis EEG (elektroensefalografi) ritmidir ki genellikle insiiline bagiml



olmayan diyabetik hastalarda rastlanmaktadir. Bununla birlikte diyabetik ¢ocuklarda
da non-spesifik EEG anormallikleri goriilmektedir (46).

Tip 1 DM’de insiilin eksikligi ile birlikte, C peptid eksikliginin de santral sinir
sistemi komplikasyonlarinin gelisiminde rol oynadigi bildirilmistir. C peptid igin
Ozgiil bir reseptor bolgesi olmamakla birlikte, bu peptidin insiilinin sinyal yolaklari
araciligl ile etki ettigini goOsteren kanitlar bulunmaktadir. BB/Wor sigcanlarda, C
peptidin bozulmus insiilin benzeri bilylime faktorii aktivitesini ve insiilin reseptor
sentezini kismen diizelttigi ve hipokampustaki ndronal apoptozisin olusumunu
kismen onledigi bildirilmistir. Invivo ve invitro calismalardan elde edilen sonuglara
gore, insiilin / C peptid yetersizliginin Tip 1 DM’de goriilen ndronal apoptoziste
onemli rol oynadigi diistiniilmektedir (48, 49).

Diyabet serebral atrofi ve fokal beyaz madde lezyonlarmin gelisiminde yapisal
degisiklikler i¢in bir risk faktoriidiir. Diyabetik olgularin beyinlerinde goriilen
yapisal degisiklikler diyabet olmayan olgulara gore daha erken yaslarda ortaya
cikmaktadir (45).

Deneysel diyabet olusturulan hayvanlarda, beyin ve medulla spinaliste
noronal atrofi, aksonal dejenerasyon, glikojen birikimi, ensefalomalazi,
demiyelinizasyon ve glia (astrosit) hiicrelerinde hasar olusumu gibi yapisal
degisiklikler rapor edilmistir (50-53). Diyabetik hayvanlarda hipokampus, arkuat ve
ventromediyal niikleus, neokorteks ve prefrontal kortekste noronlarin yogunlugunda
anlamli bir azalma goriildiigii ve bu nedenle beynin agirliginda azalma oldugu rapor
edilmistir. Invivo ve invitro ¢alismalar, bu néron kayiplarinda apoptozisin énemli rol
oynadiginmi belirtmektedir. Tip 1 DM’de ndronal yogunlugun azalmasinin diyabetin
stiresi ile korele oldugu ve apoptozis kaynakli néronal kaybin zaman ilerledikce
arttig1 bildirilmistir (50, 54).

Diyabetikler hiicresel diizeyde degerlendirildiginde ise, diyabetik hayvanlarda
santral sinir sistemlerine ait hiicrelerin ¢ekirdek sekillerinde ve kromatin
goriiniimlerinde bozulmalar oldugu, mikrotiiblil sayilarinin arttii, endoplazmik
retikulumlarinda genisleme, parcalanma ve degraniilasyon olustugu rapor edilmistir
(49).

Yapilan néropsikolojik calismalarda, Tip 1 ve Tip 2 diyabetik hastalarda,
genis cesitlilikteki kognitif testlerde performans kayiplar1 gozlenmektedir (45-47).



Yapilan calismalar Tip 1 diyabetik hastalarda Ogrenmede, hafizada, problem
¢6zmede, mental ve motor hizda bozulmalar olabilmektedir (45-47, 55).

Tip 1 diyabetik ¢ocuklarda, diyabetin ortaya c¢ikis yast ve hipoglisemik
olaylarin siklig1 kognitif degisikliklerin temel belirleyicileridir (45, 46). Diyabetin 5
yasindan once ortaya ¢iktigi ve hipoglisemik olaylara sik maruz kalan olgularda,
daha sik kognitif bozukluklara rastlanmaktadir Diyabetik ¢ocuklarda kognitif
fonksiyonlar1 etkileyen diger faktorler ise, HbAlc (hemoglobinAlc) diizeyleri ile
takip edilen kotii glisemik kontrol ve hastaligin siiresidir.

Tip 1 diyabetik yetiskinlerde mental fonksiyonlarda kiigiik fakat fark
edilebilir azalmalar meydana gelmektedir (45). Diyabetiklerde bozukluklarin
gbzlendigi spesifik tasklarla ilgili calismalarin sonuclar1 ve bozukluklarin dereceleri
farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklar, c¢alismalara katilan populasyonlarin
heterojen olmasindan ve bozukluklarin kismen zor fark edilir olmasindan
kaynaklanmaktadir (45, 47, 56). Ayrica diyabetikler arasinda ciddi hipoglisemide ve
kronik hiperglisemiye maruziyetde farkliliklar olmast da Onemlidir; clinkii
hipoglisemi ve hiperglisemi beyni farkli mekanizmalar araciligiyla etkiler (45, 47).
Yetiskin Tip 1 diyabetiklerdeki serebral komplikasyonlarin dnlenmesinde glisemik
kontrol, iki yonlii rol oynamaktadir. Bir yandan yiikselmis HbAlc degerleriyle ifade
edilen kotii glisemik kontrol ve periferik noropati gibi kotii glisemik kontrolle iligkili
diger komplikasyonlar kognitif fonksiyon bozukluguyla iliskili iken diger yandan da
yogun tedavi hipoglisemik olaylarin sikligini arttirmakta ve beyni olumsuz yonde
etkilemektedir (45).

Tip 2 diyabetik hastalarda, 6zellikle sozel hafiza ve kompleks bilgi islenmesi
ile ilgili tasklarda orta derecede kognitif bozukluklar bildirilmistir. Temel dikkat
islevi, motor reaksiyon zamanmi ve kisa siireli hafiza daha az etkileniyor
goriinmektedir. Tip 2 diyabetiklerde kognitif fonksiyon bozuklugu i¢in risk
faktorleri; artmis HbAlc ve aclik plazma glukoz diizeyleri, yiikselmis serum
trigliserid diizeyleri ve periferik néropatinin varligidir. Hipoglisemik olaylar temel
bir risk faktorii gibi gorlinmemektedir, ¢iinkii bozulmus glukoz toleransi olan
olgularda ve yeni teshis edilmis ve heniiz tedaviye baslanmamis hastalarda da

kognitif bozukluklara rastlanmaktadir.



Son zamanlarda yapilan epidemiyolojik ¢alismalar diyabet ile hem vaskiiler
demans hem de Alzheimer hastalig1 arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir (45).
Bu bulgular, daha belirgin kognitif bozukluklar gosteren yash diyabetik hastalardan,
aynt yastaki kontrollerle karsilagtirildiginda elde edilen sonuglarla uyumludur.
Diyabetin beyin {izerine olan etkilerinin yaglilarda daha belirgin olmasinin nedenleri
acik degildir. Kognitif fonksiyon bozukluklarima hem yeni teshis edilmis diyabetik
olgularda hem de bozulmus glukoz toleransi ve/veya hiperinsiilinemisi olan yash
olgularda rastlanabilmektedir. Bu bulgular, yaslilarda diyabetin beyin iizerindeki
etkilerinin uzun siireyle diyabete maruz kalmaktan ziyade, yaslanmakta olan beynin
diyabetik kosullar karsisinda daha zayif olmasindan kaynaklandigina isaret
etmektedir (45, 47).

Diyabetiklerde kognitif fonksiyonun etkilendigi diisiindiiren baska faktorler
de vardir. Ornegin; Tip 1 ve Tip 2 diyabetik hastalarda psikiyatrik bozukluklarm,
ozellikle de depresyon ve anksiyete bozukluklarinin prevalansi artmistir (45).

Ozetle diyabetes mellitus; klinik olarak anlamli kognitif bozukluklarla
karakterize yavas gelisen, bir ensefalopatiyle iliskilidir (47).

1.1.6.1. Diabetes Mellitus’un Serebral Komplikasyonlarinin Patogenezi

Diyabetik ensefalopatinin patogenezine yonelik caligmalar diyabetin diger
komplikasyonlarima gére daha azdir. Pek c¢ok patogenetik faktor bu
komplikasyonlarin olusumunda bir arada rol oynuyor gibi goriinmektedir. Bu
faktorler:

- Periferik diyabetik ndropati patogenezinde yer alan faktorler (45, 47),

-Diyabetteki noropsikolojik ve yapisal degisiklikler yaslanmakta olan
beyindeki degisiklikleri taklit ettiginden ve diyabetin beyin lizerindeki etkilerine
yaslt olgular geng olgulardan daha duyarli oldugundan, diyabetin beynin yaslanma
siirecine katkida bulunmasi ya da bu siireci hizlandirmasi (45, 47, 57),

-Serebrovaskiiler olaylarin olugmasinda risk faktorleri olan hipertansiyon ve
ateroskleroz (45),

-Hipoglisemi (44-46, 48-60),

-Serebral insiilin diizeylerin deki, insiilin reseptorlerindeki ve insiilin
sinyalizasyonundaki degisikliklerin dahil oldugu néromodiilatuar degisikliklerin bir

sonucu olarak insiilinin siipheli roliidiir (47, 61-63).
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1.1.6.1.1. Diyabetik Noropatinin Patogeneziyle Olan Baglantilar

Periferik diyabetik noéropatinin patogenezi vaskiiler disfonksiyon, trofik
destekte meydana gelen degisiklikler ve artmis glukoz diizeylerinin direkt toksik
etkisini igeren multifaktoriyel bir olaydir. Diyabetik ndropatide oldugu gibi,
diyabetik ensefalopatide de vaskiiler disfonksiyon ©onemli rol oynar. Beyinde
meydana gelen vaskiiler degisikliklerin sonucu olarak sinir kan akiminda ve
endonoral oksijen miktarinda azalma olusur (45-47). Hem akut hem de kronik
hiperglisemisi olan hayvanlarda serebral kan akimindaki lokal azalmalar
gosterilmistir (46). Diyabetik hastalarda da serebral kan akiminda hem lokal
azalmalar hem de artislar oldugu bildirilmistir (45). Norotrofik destekte de
degisikliklerin meydana geldigi yapilan ¢aligmalarla rapor edilmistir. IGF (insiilin
benzeri biliytime faktorii) geninin serebral ekspresyonundaki azalma bu degisikliklere
ornek olarak verilebilir.

Hipergliseminin sonucu olarak beyindeki glukoz diizeyi artmaktadir.
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 artisa gore daha diisilk seviyededir. Periferik sinirlerdeki sorbitol
diizeylerindeki artisin, myoinozitol seviyelerindeki azalmayla iligkili oldugu
diisiiniilmektedir.  Myoinozitolin  azalmasi  fosfoinozitid  metabolizmasinda
bozukluklara neden olmakta bu da diagilgliserol iiretimini bozmaktadir. Sonug olarak
bu degisiklikler; 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. Diyabetin, sinaptik plastisitede
meydana gelen degisikliklerin 1s181inda, beyindeki protein kinaz aktivitelerini de
etkiledigi sdylenmektedir. Diyabetik ratlarda protein kinaz A ve C aktivitelerinin
arttigl, CAMKII (Ca®"/ kalmodulin bagiml protein kinaz IT) aktivitesinin ise azaldig
kanitlanmistir. Yiiksek glukoz diizeyleri sonucu olusan bir diger toksik etki de AGEs
(ileri glikasyon son iirlinleri) iiretiminin artisidir. Diyabetik ratlarin  spinal
kordlarinda ve beyinlerinde AGEs’nin diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Ancak bu

artis periferik sinirlerdeki artistan daha diigiik diizeydedir. Yine diyabetik ratlarin
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beyin dokularinda ve serebral mikrodamarlarinda oksidatif hasar1 gosteren lipid
peroksidasyon yan {riinlerinin arttigi goézlenmektedir. Bunun disinda beynin
antioksidan savunmasinda rol oynayan siiperoksit dismutaz ve katalaz aktiviteleri de
azalmaktadir (45, 47). Ca®" homeostazindaki bozulmada hiperglisemiye bagli oldugu
diisiiniilen bir diger degisiklikdir. Diyabetik hayvanlar ve insanlardan elde edilen
sonuclar bircok dokuda intraselliller Ca®" diizeylerinin arttigmi gostermistir.
intraselliiler Ca®>" diizeyini belirleyen membran Na, K-ATPaz aktivitesi de
degismektedir. Periferik sinir sisteminde myoinozitol eksikliginin Na, K-ATPaz
aktivitesini disiirdiigi ve bunun da sinir disfonksiyonuna neden oldugu
diisiintilmektedir. Streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulmus ratlarin santral
sinir sistemlerinde de Na, K-ATPaz aktivitesi azalmakta ve lokal farkliliklar
gostermektedir. En ¢ok diislis serebral korteks ve hipokampusta gézlenmektedir.
Ancak hipergliseminin beyindeki myoinozitol diizeyini arttirdig1 bilindiginden,
santral sinir sisteminde Na, K-ATPaz aktivitesi ile myoinozitol diizeyi arasindaki
iliski net degildir (45-47, 64).

1.1.6.1.2. Beyin Yaslanmasinin Patogeneziyle Olan Baglantilar

Diyabetin beyin tizerindeki etkileri yaslilarda daha belirgindir ve hizlanmig
kognitif gerilemeyle kendini gosterir. Bu olay yaslanmakta olan beynin diyabetin
etkilerine karst daha duyarli olmasmna ya da yaslanmanin ve diyabetin
patogenezlerinin etkilesimine baglanabilir. Ayrica Tip 1 ve Tip 2 diyabetin
patofizyolojisindeki farkliliklar da gézoniinde bulundurulmalidir ¢iinkii yashilar Tip 2
diyabetten daha ¢ok etkilenmektedirler (47).

Diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde adi gegen oksidatif stres,
vaskiiler fonksiyon bozuklugu ve AGEs’nin birikimi gibi olaylar beynin
yaslanmasinda da rol oynamaktadir. Kemirgenlerin ve insanlarin yaslanmakta olan
beyinlerinde protein ve lipidlerin oksidasyonunun artti§i gosterilmistir. Yine beynin
de dahil oldugu bir¢ok dokuda, muhtemelen diisiik protein dongiisiiniin bir sonucu
olarak AGEs’nin biriktigi goriilmektedir. AGEs’nin olusumu reaktif oksijen
tirlerinin artmig tretimi ile iligkilidir. Yaslanma esnasinda beynin kapillerlerinin
ilerleyici bir dejenerasyona ugramasi sonucu meydana gelen kapiller anormalliklerin
uzun vadede serebral kan akimini etkileyebildigi bilinmektedir. Oksidatif stres,

. .. . . . +
AGEs ve iskeminin olumsuz etkileri kismen bozulmus olan néronal Ca*" homeostaz
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araciliglyla meydana gelmekte ve noronal Ca>" homeostazindaki bu bozulma beynin
yaslanmasiyla iligkili noropatolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasinda bir son yolak
olarak kabul edilmektedir.

Ozetle; beynin yaslanmasina ve diyabetin serebral komplikasyonlarinin
gelisimine olan etkileri iskemi, oksidatif stres, AGEs’nin olusumu ve bozulmus
noronal Ca’” homeostazi mekanizmalari ile farkhiliklar gdstermektedir. Ancak
benzerlikler bulunmakla birlikte bu durum diyabetik yasli hastalarin diyabetin beyin
tizerindeki etkilerine kars1 daha hassas olmalarin1 kismen de olsa agiklayabilir (45,
47).

1.1.6.1.3. Serebrovaskiiler Degisikliklerin Rolii

Diyabet hipertansiyon ve serebrovaskiiler hastalik prevalansindaki artisa
neden olmaktadir. Bu durum serebrovaskiiler hastalik riskinin artmasma ve
hemodinamik degisikliklere neden olmaktadir. Bu hemodinamik degisiklikler de
serebral kan akimindaki lokal degisimlerle sonuglanmaktadir (45). Ayrica serebral
vazoreaktivite de diyabetik hastalarda bozulmaktadir (45, 47, 65). Serebral
vazoreaktivite ve eslik eden kan akimindaki degisiklikler, hipoglisemi, hipotansiyon,
hipoksi ve hiperkapni gibi durumlarda rol oynayan oOnemli kompansatuar
mekanizmalardir. Bu mekanizmalarin kayb1 beyin {izerinde zararh etkiler olusmasina
neden olabilir.

Hipertansiyon, hem direkt hem de indirekt olarak diyabetin serebral
komplikasyonlar1 {izerinde rol oynayarak serebrovaskiiler hastaligin geligimi siirecini
hizlandirmaktadir (45, 65). Buna ilaveten hem diyabetik hem de diyabetik olmayan
yaslilarda kognitif bozukluklar i¢in predispozisyon olusturmaktadir (40, 66). Kronik
hipertansiyonun beyin lizerindeki etkilerinin patofizyolojisi kismen anlagilmigtir
ancak hiperinsiilineminin diyabetik olmayan olgularda dahi hipertansiyonun beyin
tizerindeki zararl etkilerini kuvvetlendirdigini belirtmekte yarar vardir (45, 67).

1.1.6.1.4. Hipogliseminin Etkileri

Sik hipoglisemi ataklarinin tekrarlamasi, beyin fonksiyonlar1 {izerinde
olumsuz etkilere neden olmaktadir (37). Tek bir hipoglisemik olayin neden oldugu
kognitif degisikliklerin gecici oldugu diisiiniilmektedir ancak tekrarlayan
hipoglisemik olaylarin kiimiilatif etkisi ise kalict kognitif bozukluklarla

sonuclanabilmektedir (45, 46).
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Hipoglisemide beyin zedelenmesi asidik aminoasitlerin rol aldig1 eksitotoksik
olaylarla meydana gelmektedir. Bu tarz zedelenme iskemi ve hipokside de
gbzlenmektedir (44). Hipoglisemi esnasinda meydana gelen segici ndronal hasarin
bir eksitatuar aminoasit alt tipi olan NMDA reseptdriiniin aktivitesindeki artisa baglh
oldugu gosterilmistir. NMDA reseptor aktivitesindeki bu aktivite artigt sonucu
intraselliiler Ca®" diizeylerinde patolojik bir artis meydana gelir. Sonu¢ olarak
niikleer ve mitokondrial fonksiyon kaybi ve proteazlarm ve diger Ca** bagimh
enzimlerin aktivitesinde artis meydana gelir (44-46). Bu degisiklikler zaten yetersiz
olan enerji kullanimini ndrotransmisyon ve noronal aktiviteyi uyararak arttirir ve
enerji agig1 olan hiicrelerin 6liimiine neden olur (44). Beyindeki segici noronal

hasarin dagilimi NMDA-reseptor yogunluguyla iligkilidir (46).

1.2. Oksidatif Stres

Diyabet etiyolojisinde oksidatif stres onemli bir mekanizma olarak kabul
gormektedir. Normal metabolik siirecte serbest radikaller viicutta iiretilmekte ve
cevresel faktorlerle etkilesim icindedirler. Viicutta serbest radikallerin yol actig
olumsuz sonuglara kars1 antioksidanlarin ¢ogu viicudu savunmaktadir (68).

Diyabetin etiyolojisinde oksidatif stresin rolii oldugu ve diyabetin
ilerlemesine neden oldugu, deneysel diyabet olusturulan sicanlarda ve diyabeti

bulunan olgularda serbest oksijen radikalleri ile lipid peroksidasyonunun arttig1 tespit

edilmistir (69).

1.2.1. Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin ROS ile olan iligkisini gdsteren
calismalarda, serbest radikal iiretimini arttirdigi saptanmistir. Bunu nonenzimatik
glikolizasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik
stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucu olusan doku
hasar1 ile gerceklestimektedir (70). Diyabette, toksik serbest radikaller ile hiicresel
defansin azalmasi uzun zamandir bilinmektedir (71).

Pankreas adacik hiicrelerinde, antioksidan olan Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi  enzimlerin
ekspresyonlarinin ve antioksidan kapasitenin karaciger, bobrek, iskelet kasi ve
adipoz doku gibi diger dokulara gére en diisiik diizeyde oldugu bilinmektedir (72,
73).
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Beta hiicreleri oksidatif strese en duyarli yapilardan biri olarak kabul edilip
gozlenen  hasarin,  hipergliseminin  toksik  etkilerinden  kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (74). Oksidatif stres belirteci olarak degerlendirilen 8-hidroksi
deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin diyabet olusturulan rat deney modellerinde
arttig1 gorilmiistiir (75).

Hipergliseminin direkt sonucu olarak serbest radikal olusumunun oldugunu
savunan caligmalar da mevcuttur (76). Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonda
glukoz igeren ortamda endotel ve diiz kas hiicreleri inkiibe edildiginde de serbest
radikal olusumunun basladig1 gézlenmistir (77, 78). Hiperglisemi ile oksidatif stres
arasindaki iligki in vivo c¢alismalar ile de desteklenmistir (79). Oksidan maddeler
olusturarak Langerhans adaciklarini selektif olarak tahrip eden streptozotosin (STZ)
(80), deneysel hayvan caligsmalarinda insanlardakine benzer diyabet olusturmak i¢in
kullanilir. Diyabeti uygun olmayan nitrik oksit (NO) cevaplarina neden olarak
baslattig1 sanilmaktadir (81, 82).

Diyabetin neden oldugu artmis oksidatif stres ve azalmis antioksidan
aktivite beynin patolojik olaylara kars1 daha duyarli hale gelmesine neden olur.
Deneysel olarak indiiklenen hiperglisemide ratlarin beyinlerinde oksidatif hasarin
arttigr gosterilmistir. Tip 1 diyabetik hastalarin serumlarinda da siliperoksit
liretiminin arttigt ve bu artisin glisemik kontroliin etkinliginin arttirilmasiyla
azaldig1 gozlenmistir (83).

Diyabet komplikasyonlarinin patogenezindeki oksidatif stresin rolii Sekil

1’de gosterilmistir (84).

1.2.2. Anti-Oksidanlar
“Antioksidan Savunma Sistemleri” olarak adlandirilan bazi savunma
mekanizmalart ROS’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek

i¢in viicutta gelistirilmistir (Sekil 2) (85).
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Sekil 1. Oksidatif stresin diyabetin komplikasyonlarinin patogenezindeki rolii (R.J.

Reiter’den modifiye edilmistir).

VSMC (vascular smooth muscle cell): vaskiiler diiz kas hiicresi.

NCV( neuron conduction velocity): noron iletim hizi.
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Sekil 2. Antioksidan Savunma Sistemleri (85).
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Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilardir, asil antioksidan
savunmay1 saglayan ve serbest radikal toplayici enzimleri i¢eren hiicre i¢i savunma
sitemleri ile albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asit gibi cesitli
molekiilleri i¢eren hiicre dis1 savunma sistemleri; oksidan molekiillerin neden oldugu
hasari etkisiz hale getirirler. Hiicre ici serbest radikal toplayici 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 (85).

1.3. Apoptozis

1.3.1. Apoptozisin Tanimi ve Tarihcesi

Apoptozis, fizyolojik ya da programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanir.
Apoptozis bir¢ok gen ile iligkili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (= ayr1) ve
ptozis (= diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olugsmus sonbaharda yaprak
dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir (86).

[k kez Kerr, Currie ve Wyllie tarafindan 1972 yilinda “fizyolojik hiicre
Olimii” olarak tanimlanmigtir. Sonra yine Kerr ve Wyllie (87) tarafindan deneysel
bir ¢aligma ile gosterilmistir. Mekanizmasi hala tam olarak c¢oziilemese de
programli hiicre 6liimii hiicrelerinin genetik olarak belleklerinde var olan intihar
programinin ¢esitli sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi
olaylarin aktive olmasiyla bagladigi ileri siiriilmektedir (88). Ayrica nekroz
olusturabilen hipertermi, radyasyon, sitotoksik ilaglar ve hipoksi gibi etkenler de
hafif dozlarda apoptozis meydana getirirler (87).

Apoptozisde, hiicre 6liimii ¢evreye rahatsizlik vermeksizin gelisse de, bazen
apoptozis dolayli olarak ¢evre dokuda nekrozu baslatabilir ya da tam tersine nekroz
apoptozis gelismesine yol agabilir (89).

Giliniimilizde, biyokimyasal ve genetik komponentlerin apoptoziste rolii
oldugu diisiiniilmektedir. Bunlarin ortaya konulmasiyla apoptozis aktivasyonu veya
inhibisyonuna yonelik calismalar yapilarak; kanser, AIDS (Acquired Immune
Deficiency Syndrome) ve otoimmiin hastaliklar gibi bir¢cok hastalikta yeni tedavi

yontemleri lizerinde ¢aligilmaktadir (90).
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1.3.2. Apoptozisin Regiilasyonu

Apoptozisin regulasyonu, siki bir sekilde, nematodlardan insanlara kadar gen
kontrol agamas ile korunmaktadir. Oliim sinyali, gen ekspresyonu ile regiile edilir.
Bu asama genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon vb.) veya sitokinlerin
bulunmamasi1 gibi (eritropoietin vb.) farkli uyaranlarla hareketlilik gosterebilir.
DNA’daki tek veya c¢ift iplik pargaciklari, niikleozitlerin azligi ve DNA’ya bagh
transkripsiyon faktér p53 ile baslar. Ardindan bir dizi olay sonucunda hiicre

apoptotik yola girer (91).

1.3.2.1. p53’iin Rolii

Insanda apoptozisin diizenlenmesi, p53 den baslayip kaspazlara kadar uzanan
bir olaylar zincirinden olusmaktadir. Bir tlimor silipresoér gen olarak gorev yapan
p53’lin mutasyona ugramast veya bulunmamasi hiicre yasamini uzatmaktadir.
Genotoksik olaylar ile olusan hiicre hasar1 p53’t aktive eder. pS3 protein iiriini,
DNA’ya direkt olarak baglanip hasar1 tanir. Ardindan G1’de hiicre siklusunun
durmasini saglayarak onarim icin gerekli olan zamani kazanir. Hasar diger yonden

fazlaysa hiicreyi apoptozise sevk eder (91).

1.3.2.2. Bcl-2/Bax

Bcl-2/Bax gen ailesi apoptozisin regiilasyonundan sorumludur (91, 92). Bcl-
2/Bax gen ailesinin iirlinleri homodimer ya da heterodimerler olacak sekilde
kompleks yaparak islerini goriirler. Mitokondri ve c¢ekirdek zarlarinin yaninda
endoplazmik retikulum zarinda da mevcuttur (91, 93). Ornegin; Bel-2 ile Bax
etkilesiminde Bcl-2 fazla miktarda ise hiicre yasamina devam eder. Bax fazla

miktarda ise hiicre oliir (89).

1.3.2.3. Kaspazlar

Apoptozis mekanizmasinda {i¢ temel grup rol alir. Bunlar;

1- Oliim reseptorleri

2- Adaptor proteinler

3- Proteolitik enzimlerdir (kaspazlar) (93, 94).

Oliim reseptdrleri; TNF (Tumour Necrosis Factor) gen ailesinde yer
almaktadir. Oliim reseptorlerinin polipeptit stoplazmik kisimlari, &liim alan1 (Death

Domain) denilen, adaptor proteinlere baglanan bir aminoasit dizisinden olusur (94).
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Adaptor proteinler, reseptorle gelen sinyal sonrasinda kaspazlara baglanip
onlar1 aktiflestirirler. Bu reseptorlerin en ¢ok bilinenleri TNF-R1 ve Fas (CD95)
karacigerde ¢ok miktarda bulunur. Fas’in etkisiyle kaspaz dizisi aktif hale gelir.
Kaspazla aktif hale gelen DNaz (CAD: caspase activated Dnase) araciligi ile DNA
yikimindan sorumludur (94).

Oliim sinyali salan baslatic1 kaspazlar, adaptor proteine baglanarak dliime yon
verirler. Fakat 6liime neden olmazlar, bu gorevi yapacak olan uygulayict (effektor)
ozellikteki kaspazlar1 aktiflestirirler. Uygulayic1 kaspazlar; baslatict kaspazlarin
akisini aktif hale getirirler (94).

1.3.3. Apoptozisin Sitotoksik Regiilasyonu

1.3.3.1. Granzim veya Perforin Sistemi

Bu apoptotik yol salgisal 6zelliktedir ve patojenle infekte olmus hiicreler ile
timor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda rol almaktadir. Granzim ve Perforinler,
sitotoksik T lenfositler (CTL) ve Naturel Killer (NK) hiicrelerinin stoplazmik salgi

graniillerindeki proteinlerin en 6nemlilerindendir (91).

1.3.3.2. Fas-Fas Ligand1 veya CD95 Yolu

Apoptozisin salgidan bagimsiz mekanizmasi, hiicre zari iizerindeki “6lim
reseptOrlerinin® aktive olmasiyla baglantilidir. Tiimor nekroz faktér grubundan olan
Fas (CD95), hiicre ylizeyi reseptorlerindendir. apoptotik sinyalin uyaricist olarak
gorev yapan Fas, bir¢ok hiicre tiirlinde bulunmaktadir. TNF grubunun bir {iyesi
olarak bilinen Fas ligand1 (FasL) ise, sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicrelerinde

bulunur. FasL’nin Fas reseptoriine baglanmasi ile apoptotik siire¢ baslar (91).

1.3.4. Apoptozis Uyaric1 Faktor (AIF)

Apoptozis niikleer par¢alanma ve kromatin yogunlagmasini kapsayan birkag
morfolojik niikleer degisiklikle olusmaktadir. Kromatin yogunlasmasi ve DNA
kirilmasina neden olan gen son donemlerde bulunmus, ardindan klonlanmis ve AIF
olarak adlandirilmistir. AIF, DNA kirilmas1 ve kromatin yogunlagmasina neden

olarak kaspazdan bagimsiz bir sekilde apoptozisi baslatir (95).

1.3.5. Hastahklarda Apoptozis
Apoptozis patolojik ve fizyolojik bir¢ok olayda rol oynamaktadir. Fizyolojik
olaylar hiicre yapimi ve yikimi olarak bilinir (90). Apoptosis, deri, bagirsak
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mukozasi ve immiin sistem gibi dokulardaki cogalan hiicrelerin sayisini ve
siirekliligini devam ettirmekle birlikte periferik ve merkezi sinir sisteminin
gelisiminde de etkin rol oynar (96). Gelisim esnasinda olusan programlanmis hiicre
Olimii ilk kez sinir sistemi i¢in tanimlanmistir (97). Apoptotik hiicre 6liimii akut ve
kronik ndrolojik hastaliklarin bir 6zelligidir (98).

Apoptozis, diizensiz hiicre dliimiiyle birlikte akut ve kronik bir¢cok hastaliga
yol agmaktadir. Apoptozisin yer aldigr patofizyolojik durumlar Tablo 5’de
gosterilmistir (99).

Tablo 5. Apopitozisin Yer Aldig1 Patofizyolojik Durumlar (99).

e Malign ve Pre-Malign Durumlar e Immun Sistem Bozukluklari
Solid Tiimorler AIDS,
B Hiicre Lenfomalari, Tip 1 Diabetes Mellitus,
Kronik Lenfositik Losemi, Lupus Eritematozus,
Prostat Hipertrofisi, Sjogren Sendromu,
Kemoterapiye Direng. Glomeriiloneffritis.

intestinal Bozukluklar

e Norolojik Bozukluklar

Felg, Dizanteri,

Alzheimer Hastaligi, e Bobrek Hastaliklar

Ataxia Telangiectasia. Polikistik Bobrek Hastaligi,
e Kalp Hastahklan Anemi / Eritropoezis.

Iskemik Kardiak Hasar,

Kemoterapiyle Indiiklenen

Miyokardial Baskilanma.

1.3.6. Apoptozisin Saptanmasinda Kullamilan Yoéntemler

Apoptozisi tesbit etmek icin cok ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Apoptozisin
belirlenmesine yonelik gelistirilen tiim metodlari, 2000'i yillarin baslarinda, sadece
apoptotik epitelyal hiicrelerde olmak {lizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein
olan keratin 18'in kirildikdan sonraki o6zglin formunu saptayan antikorlarin
kullanilarak daha spesifik olarak saptanmasi takip etti. Apoptozisin belirlenmesinde

kullanilan yontemler sdyledir. (Tablo 6) (100).
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Tablo 6. Apopitozisin Belirlenmesinde Kullanilan Ydntemler (100)

I. Morfolojik goriintiilleme yontemleri
II. Immiinohistokimyasal yontemler
III. Biyokimyasal yontemler
IV. Immunolojik yéntemler

V. Molekiiler biyoloji yontemleri

1.3.6.1. Morfolojik Goriintilleme Yontemleri
1.3.6.1.1. Isik Mikroskobu Kullaninm

1- Hematoksilen boyama: Hematoksilen boyama (HB) hem hiicre kiiltiirti
calismalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir. Apoptotik
hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk metod olarak baglanmasi uygundur ve gesitli
acilardan (O0rn. ilk degerlendirme, maliyet) diger metodlara karsi avantaj saglar.
Hematoksilen boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan apoptotik
hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir. Apoptozise 6zgii degisiklikler 1yi
bir boyama yapilmigsa kolayca gozlenebilir. Gozlenebilen degisiklikler sunlardir:
hiicre kiigilmesi "celi shrinkage", veya sitoplazmik kiigiilme "cytoplasmic
shrinkage", kromatinin kondanse olmasi "nuclear condensation" ve nukleus zarimin
periferinde toplanmasi, nukleusun kiigiilmesi "pyknosis" veya pargalara boliinmesi
"nuclear fragmentation" (100).

2- Giemsa boyama: Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada da

oldugu gibi niikleus morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir (100).

1.3.6.1.2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop Kullanim
Eger hiicre kiiltlirii ¢alismasinda kullanilirlarsa, canli hiicre ile yasayan

hiicrenin ayrimina olanak tanirlar (100).

1.3.6.1.3. Elektron Mikroskobu

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptoziste en degerli yontem ("gold
standard") olarak diisliniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak
gozlendigi bir yontemdir. Ustelik subselliiler detaylar da (6rn. mitokondrinin

durumu, hiicre zar1 ya da niikleus membraninin biitiinliigliniin bozulup bozulmadig:
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gibi) incelenebilir. Elektron mikroskobu ¢aligmalarinda, niikleus fragmentasyonu net
olarak izlenebilir, apoptotik hiicrede, normal hiicreyle kiyaslandiginda sitoplazmik
kiigtilme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu izlenebilmektedir (100).
1.3.6.1.4. Faz Kontrast Mikroskobu
Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, "flask" veya
"plate"lerde biiyitiildiigii ¢aligmalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek

amactyla kullanilir (100).

1.3.6.2. Histokimyasal Yontemler

1.3.6.2.1. 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 dis yiizline transloke olurlar. Dis yiize transloke olan
PS'ler, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak
goriiniir hale getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler saptanmig olur (100).

1.3.6.2.2. TUNEL Yontemi

DNA kiriklarmin in situ olarak taninmasini saglar. Parafin bloklar, donmus
kesitler, kiiltiirii yapilmig sollisyon halindeki veya "plate"lere ekilmis, ya da lameller
iizerinde biyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varligi bu metodla saptanabilir (100)

(Sekil 3).

Sekil 3. TUNEL Metodu Uygulanmis Spinal Kord Gortiiniimii
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1.3.6.2.3. M30 Yontemi

M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18'in kaspazlarin etkisiyle
kirilmas1 sonucu ortaya c¢ikan yeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal
yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenir (100).

1.3.6.2.4. Kaspaz-3 Yontemi

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 I1IC
metoduyla belirlenebilir. Bunun icin, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi
ya da calisilan dokuda apoptozise yol agan ajanin kaspaz-3'i kirip kirmadiginin

bilinmesi gerekir (100).

1.3.6.3. Biokimyasal Yontemler

1.3.6.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi:

Deoksiriboniikleik asit (DNA Fragmentasyonu): DNA  kiriklarinin
gosterilebildigi bir bagka yoOntemdir. Apoptozisi nekrozisten ayirmada faydali
yontemlerden biridir (100).

1.3.6.3.2. "Western" Blotting

Bu metod yardimiyla apoptozise 0zgli bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin (6rn. bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn. kaspaz-3) saptanmasi
miimkiindiir, sitokrom c¢'nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigiin belirlenmesi de bu
metodla belirlenebilir (100).

1.3.6.3.3. "Flow" Sitometri

"Flow" sitometri yardimiyla, isaretlenmis antikor kullanilarak apoptoziste
eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre ylizey proteininin saptanmasi
miimkiindiir. Bdylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Ozellikle iki sekilde
apoptozis deteksiyonu yapilir;

I. Floresan bir madde olan propidium iyodur kullanilarak,

II. Anneksin V kullanilarak (100).

1.3.6.4. immiinolojik Yéntemler

1.3.6.4.1. ELISA

ELISA ile gerek kiiltiirti yapilmig hiicre populasyonlarinda gerekse insan
plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindiir. Ayn1 sekilde M30

diizeylerinin 6l¢limii de miimkiindiir (100).
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1.3.6.4.2. Flourimetrik Yontem
e Kaspaz aktivasyonu (Hucre kiltir)
Kiiltiirli yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan

bir yontemdir (100).

1.3.6.5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

1.3.6.5.1. DNA Microarrays

Deoksiriboniikleik asit (DNA) "microarray" teknolojisi heniiz ¢ok yeni ve ¢ok
pahali bir yontemdir. Fakat yakin bir gelecekte tip pratigini radikal bir bi¢cimde
degistirme iddias1 tagiyan bu teknoloji ile ayn1 anda ve kisa bir siire i¢inde (6nceden
aylarca silirerken) yiizlerce hatta binlerce genin ekspresyon derecelerinin
(mRNA'larinin) tespiti miimkiin olabilecektir. Bdylece, apoptozise 6zgii hiicre ylizey
Olim reseptdrlerinin ekspresyon durumlari hakkinda genis bilgi edinme olanagi
dogacaktir (100).

1.4. Tiyamin ve Etkileri

1.4.1. Tiyaminin Tarihcesi

Insanlarda "Beriberi hastalig1", tiyamin (B1 vitamini) yetersizligi sonucu
ortaya cikar ve muhtemelen ilk yazilan yetersizlik hastaligidir. Bu yiizden tiyamin en
eski vitamin olarak kabul edilir. Beriberi ilk olarak M.O. 2600'de Cin'de tarif
edilmistir. Ancak hastaligin sebebi ve tedavisi uzun yillar bulunamamistir. 1880'lerde
Japon deniz kuvvetlerindeki denizciler lizerinde yaptigi bir caligmada Takaki,
beriberi insidansini %32 olarak bulmustur. Ancak Takaki, hastalig1 diyete eklenen
proteinin dnledigini zannetmistir (101).

Hollandali arastirmaci Eijkman 1890'larda, oOgiitilmiis piring diyeti ile
besledigi tavuklarda paralizi gelistigini gormiis ve bu durumu polinevrit olarak
adlandirarak, insanlardaki beriberi hastaligi bulgular1 ile benzerligini bulmustur (101-
103).

Grijns, Dberiberiye,1901'de hayati ©6nemi olan bir besin maddesinin
eksikliginin neden olabilecegini belirtmistir (101).

Casimir Funk isimli arastirmaci, Londra'daki Lister Enstitiisiinde 1911'de
amin karakterinde etkili bir antiberiberik maddeyi piring kepeginden elde etmistir.

Funk, memeliler i¢in hayati 6neme sahip olan bu maddeye "vital-amin" (vitamin)
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adin1 vermistir. Daha sonra vitaminlerin amin olmadiginin belirlenmesiyle bu kelime
tiim vitamin ailesi i¢in kullanilmistir (101-103).

1926' da, Jansen ve Donath, tiyamini saf formunda izole etmislerdir (101,
102, 104). Williams ve ark. (102, 103) ise, 1936'da tiyaminin kimyasal yapisini

bulmus ve vitamini sentezleyebilmislerdir.

1.4.2. Tiyaminin Kimyasal Yapisi, Ozellikleri ve Antagonistleri

Tiyamin suda ¢ok, alkolda az ¢oziiniir, yagh ¢oziiciilerde ¢oziinmez, pH's1
3.5'un altindaki ¢ozeltilerde 1siya dayaniklidir. Hafif oksidasyonla tiokroma
oksitlenir. Tiokromun verdigi mavi floresans, tiyamin konsantrasyonunu tayin
etmenin esasini teskil eder. Bu amagla tiyamin, alkalik ferrisiyaniir ile muamele
edilerek tiokroma oksitlenir ve bunun verdigi floresans belli miktarda saf tiyaminin
verdigi floresans ile mukayese edilir (104).

Tiyaminin hidroklorit ve monohidrat formlar1i olup Tipta genellikle
hidroklorit formu kullanilir (101, 103).

Tabiatta antitiyamin aktiviteli maddeler oldukc¢a fazladir. Bunlar, baslica
tiyaminin yapisal benzerleri (analoglar1) ve tiyaminin yapisin1 bozanlar olmak tizere
iki grup altinda toplanirlar (101).

Yapisal benzerlik gosteren antagonistler; piritiyamin, oksitiyamin ve
amprolium gibi sentetik bilesiklerdir. Bunlar, inaktif olduklarindan metabolik yolun
degisik noktalarinda tiyaminin kullanimini bozarlar (103, 105).

Tiyaminin yapisin1 bozmak sureti ile etki eden antitiamin etkili unsurlarin
basinda tiaminaz gelir. Tiaminaz, bazi1 hayvansal organizmalarda (sazan balig1 ve
kabuklu tiirlerinde) ve baz1 bitki tiirlerinde (egrelti otu ve at kuyrugu) bulunur (104-
107). Bu vitaminin biyolojik aktif sekli olan tiyamin pirofosfat (TPP), tiyamine ATP
den bir pirofosfat grubunun transferiyle olusur. Tiyamin pirofosfat, alfa ketoasitlerin
oksidatif dekarboksilasyonunda ve transketolaz reaksiyonunda alfa-ketollerin yikimi
ve olusumunda koenzim olarak rol oynar (108).

Tiyamin eksikliginde (beriberi), dokularda piriivik asit ve baz1
aminoasitlerin kullanilmas1 azalirken, yaglarin kullanilmasi artar. Bu nedenle,
tiyamin 0zgiil olarak karbonhidratlarin ve bir¢ok aminoasitlerin son metabolizmalari
icin gereklidir. Bu besinlerin kullanimlarinin azalmis olmasi, tiyamin eksikliginde

goriilen birgok bozukluklardan sorumludur (109).
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Bazi besinlerin igerdikleri tiyamin miktar1 Tablo 7 de gosterilmistir (101).

Tablo 7. Baz1 besin maddelerindeki Tiyamin konsantrasyonlar1 (101).

KARBONHiDRAT mg/kg PROTEIN KAYNAKILARI mg/kg
KAYNAKILARI
Arpa tanesi 5.7 BiTKiSEL KAYNAKI AR
Baklagiller 6.0 Kaba yonca 3.9
Misir (tane) 3.5 Bira mayast 95.2
Misir (kaba un) 10.9 Hindistan cevizi unu 0.8
Misir (nisastasi az un) 2.1 Pamuk ¢ekirdegi unu 6.4
Akdan 4.5 Keten tohumu unu 5.1
Yulaf tanesi 5.2 Yer fistig1 unu 12.0
Tatli patates 0.9 Bezelye (kuru) 9.0
Patates 1.0 Susam unu 10.0
Piring tanesi 5.0
Piring kepegi 23.0 HAYVANSAL

KAYNAKLAR
Islenmis piring 0.3 Kan unu (kuru) 0.2
Cavdar 4.4 Yumurta 34
Dari tanesi 3.9 Balik unu 2.0
Seker pancar1 posasi 0.4 Karaciger unu 2.6
Seker kamis1 melasi 1.2 Et kemik unu 0.1
Bugday tanesi 55 Inek siitii 0.4
Bugday kepegi 8.0 Yagsiz siit (kuru) 3.5

1.4.3. Tiyaminin Metabolizmasi

1.4.3.1. Sindirimi, Emilmesi ve Tasinmasi

Dogal kaynaklardan alinan serbest tiyamin, suda ¢oziinlir ve 6nemli bir kismi
duodenumdan olmak iizere bagirsaklardan absorbe edilir (103, 104). Emilim
mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilamamig olmasina ragmen, tiyaminin hem aktif
hem de pasif difflizyonun bu olayda rol oynadig diisiiniilmektedir (103). Tiyaminin
diisiik konsantrasyonlarinda, aktif transport s6z konusudur. Oysa yiiksek
konsantrasyonlarda, tiyamin barsak duvarindan pasif olarak gecer. Absorbe edilen

tiyamin, vena porta yolu ile tasiyici bir protein araciligiyla karacigere tagmir (103).

1.4.3.2. Fosforilasyonu
Tiyamin Adenozin trifosfat (ATP) etkisi ile bilhassa karacigerde
fosforillenerek, Tiyamin pirofosfat (TPP)'a doniistiiriiliir. TPP ise, tiyaminin

metabolik olarak aktif formudur. Viicuttaki toplam tiyamininin yaklasik % 80't TPP,
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%10'u tiyamin trifosfat (TTP) ve kalan1 da tiyamin monofosfat (TMP) ve serbest
tiyamindir (101, 103).

1.4.3.3. Depolanmasi ve Bosaltimi

Tiyamin kolayca absorbe edilmesine ve viicut hiicrelerine tasinmasina karsin,
onemli miktarlarda depo edilemez Ozellikle bobrekler, kalp, beyin ve karaciger gibi
ylksek metabolik aktiviteli organlarda az da olsa depolanir. Bu organlardaki tiyamin
miktarlart da oldukg¢a degiskenlik gosterir (101, 103). Bu nedenle organizmanin
diizenli olarak tiyamin alimina ihtiyact vardir (102). ihtiyactan fazla alinan tiyamin
idrar, gaita ve daha az olarak da ter yolu ile hizli bir sekilde atilir (102-104).
Dokulardaki yar1 6mrii az oldugundan ve az depolandigindan ilave verilmesi uzun

donem olmalidir (110).
1.4.4. Tiyaminin Fonksiyonlari

1.4.4.1. Koenzim fonksiyonu

Tiyaminin organizmadaki koenzim fonksiyonu, bu vitaminin TPP formu ile
gergeklesir. TPP oncelikle karbonhidrat metabolizmasinda énem tasir. TPP, alfa-keto
asitlerin (piruvat, alfa-ketoglutarik asit) dekarboksilasyonu ve transketolaz igin
koenzim olarak gorev yapar (Sekil 4). Bu reaksiyonlarin karbonhidrat kullanilarak
enerji Uretilmesinde hayati 6nemi vardir (101-104). TPP'in istirak ettigi reaksiyonlar
sunlardir;

a) Glikoliz:

Piruvat 2 Asetil - CoA + CO2

Piruvat, aktif asetik aside (asetii CoA) doniisiir. Asetil CoA, hiicre
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar. Bir yandan sitrikasit siklusuna girerek bu
siklusun gerektigi gibi ¢aligmasini saglar, diger yandan yag asitleri ve sterinlerin
temel yap1 tasini olusturarak karbonhidratlarin lipidlere doniisiimiinii gergeklestirir
(102-104).

b) Krebs (Sitrik asit) siklusu:

Alfa - Ketoglutarik asit = Siiksinil- CoA + CO2
Alfa-Ketoglutarik asidin TPP tarafindan katalize edilen oksidatif

dekarboksilasyonu sonucu siiksinil-CoA olusumu, sitrik asit siklusunun ¢ok 6nemli
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bir kismi reaksiyonudur. Organizmada bu reaksiyonun normal olarak gerceklesmesi,
optimal enerji elde edilmesine olanak saglar (103).

c¢) Pentozfosfat siklusu:

TPP, ayn1 zamanda pentozfosfat yolunun bir enzimi olan transketolazin da
koenzimidir. Transketolaz ketol grubunun ara maddelerinden c¢esitli akseptorlere
transferini katalize eder. Bu enzim kalp, karaciger ve eritrosit gibi memeli
dokularinda bulunur. Transketolazin katalize ettigi reaksiyonlar sunlardir;

1) Ksiluloz-5-fosfat + Riboz-5-fosfat ——»
Sedoheptuloz-7-fosfat + Gliseraldehit-3-fosfat.
2) Ksiluloz-5-fosfat + Eritroz-4-fosfat ——

Fruktoz-6-fosfat + Gliseraldehit-3-fosfat.

Pentozfosfat yolu, niikleotid iiretilmesinde gerekli olan ribozun sentezi igin
bilinen tek mekanizmadir. Ayrica bu yolda karbonhidrat metabolizmasindaki ara
maddeleri indirgeyerek yag asidi yapmakta hayati onemi olan Nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) da iiretilmektedir (101, 103, 104).

Tiyamin kan sekerinin yakilmasi kalp sagliginin korunmasi ve 6grenme gibi
beyin fonksiyonlari i¢in gerekli olan bir vitamindir (110). Tiyamin seker hastalarinda
damar hastaligin1 6nlemekle birlikte, yaslanmaya kars1 korudugu gibi katarakt alkol

ve sigaranin zararl etkilerini de azaltir (110).

28



Alimenter karbonhidrat (Glikojen Pentor fosta

o // il

(7lik oz -6- fosfat

Ya€lar Fruktz-6-f osfat R hoz_5-fosfat
(triglisertler)
-glizetin ——— 3fodagdlizerin Riboz-3-fosfat
. Al dehit
Laktik ——— Piritvik
asit asit Niildeoti dler
tiam i

aknif  asetk asit

(asetil-CoA)
Sitnk
asit
Sink asit
siklusu
Oksaloasetik —fcetoglutarik
asit asit
tiam m
(oo

Sekil 4. Tiyamin ve karbonhidrat metabolizmas1 (103).
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1.4.4.2. Norofizyolojik Fonksiyonu
Tiyaminin koenzim fonksiyonunun disinda norofizyolojide 6zel bir rol
oynadig1 disiiniilmekle birlikte, tiyaminin sinir dokusundaki fonksiyonlari
hakkindaki bilgiler azdir (101, 103, 111, 112).
Tiyaminin ndral dokudaki muhtemel gorevleri sunlardir (112);
a) Noral impulslan iletmede gorevli asetil kolinin sentezinde rol oynar.

b) Hiicre membranlardaki ganglion hiicrelerinin membranlarinda impulslarin

iletimi i¢in 6nemli transport olan pasif Na™ transportuna katilir.

c) Pentozfosfat siklusunda tiyamin yetersizligi sonucu transketolaz
aktivitesindeki diisiis, yag asidi sentezini ve sinir sistemindeki enerji
metabolizmasini azaltir.

Tiyamin eksikligi merkezi ve periferik sinir siteminde lezyonlara yol
acar. Merkezi sinir sistemi enerjisinin hemen hemen tamami karbonhidratlarin
metabolizmasina baghdir. Tiyamin eksikliginde sinir dokusuniun %50-60 oraninda
azalan glikoz tiikketimi, yag metabolizmasinda tiireyen keton cisimlerinin kullanimi
ile karsilanir. Tiyamin eksikliginde merkezi sinir sisteminin ndron hiicrelerinde
siklikla kromatoliz ve sismeye rastlanir. Kotii beslenen noron hiicrelerine 6zgii olan
bu degisiklikler, merkezi sinir sisteminin ¢esitli boliimleri arasindaki iletisimi

bozabilir (109).

1.4.5. Tiyaminle ilgili klinik durumlar

Pirtivat ve alfa ketoglutaratin oxidatif dekarboksilasyonu bir¢ok hiicrede,
ozellikle sinir sisteminde enerji metabolizmasinda anahtar bir rol oynar. Tiyamin
eksikliginde bu iki dehidrogenaz reaksiyonunun aktivitesi azalirve bdylece ATP
liretimi azalmasi sonucu hiicre fonksiyonlar1 bozulur (108). Eksikliginde goriilen
baslica klinigi Beriberi ve Wernicke Korsakoff sendromudur (108). Ayrica, tiyamin
eksikligi hem periferik hem de merkezi sinir sisteminde sinir liflerinin miyelin
kiliflerinda dejenerasyonuna yol acabilir. Periferik sinirlerdeki bu lezyonlar, sik
olarak bu sinirlerin asir1 uyarilabilirlik kazanmalarina neden olur. Bu durumda, bir
veya birkag periferik sinir boyunca yayilan agrilara yol acar ve “polindrit” denilen

hastalik tablosu artaya c¢ikar. Ayrica medulla spinalisteki sinir yollarinda paralizi
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yaratan dejenerasyonlar goriiliir. Bazen paralizi bulunmasa bile kaslar atrofi sonucu

ileri derecede gii¢stiz kalirlar (109).

1.4.6. Tiyaminin Toksisitesi

Tiyamin oral olarak yiiksek dozlarda bile toksik degildir. Ancak yiiksek
dozlarda paranteral uygulamalarinin, ¢ok nadir de olsa insan ve hayvanlarda
toksikasyona neden olabilecegi ifade edilmistir (101).

Kurtdede ve ark. (113) tarafindan, terapotik dozda i.m. olarak tiamin enjekte
edilen bir sigirda tremor, ataksi, salivasyon, tasikardi, polipne ve yatalak hal gibi
toksikasyon belirtileri gortildiigl bildirilmistir.

Toksikasyonlarin sebebi tiyamine karsi olan duyarlilik nedeniyle gelisen
anaflaktik reaksiyonlardir. Toksikasyon belirtileri antihistaminik ve atropin verilerek
ortadan kaldirilabilir (101, 113).

Diyabette tiyamin miktarinin azaldigi, deneysel DM’de yiiksek doz tiyamin

verilmesinin tiyamin eksikligini diizelttigi gosterilmistir (114).

1.4.7. Tiyamin ve oksidatif stres

Tiyamin pirofosfat (TPP); enzimler tarafindan ihtiya¢ duyulan birka¢ 6nemli
metabolik silirece karigan, asetil-COA, tikarboksilik asit dongiisii, pentoz fosfat yolu /
Calvin Cevrimi, amino asit biyosentez zincir branslari, ve izoprenoid biyosentezlerin
{iretimini iceren bir ana kofaktordiir (115). Intermediyer metabolizmadaki merkezi
rolii nedeniyle, tiim biyolojik sistemler TPP ye ihtiya¢ duyarlar. Bitkilerde ve
mikroplarda tiyamin pirofosfat de novo sentez edilirken, insanlar ve hayvanlar bu
kofaktorii serbest tiyamini su ile almalidirlar. Tiim tanelerde ve yesil sebzelerde
tiyamin bolluguna bagli olarak, insan ve hayvan diyetlerinde bitkiler tiyaminin
birincil diyet kaynagidir (115). Ayrica tiyamin eksikligi belirgin inflamatuar yanitta
hiicre kaybinin oldugu zedelenme veya zedelenme olmaksizin olusan oxidatif stresi
artirir (116). Tiyamin eksikligi sonucu birka¢ temel mekanizma ile hiicrede apoptozis
ve norodejenerasyon olusur. Bu mekanizmalar;

1- Enerji yapimu ve laktik asidozun olugumu (117, 119)

2- Serbest radikallerin ve oxidatif stresin seviyesinin arttirilmasi (119, 120)

3- Norodejenerasyon baslangicinda olusarak mikroglialar1 degistirmesi (121).

4- Voltaj bagimli K kanallarinda degisiklik yapmasi (122).

5- Selliiler membran kirilmasi (123).
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6- Mitondrial kaspaz 3 aracili apoptozun olusmasi (124).

7- Nukleustaki amiloid prekursor proteinin C terminal fragmaninda
translokasyon olmasi (125).

Tiyamin yetersizligi durumunda, kiiltlirlerde yetistirilmis glial hiicrelerin yag
asidi ve kolestrol sentezleme kaabiliyetinin lipojenik enzimlerin yapimindaki azalma
nedeniyle bozuldugu bildirilmistir. Tiyamin yetersizliginin baslangic donemlerinde,
canli organizmadaki glial hiicrelerde goriilen dejeneratif bozukluklarin temelinde
ayn1 mekanizmanin rolii aldig1 diigiiniilmektedir (101).

Bu mekanizmalarin bir¢ogu tiyamin eksikliginin membran aracili etkisiyle
olusur. Bununla birlikte deneysel tiyamin eksikligi bir azalmis oxidatif
metabolizmadir (121). Tiyamin bagimli mitokondriyal dehidrogenaz kompleksi
serbest O2 radikallerini iiretir (119). O2 bagimli serbest radikaller krebs siklusundaki
substrat dongiisii boyunca yonetilir ve molekiiler oksijenle reaksiyonu aerobik
sartlarda ROS {retiminin devam etmesiyle sonuglanir (120). ROS {iretimi
mitokondriyal transport zinciri siiresince lipidleri, membrani, proteinleri ile DNA y1
iceren ve hiicre hasar1 yapan oksidatif stresle sonuglanir (126). Tiyamin eksikligi
glikolizisin artmasi laktat dehidrogenazin artmasi ve fokal laktat birikimi ile birlikte
mitokondriyal disfonksiyonu provake eder (118). Serbest radikallerin artmasi
glutatyonun (GSH) ve major ndrodejeneratif hastaliklarin orjini olan oksidatif stresin
karsit1 olan defans sistemlerinin azalmast ile sonuglamir. Ornegin prion hastaliklari ve
Transmissible Spongioform Ensefalopatiler (TSE) beyindeki antioksidan defans
proteinlerinin konjenital ve dramatik azalmasi ile iligkilidir (127). Tiyamin ve
oksidatif stressle iligkili bir baska hastalik diyabettir. Diabetes mellitusun
komplikasyonlar1 tiyamin eksikligine benzer. Ve artmis reaktif oksijen tiirleriyle
iligkilidir (128). Tiyaminin bir enzim kofaktorii olarak insan beslenmesi tizerindeki
onemli roliine ek olarak, son calismalar gosteriyor ki, tiyamin farkh
organizmalardaki stresi azaltma gorevini de yerine getirebilmektedir (129).
Kolibasilinde, tiyamin, paraquat bagli hasara kars1 koruyucu olarak muhtemel bir
antioksidan olarak gosterilmistir (130). Farelerin karaciger mikrozomlarinda, tiipte
bulunan oleik asitin serbest radikal oksidasyonunu ve lipid peraksidasyonu
engellemek ic¢in tiyamin kullanilmistir (131). Ayni1 zamanda tiyaminin, farelerde

mitokondriyal toksinleri ve oksidatif stresin tesvik ettigi olii hiicreleri engelledigi
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bulunmustur. Wilson hastalig1 i¢in de tiyaminin potensiyel bir terapotik ajan oldugu
bildirilmistir (132, 133).

Baz1 arastirmalar sonunda tiyamin biyosentetik mutantlar oksidatif strese
daha toleranshidirlar ve farkli abiyotik stres durumlarinda oksidatif stresi azaltan
tiyamin ve TPP 6nemli rol oynar (134).

Tiyamin, tiyamin fosfat ve tiyamin bagimli enzimlerdeki azalma oksidatif
stresi ¢ogaltir ve ndrodejenerasyona siiriikler (134). Clinkii;

a- Tiyamin eksikligi oksidatif stresi arttirir.

b- Tiyamin bagimli enzimler ve siirecler oksidatif strese duyarlidir.

c- Tiyamin oksidatif stresi tersine ¢evirir

d- Diger antioksidanlar tiyamin eksikliginin yol ac¢tig1 degisiklikleri tersine

gevirir.

1.4.8. Antioksidanlar tiyamin eksikligine kars1 koruma saglar

In vitro ve invivo sartlarda tiyamin eksikligine karsi kullanilan antioksidan
tedaviler, tiyamin reaksiyonunun en azindan bir kismin1 bolge giidiimlii antioksidan
olarak kullanilmasi fikrini verirler. Kiiltliir ndronlarindaki tiyamin eksikligi, tiamin
fosfati azaltir, tiamin bagimlit KGDHC enzim aktivitelerini diisiiriir, laktat salinimini
arttirtr, pH’1 dusiiriir transketolase ve Onemli hiicre Oliimlerine sebep olur.
Antioksidanlardan E vitamini ya da butillenmis hidroksianisol tiyamin yoksunu
noronlara 6nemli derecede noérokoruma saglar (135).

Intraseliiler adezyon molekiilii-1 ve endotelyal nitrik oksit sentaz oksidatif
stres tarafindan aktive edilirler. Tiyamin eksikliginden dolay1 olusan néronal hiicre
kaybina karst bu molekiillerin eksik oldugu genetik nakavtlar (genetic knockout)
ndronal koruyucu 6zellik gosterir (136). Tiyamin eksikliginden olusan ndronal hiicre

oliimiinde ROS (reaktif oksijen tiirleri) dnemli rol oynamaktadir (134).

33



2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’'nde (FUDAM),
Frrat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ile birlikte
yapildi ve c¢aligmanin etik onayi, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’ndan alindi.

2.1. Deney Hayvanlar

Deneylerde kullanilan en az 8 haftalik erigkin Wistar albino cinsi erkek
ratlar, FUDAM’dan temin edildi. Hayvanlarin bulunduklari ortamin sicaklign 22-
25°C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat 1s1k altinda ve 12 saat karanlikta
takip edildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 6zel olarak
hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler 6zel celik
kaplarda, su ise paslanmaz celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme suyu olarak
verildi. Deney hayvanlar1 Elazig Yem Fabrikasi’nda 6zel olarak hazirlanan pelletler
halindeki rat yemleriyle beslendi. Ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki
maddeleri Tablo 8’de belirtilmistir. Ratlarin deneysel uygulama yapilacak sathaya
kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 8. Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin terkibi

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 294
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 D5, 12 mg E, 0,8 mg K;, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg Bg, 0,006 mg By,
vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin
Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4
mg Antioksidan ve 200 mg Ca. ** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.

2.2. Diyabet Indiiksiyonu

Calisma gruplarini olusturacak 14 adet sigcanda diyabet olusturmak i¢in 26

gauge’lik insiilin enjektoriiyle 50 mg/kg dozunda STZ (Streptozosin, Zanosar,
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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 6l¢iimii sonucu aglik
kan glukozu 250 mg/dl’yi gecen siganlar, diyabetik olarak kabul edildi. Kan sekeri
Olgiimii Glucostix (Myles, Ekhart, IN) ile yapildi. Ratlarin aghk kan glukoz
diizeylerini saptamak icin kan Ornekleri, 8-10 saatlik aclik sonrasinda sabah 9-10
arasinda alindi.

2.3. Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

Deneysel calismalar, toplam 21 adet sican iizerinde gerceklestirildi. Ilk
tartimlar1 yapilarak agirliklar1 kaydedildi. Sigcanlar; kontrol (Grup I), diyabetik (Grup
I1) ve diyabet + vitaminB1(tiyamin) (Grup III) olmak tizere 3 gruba ayrildu.

1. Grup (n=7) kontrol grubu: 6 haftalik deney siiresince herhangi bir islem
yapilmadi. Caligmanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik
degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.

2. Grup (n=7) diyabet grubu: 50 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 B1 grubu: 50 mg/kg dozunda, sodyum-
sitrat tamponunda ¢6ziilmiis tek doz intraperitoneal (IP) streptozotosin verilip 72
saat sonra kuyruk veninden kan sekeri 250 mg/dl iizerinde olan bu hayvanlara
diyabet olusumu itibariyle 6 hafta boyunca vitamin Bl tiyamin (thiamine
hydrochloride, DMS.) 25mg/kg/glin oral olarak verildi. Calismanin baslangicinda ve

sonunda diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.
2.4. Orneklerin Alnmasi

Tiim gruplardaki ratlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75mg/kg)
ve xylazine (10mg/kg) ip uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan ratlarin beyin dokulari hizla ¢ikarildi. Cikarilan beyin

dokular histolojik ¢alisma igin % 10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi.
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2.5. Biyokimyasal Calisma

2.5.1. Kan glukoz diizeyleri

Kan glukoz diizeyleri calisma siiresince glukometre (Glucostix (Myles,
Ekhart, IN) ile ol¢iildii.

2.6. Histolojik Calisma

Her gruptan alinan beyin dokular1, % 10’luk formaldehit tespit soliisyonunda
24 saat siiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya alindi.

Musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip

serilerinden gegirildi (Tablo 9). Daha sonra dokular parafin bloklara gomiildii.

Tablo 9. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

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

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

14 Géomme L

2.7. Iimmiinohistokimyasal Cahsma

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

ayrintili olarak verilmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira islem Siire

1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol IT 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 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3X5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika

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

21 Distile su 5 dakika
22 Z1t boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma e

alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidrate
edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢in H,O, ile muamele
edildi. Zemin boyasin1 engellemek icin 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,
USA),

Pleasanton,

carbazole kromojeni uygulandiktan sonra Mayer’s hematoksilenle zit boyama
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yapildi. Negatif kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine phosphate
buffered saline (PBS) kullanildi, diger basamaklar aym sekilde uygulandi. PBS ve
distile sudan gecirilen dokular uygun kapatma solusyonu ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi.

Immiinohistokimyasal ~ boyanmanin  degerlendirilmesinde = boyanmanin
yayginlig1 esas alindi. Sitoplazmik immiin boyanmanin yayginligi 0’dan +3’e kadar

say1 ile semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 11).

Tablo 11. immiinohistokimyasal boyanma yaygimliginin derecesi

Derece Anlami
0 Yok
+1 Az
+2 Orta
+3 Siddetli

2.8. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak
verilmistir (Tablo 12).

Hazirlanan  preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2)
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gdsteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde boyanmanin yayginligi esas alindi.
TUNEL boyamanin yaygmligi 0’dan +3’e kadar say1 ile semi-kantitatif olarak
skorlandi (Tablo 13).
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Tablo 12. TUNEL boyama prosediirii

islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayier kalem ile ¢iziliee.
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 pl 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 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.

Tablo 13. TUNEL boyama yayginliginin derecesi

Derece

Anlami
0 Yok
+1 Az
+2 Orta
+3 Siddetli

39



2.9, istatistiksel Analiz

Flde edilen veriler ortalama + standart hata olarak belirlendi. Elde edilen
verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri student t 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 siganlarin viicut agirliklarinda deneyin sonunda baslangica gore

anlamli bir artig vardi (p<0.05). Grup II ve Grup III’de ise Grup I ile kiyaslandiginda

anlamli bir azalma vardi (p<0.05) (Tablo 14).

Tablo 14. STZ ile deneysel DM olustugu andaki baslangic ve final agirlik degerleri

Grup I Grup II Grup IIT

(n=7) (n=7) (n=7)
Baslangic¢ viicut agirhgi

231,14£11,47 239,29+8,76 246,71£3,90
(gr)
Final viicut agirhg: (gr) 333,57+5,54° 209,43+5,88° 216,00+3,59°

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
* Ayni grupta ilk 6l¢iime goére son lgtim karsilastirildiginda,

® Kontrol grubuna (Grup I) gére karsilastirildiginda, (p<0.05).

3.2. Biyokimyasal Bulgular

3.2.1. Kan glukoz diizeyleri

Grup II ve Grup III’e ait sicanlarin kan glukozu degerlerinde deneyin sonunda

baslangica gore anlamli bir artis vardi (p<<0.001). Grup I ile kiyaslandiginda Grup 11

ve Grup II’e ait siganlarin kan glukozu degerlerinde deneyin sonunda anlamli bir

artis vardi (p<0.001) (Tablo 15).

Tablo 15. STZ ile deneyel DM olustugu andaki baslangic ve final kan glukoz

degerleri
Grupl Grup II Grup III
(n=7) (n=7) (n=7)
Baslangi¢ kan glukozu (mg/dl) 104,57+ 4,31 100,86+ 3,16 104,86 + 3,65

Final kan glukozu (mg/dl) 106,43+ 2,40

395,43423,43°

393,57+16,05°

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
* Ayni grupta ilk 6l¢iime gore son 6lgiim kargilastirldiginda,
® Kontrol grubuna (Grup I) gére karsilastirildiginda, (p<0.001).
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3.3 immiinohistokimyasal Bulgular

Bax immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; kontrol grubunda beyin korteksinde bax
immiinreaktivitesinin +1 yogunlugunda oldugu gozlendi (Sekil 5). Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda DM grubunda bax immiinreaktivitesinde beyin korteksinde
belirgin bir artis vardi ve +3 yogunlugunda oldugu goriildii (Sekil 6). Tiyamin
verilen tedavi grubunda ise bax immiinreaktivitesi beyin korteksinde DM grubuna
gore belirgin azaldigi, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve +1 olarak

degerlendirildi (Sekil 7).
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Sekil 5. Kontrol grubunda beyin kortexinde bax immiinreaktif hiicreler(-=).X200
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Sekil 6. Diyabet grubunda beyin kortexinde artmis bax immiinreaktif hiicreler(—>)
X200

Sekil 7. Diyabet + vitamin B1 grubunda beyin kortexinde bax immiinreaktif
hiicreler (). X200
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3.4. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol grubunda +1
yayginliginda gozlendi (Sekil 8). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM grubunda
belirgin bir artis vardi ve +3 yogunlugunda oldugu goriildii (Sekil 9). Tiyamin
verilen tedavi grubunda ise DM grubuna gore belirgin azaldigi, kontrol grubuna
yakin oldugu izlendi ve +2 olarak degerlendirildi (Sekil 10). Pozitif kontrol i¢in
meme dokusu (Sekil 11) kullanildi. Negatif kontrolde TUNEL pozitifligi saptanmadi
(Sekil 12).
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Sekil 8. Kontrol grubunda beyin kortexinde TUNEL pozitif hiicre (=). X200
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Sekil 9. Diyabet grubunda beyin kortexinde artmis TUNEL pozitif hiicreler

(>)X200

Sekil 10. Diyabet + vitamin B1 grubunda beyin korteksinde TUNEL pozitif
hiicreler (). X200
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Sekil 12. TUNEL negatif kontrol. X200
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4. TARTISMA

Diabetes Mellitus 6zellikle hiperglisemi ile karakterize karbonhidrat, lipid ve
protein metabolizmas1 bozukluklar1 ve hizlanmis ateroskleroz ile birlikte
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden insiilin sekresyonu,
insiilinin etkisi veya her ikisindeki bozukluklardan kaynaklanan kronik metabolik bir
hastaliktir (15).

Oksidatif stres; viicuttaki oksidanlar ile antioksidanlar arasinda bulunan
dengenin oksidanlar yoniinde degismesi sonucu olusan birtakim molekiiler
degisikliklerin tanimidir (137, 138).

Serbest radikaller 6zellikle hiicrelerin lipid, protein, deoksiriboniikleik asit
(DNA) ve karbonhidrat yapilarinin bozulmalarina neden olur. Serbest radikaller tiim
onemli bilesiklerde etkili olmakla birlikte oksidatif stresin en 6nemli nedenleri olarak
bilinir (139).

Son yillarda oksidatif stresin; DM, obezite, kanser, yaslanma, inflamasyon,
norodejeneratif hastaliklar, hipertansiyon, apoptozis, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kalp yetmezligi gibi hastaliklarin patogenezinde rolii oldugu ile ilgili ¢aligmalar
yapilmustir (140).

Diyabetin etiyolojisinde oksidatif stresin rolii oldugu ve diyabetin
ilerlemesine neden oldugu, deneysel diyabet olusturulan siganlarda ve diyabeti
bulunan olgularda serbest oksijen radikalleri ile lipid peroksidasyonunun arttig
tespit edilmistir (69).

Diyabete bagli apoptozisin mekanizmasi net olmamakla birlikte oksidatif
stresin apoptozise neden olabilecegi son yapilan calismalarla belirtilmistir. (141,
142).

Apoptozisin uyarilmasinda oksidatif stres giliclii bir mediatordiir. Oksidatif
stres tarafindan olusturulan mitokondriyal hasar ile sitokrom ¢ salinimi ve ardindan
kaspaz aktivasyonu ile apoptotik hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir (143).

Diyabet ve diyabet komplikasyonlariin ROS ile olan iligkisini gdsteren
calismalarda, serbest radikal tiretimini arttirdigi saptanmistir. Bunu nonenzimatik
glikolizasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik

stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucu olusan doku
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hasar1 ile gerceklestimektedir (70). Diyabette, toksik serbest radikaller ile hiicresel
defansin azalmasi uzun zamandir bilinmektedir (71).

Yapilan ¢aligmalarda ROS inaktivasyonu yoluyla astrositlerin ndronal yasami
koruyabilecegi rapor edilmistir (144).

Santral sinir sistemi (SSS) komplikasyonlarinin olusumunda artmis oksidatif
stresin temel rol oynadigi disiiniilmektedir (45, 47). Oksidatif stres ROS
olusumuna neden olmakla birlikte SSS’de de inme, Alzheimer ve Parkinson
Hastalig1 gibi akut ve kronik ndrolojik hastaliklarda ndrotoksisite igin bir son
basamak olarak belirtilmistir (145). Noron kayiplarinda apoptozisin 6nemli rol
oynadigl invivo ve invitro c¢alismalarla gosterilmistir. Tip 1 DM’de noronal
yogunlugun azalmasi diyabetin siiresi ile koreledir ve apoptozisten kaynaklanan
noronal kaybin zaman ilerledik¢e arttigi bildirilmistir (50, 54).

Tiyaminin biyolojik aktif sekli olan Tiyamin pirofosfat (TPP), Tiyamin’e
ATP den bir pirofosfat grubunun transferiyle olusur. Tiyamin pirofosfat, alfa
ketoasitlerin oksidatif dekarboksilasyonunda ve transketolaz reaksiyonunda alfa-
ketollerin yikimi ve olusumunda koenzim olarak rol oynar (108).

Dogal kaynaklardan alinan serbest tiamin, suda ¢6ziiniir ve dnemli bir kismi1
duodenumdan olmak iizere bagirsaklardan absorbe edilir (103, 104). Emilim
mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamis olmasina ragmen tiyaminin hem aktif
hem de pasif difflizyonunun bu olayda rol oynadigi diistiniilmektedir (103).
Tiyaminin diisiik konsantrasyonlarinda, aktif transport s6z konusudur. Oysa yiiksek
konsantrasyonlarda tiyamin barsak duvarindan pasif olarak geger. Absorbe edilen
tiyamin, vena porta yolu ile tasiyici bir protein araciligiyla karacigere tasinir (103).

Tiyamin eksikliginde (beriberi), dokularda pirlivik asit ve bazi
aminoasitlerin kullanilmasi1 azalirken yaglarin kullanilmasi artar. Bu nedenle,
tiyamin Ozgiil olarak karbonhidratlarin ve bir¢ok aminoasitlerin son
metabolizmalar1 i¢in gereklidir. Bu besinlerin kullanimlarinin azalmis olmasi
tiyamin eksikliginde goriilen bir¢ok bozukluklardan sorumludur (109).

Tiyamin eksikligi merkezi ve periferik sinir siteminde lezyonlara yol acar.
Merkezi sinir sistemi enerjisinin hemen hemen tamami karbonhidratlarin
metabolizmasina baglidir. Tiyamin eksikliginde sinir dokusunun %350- 60 oraninda

azalan glikoz tliketimi, yag metabolizmasinda tiireyen keton cisimlerinin kullanimi
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ile karsilanir. Tiyamin eksikliginde merkezi sinir sisteminin ndron hiicrelerinde
siklikla kromatoliz ve sisme gozlenir. Ko6tii beslenen ndron hiicrelerine 6zgii bu
degisiklikler, merkezi sinir sisteminin ¢esitli boliimleri arasindaki iletisimi bozabilir
(109). Ayrica tiyamin eksikligi belirgin inflamatuar yanitta hiicre kaybinin oldugu
zedelenme veya zedelenme olmaksizin olusan oxidatif stresi artirir (116).

Rediikte olmus glutatyon; hiicre icerisinde oksidan ajanlarin etkisini
azaltarak hiicrenin etkili proteinlerini oksidasyona karsi korur, antioksidan 6zellik
gosterir. Bu esnada glutatyon oksitlenir. Bu glutatyonun gorevini yerine
getirebilmesi icin tekrar rediikte olmasi gerekmektedir. Bu amagla NADPH’lar
kullanilir. NADPH i¢in pentoz fosfat yolu 6nemlidir ve tiamin de bu yola etki ettigi
i¢in bir antioksidan olarak kabul edilebilir (146, 147).

Tiyamin bagimli enzimler oksidatif stres tiirlerine ¢ok duyarli gibi goriiniir.
KGDHC (alfa ketoglutarat dehidrogenaz komplexi) oksidatif strese karst en duyarli
enzimler arasinda yer almaktadir (148).

Biz bu caligmamizda Tiyaminin oksidatif hasarin artti§i DM’de merkezi
sinir sistemindeki koruyucu etkilerini incelemeyi amagladik. Deneysel diyabet
modelleri genellikle pankreasin beta hiicrelerine toksik olan STZ ile
olusturulmaktadir (149). Biz de Streptomyces achromogenes tarafindan iiretilen bir
antibiyotik olan STZ’yi kullandik.

Diyabette lipid peroksidasyonunun arttigi ¢ogu arastirmacilarin ortak
fikridir. Bazi yayinlarda bazi antioksidan enzimlerin azaldigi, arttigi veya
degismedigi seklinde celiskili sonuglar bildirilmistir (150).

DM’de olusan oksidatif streste siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil
radikali, nitrik oksit gibi serbest radikaller rol oynar. Bir¢ok calismada lipid
peroksidasyonunun kontrolii diyabetin komplikasyonlar1 ile lipid peroksidasyonu
arasinda iliskiyi géstermis olmasindan dolay1 6nem tasimaktadir (151).

Lipit peroksidasyonunda ve sonrasi olusan {iriinlerin membran yapisina ve
cesitli hiicre bilesenlerine hasar vermakle birlikte membran gecirgenligi ve
mikrovizkozitesini anlamli gekilde etkiledigi belirlenmistir (126, 152).

Diabetes Mellitus’ta tiyamin miktarinin azaldigi bildirilmistir. Deneysel
DM’de yiiksek doz tiyamin verilmesinin tiyamin eksikligini diizelttigi gosterilmistir

(114).
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Gibson ve ark.’nin (134) yaptig1 ¢alismalarda; tiyamin biyosentetik mutantlar
oksidatif strese daha toleranshdirlar, dolayisiyla; farkli abiyotik stres durumlarinda
oksidatif stresi azaltan stres-yanit molekiillerinde tiyamin ve TPP Onemli rol
oynamaktadir.

Tiyamin eksikligi olan hayvan beyinlerinde oksidatif stres belirtegleri olan
ICAM-1(inter-celliiler adhesion molecule), hemeoxygenase, eNOS, iNOS, ve
mikroglial aktivasyonun arttig1 gdsterilmistir. Bu belirteclerin bazilarindaki yiikselis,
ndronal oliimlerin Oniine geger. Ayn1 zamanda oksidatif stresin tiim belirtecleri AD
(Alzheimer Dissease)’li beyinlerde varlik gosterir (153).

Ekizoglu ve ark. (154) diyetle saglanan yar1 agligin ve giinliik tiyamin
aliminin beyin farkli bolgeleri iizerindeki etkilerinin arastirilmasi ve karsilagtirilmasi
amaciyla yaptiklar1 calismada beyin dokusunda malondialdehid, Nitrit-Nitrat ve GSH
diizeylerini arastirmiglar ve deney gruplarinda artmis oksidatif stres ve apoptoz tespit
etmislerdir. Tiyaminin verilmesinin ndronal doku iizerinde koruyucu etkisi oldugu,
oksidatif stres ve apoptozu azalttigin1 géstermislerdir.

Calismamizda, sicanlarin beyin korteksinde pro-apoptotik oldugu bilinen
Bax’in ve apoptotik hiicrelerin tespit edilmesinde kullanilan TUNEL boyamasinin
sonucunda; STZ ile diyabet olusturulan siganlarda Bax ve TUNEL pozitif hiicrelerde
kontrole gore belirgin bir artis oldugu goézlenmistir. Tiyamin verilen tedavi
grubumuzda ise diyabetik gruba gore anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir.

Bax immiinreaktivitesinin deneysel diyabetik beyin dokusunda arttigin
gosteren farkli caligmalarda vardir. Xue ve ark. (155) STZ ile olusturulan deneysel
diyabette Bax immiinreaktivitesinin arttigin1 gostermislerdir. Diyabetik ratlarda
diyabetin siiresinin ndronal apoptozis olusumunu arttirdigir bildirilmistir ve bu
apoptosisin intrasitoplazmik kalsiyum birikimi ile mitokondrial disfonksiyon,
reseptor ile olan veya olmayan mekanizmalar veya IGF aktivitesinin slipresyonu ile
olan iskemi gibi degisik hiicresel mekanizmalar araciligiyla indiiklenebilecegi rapor
edilmistir (156).

Hipergliseminin bir sonucu olarak deneysel diyabetik sicanlarda kronik
oksidatif stres olusur. Deneysel diyabetik ratlarda oksidatif stresin  ve
antioksidanlarin néron hasarina olan etkileri goézlenmistir. Hipergliseminin ROS

formasyonu olusturdugu, bununda hiicre membraninin lipid peroksidasyonunu
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baslattigi ve DNA hasar1 yaptig1 sonugta oksidan proteinler tarafindan noéronal
Oliimiin arttig1 belirtilmistir (157).

Oksidatif stres olusumu ile birlikte kalsiyum dengeleri ve mitokondrial
membran potansiyeli degisir. Bu degisiklik ile mitokondrium ve DNA hasar1 sonucu
hiicre apoptozise stirtiklenir (158).

Hiicrenin hasara ugramasi ve apoptozise gitmesi esnasinda mitokondri
membran potansiyelinde oksidatif stresin katildigi bazi degisiklikler olur. Bu
degisiklikler sonrasinda sitokrom ¢, sitozole salinir. Sitokrom c’nin sitozole
salimmasi1 Bcl-2 ailesinin apoptozisi engelleyici tiyeleri (Bcl-2, Bcl-XL) tarafindan
durdurulabilir. Bu esnada Bcl-2’nin pro apoptotik iiyeleri (Bax, Bak, Bad) sitokrom c
salinmasin1 artirmak i¢in c¢aligirlar. Hiicrenin Olmesi ile yasamasi bu dengeyle
baglantilidir. Bu proteinlerden proapoptotik olanlarin artist hiicreyi 6liime siiriikler
(159-163).

Tiyamin ve oxidatif stres iliskisi DM’de belirlenmistir. Diabetes mellitusun
komplikasyonlar1 tiyamin eksikligine benzer olup artmis reaktif oksijen tiirleriyle
iligkilidir (128).

Cullen ve ark.’nin (164) yaptig1 calismalarla alkoliklerde goriilen Wernicke
Korsakoff sendromunun tiyamin eksikligindeki néropatolojiye bagli olarak beyindeki
oksidatif stressi arttirdigini gostermislerdir.

Deneysel diyabette antioksidanlarin ndronlar1 korudugu yapilan ¢aligmalarla
belirtilmistir (165).

Bu ¢alismada STZ verilen deneysel diyabetik sicanlarin beyin korteksinde
belirgin olarak hiicresel hasar olustugu goriilmiistiir. Oksidatif hasar1 engellemek i¢in
verilen tiyaminin, DM nin olusturdugu apoptozise kars1 korudugu gosterilmistir.

Sonugta DM’nin olusturdugu hiicre hasarma kars1 tiyaminin beyin
korteksinde koruyucu etkilerinin olmasinin gosterilmesi diyabetin komplikasyonlar1
acisindan ele alindiginda 6nemli bir bakis acgis1 kazandirabilecektir. Diyabette
tiyamin ile iliskili patofizyolojik mekanizmalar aydinlatilabildigi takdirde, gelecekte,
diyabetin komplikasyonlarint 6nlemek amaciyla daha ileri ve ayrintili ¢aligmalarla,

tiyamin kullanimu ile iliskili tedavi yaklasimlar1 da denenebilecektir.
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