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OZET

Diabetes mellitus (DM) insiilin salinimindaki ya da aktivitesindeki bozukluga
bagl olarak gelisen hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. DM’li
hastalarin  doku ve organlarinda biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel

degisiklikler meydana gelmektedir. Endojen olarak sentezlenen alfa lipoik asit
(ALA) pek ¢ok mitokondrial enzim kompleksinin kofaktorii olarak gorev yapan 6zel
bir proteindir. Yapilan c¢aligmalarda ALA’nin antioksidan etkileri gosterilmistir. Bu
calisma, streptozosin (STZ) ile olusturulan diyabetik rat modelinde beyin ve siyatik
sinir dokularindaki degisiklikler {izerine ALA’ nin koruyucu etkileri incelemek
amaciyla yapilmistir.

Calismada, 28 adet, 8 haftalik eriskin Wistar albino cinsi erkek sican
kullanildi. Deney hayvanlari; her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
Gruplar kontrol, DM, ALA ve DM+ALA olarak isimlendirildi. DM ve DM+ALA
gruplarinda diyabet olusturmak i¢in 180 mg/kg dozunda streptozosin, intraperitoneal
olarak tek doz uygulandi. ALA ve DM+ALA gruplarina 8 hafta boyunca ALA (100
mg/kg/giin dozunda) oral olarak verildi. 8 haftalik tedaviden sonra tiim gruplardaki
sicanlar dekapite edildiler. Dekapitasyonun ardindan ratlarin beyin ve siyatik sinir
dokular ¢ikarildi.

DM grubunda; malondialdehitte (MDA) kontrol grubuna gore anlamli artig
saptandi. DM+ALA grubunda; MDA’da DM grubuna gore anlamli oranda azalma,
glutatyon peroksidaz (GPx) seviyesinde hem kontrol hem de DM grubuna gore artis
izlendi. ALA grubunda; MDA’da DM ve DM+ALA gruplarina gore azalma, katalaz
(CAT) seviyesinde DM grubuna gore artis, GPx seviyesinde hem kontrol hem de DM
grubuna gore artis izlendi, siiperoksit dismutaz (SOD) seviyesinde DM+ALA
grubuna gore artig izlendi. Yapilan immiinohistokimyasal incelemelerde beyin
dokusunda apoptozisin DM+ALA grubunda DM grubuna gore daha diisiik oranda
oldugu gozlendi. Siyatik sinir histolojik incelemelerinde DM+ALA grubunda
miyelin hasarinin DM grubuna gore daha diisiik oranda oldugu saptandi.

Sonu¢ olarak, beyin ve siyatik sinir dokularinda DM’nin olusturdugu
oksidatif hasara ve apoptozise karst ALAnin koruyucu oldugu gozlendi. Diyabetin
santral ve periferik sinir sistemindeki komplikasyonlarini 6nlemek amaciyla ALA
iceren tedavi yaklasimlarinin denenmesinin yararli olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Alfa lipoik asit, beyin, siyatik sinir,
oksidatif hasar



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECTS OF ALPHA LIPOIC ACID IN THE
SCIATIC NERVE AND BRAIN TISSUE OF RATS WERE CREATED IN
EXPERIMENTAL DIABETES

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by
hyperglycemia induced impairment of insulin secretion or activity. Biochemical,
morphological and functional changes occur in tissues and organs of patients with
diabetes. Endogenously synthesized alpha lipoic acid (ALA) is a specific protein,
which function as cofactor for several important mitochondrial enzyme
complexes. The studies have shown antioxidant effects of ALA. In this study, the
protective effects of ALA were investigated in rat brain and sciatic tissue with
streptozotocin (STZ) induced experimental diabetes.

Twenty-eight adult male Wistar albino rats were used. Rats were randomly
divided into four groups with seven rats per group. The groups were named as
control, DM, ALA and DM+ALA. Rats in DM and DM+ALA groups were injected
intraperitoneal streptozotocin (180 mg/kg) to establish diabetes mellitus rat model.
Rats in ALA and DM+ALA groups were received alpha lipoic acid (100mg/kg/day,
per oral) for eight weeks. After treatment for eight weeks, all of rats weighed and
then decapitated. The brain and sciatic nerve tissues were removed.

In DM group; level of MDA was statistically more higher than control group.
In DM+ALA group; level of MDA was statistically more lower than DM group, level
of GPx was higher than control and DM groups. In ALA group; level of MDA was
lower than DM and DM+ALA groups, level of catalase (CAT) was higher than DM
group, level of GPx was higher than control and DM groups, level of SOD was
higher than DM+ALA group. In immunohistochemical examinations of brain tissue;
in DM+ALA group, apoptosis was lower than DM group. Histological examination
of sciatic nevre, myelin damage in DM+ALA group was significantly more lower
than DM group.




In conclusion, it is observed that ALA has protective effects against DM
induced oxidative damage and apoptotic changes in the central and peripheral
nervous systems. To prevent DM induced central and peripheral nervous systems
complications, was concluded that treatment with ALA may be useful to challenge

approaches.
Key Words: Diabetes mellitus, Alpha lipoic acid, brain, sciatic nerve,
oxidative damage
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1. GIiRiS

Diabetes mellitus (DM) insiilin salinimindaki ya da aktivitesindeki bozukluga
bagl olarak gelisen hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir (1). Insiilin
eksikliginin yan sira insiiline karsi gelisen direng, DM gelisiminde rol oynayarak
karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasini da etkilemektedir (2). Bu nedenlerle
DM’ li hastalarda doku ve organlarda biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel bir
takim degisiklikler meydana gelmektedir (3). Karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmasi bozukluklari ile mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla
seyreder (4).

Uzun siireli diyabetik hastalarda norokimyasal, elektrofizyolojik, yapisal ve
kognitif bozukluklar seklinde serebral degisiklikler goriilebilmektedir. DM,
serebrovaskiiler olay gibi akut serebral hastaliklara sebep olabildigi gibi daha sinsi
gelisen bu yiizden de kolay fark edilemeyen kronik serebral degisikliklere de sebep
olabilmektedir. Oksidatif stres, vaskiiler fonksiyon bozuklugu ve ileri glikolizasyon
son iiriinlerinin (AGEs) birikimi gibi olaylar diyabetin serebral komplikasyonlarinin
patogenezinde rol oynamaktadir (5, 6).

Diabetes mellitusun sik goriilmesi; hastaligin kendisinin ve sebep oldugu
komplikasyonlarin tedavisinin kesin yapilamamas1 ve tedavi maliyetlerinin
yiiksekligi DM’yi arastirmacilar icin cazip bir konu haline getirmistir

Alfa lipoik asit (ALA), hem yagda hem de suda c¢oziinebilen giiclii bir
antioksidan maddedir. ALA’nin hem okside formu hem de indirgenmis formu
antioksidan aktivite gostermektedir. ALA’nin diyabetten korunmada, glikoz
kontroliinde ve ndropati gibi kronik hiperglisemiye bagli komplikasyonlardan
korunmada etkili oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (7).

Biz bu g¢alismada ALA’nin DM’nin beyin ve siyatik sinir dokularindaki
oksidatif hasara ve apoptozise karst koruyucu etkisini incelemeyi amacladik.

1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Tanim

Diabetes mellitus, hiperglisemiyle ve endojen insiilinin yetersiz sekresyonu
veya yetersiz etkisiyle karakterize kronik bir metabolik hastaliktir (8). Ozellikle lipid,
karbonhidrat ve protein metabolizmas1 bozukluklar1 ve hizlanmig aterosklerozla
birlikte mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreder (9).

Diabetes mellitusun klinik belirtileri polidipsi, poliiiri, polifaji ve kilo
kaybidir. Agir formlar1 tedavi edilmediginde stupor, koma, hatta 6liime neden olan
ketoasidoz ya da nonketotik hiperosmolar hiperglisemi gibi klinik tablolar meydana
gelebilir. Bazen DM retinopati, ndropati, nefropati gibi komplikasyonlarin meydana
gelmesiyle tani alabilir (9). Son yillarda yapilan ¢aligmalar, DM’ nin santral sinir
sistemindeki (SSS) islevlerinde aksakliklara sebep oldugunu ortaya koymaktadir
(10). DM ile birlikte olan metabolik degisiklikler pek ¢ok organi ilgilendiren
fizyopatolojik degisikliklere bagli olarak, kisi ve toplum iizerinde ciddi saglik
sorunlarina neden olmaktadir (11).

1.1.2. Epidemiyoloji

Diabetes mellitusta erken donemde tan1 konmasi ve tedavi programlarinin
belirlenmesi icin hastalifin epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi gereklidir (12).



Diinya Saglhk Orgiitii (DSO)’niin yaptig1 galismalara gére 100 milyon civarindaki
diyabetli hasta sayisinin 6niimiizdeki on yilin sonunda 200 milyona ve 21. yiizyilin
baslarinda da 300 milyona ulasmas1 beklenmektedir (13, 14). ABD’de 1980 yilindan
1996 yilina kadar diger multifaktoriyel hastaliklarin; yasa gore diizeltilmis mortalite
hizlan1 diisme egilimi sergilerken veya en azindan artis gdstermezken, aym yillar
arasinda diyabete bagli 6liimlerin %30 oraninda arttifi goriilmiistir ve DM 6liim
sebepleri arasinda yedinci sirada yer almustir (15). Ulkemizde yapilan en genis
calisma Tirkiye Diyabet Epidemiyoloji Arastirmasidir (TURDEP). Bu calismada
DM prevalanst % 7,2 ve glukoz tolerans bozuklugu (IGT) prevalanst % 6,7 olarak
saptanmistir. Kadinlarda DM, IGT ve obezite (6zellikle kirsal kesimde) daha yiiksek
bulunmustur (16).

1.1.3. Tam

Amerikan Diyabet Cemiyeti (ADA)’nin 2012 yili raporlarina gére DM’nin
tan1 kriterleri Tablo 1°deki gibidir (17).

Tablo 1. DM’nin tan kriterleri (17)

* Klasik diyabet semptomlar1 (poliiiri, polidipsi ve agiklanamayan kilo
kayb1) ile birlikte giiniin herhangi bir saatinde, son 6giin zamani
dikkate alinmaksizin, plazma glukoz konsantrasyonunun > 200 mg/dl
(11,1 mmol/L) olmasi

* En az 8 saatlik aclik sonrasinda plazma glukoz diizeyinin > 126 mg/dl
(7,0 mmol/L) olmas1

* 75 gr glukoz kullanilarak uygulanan olan Oral Glukoz Tolerans Testi

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

olmasi
* HbAlc > % 6,5 olmasi

Eger hasta asemptomatik ise veya minimal semptom varsa ve aglik plazma
glukoz konsantrasyonlar tanisal degilse, diyabet tanisi i¢in oral glukoz tolerans testi
(OGTT) gerekli olur.

Tablo 2. Diabetes mellitus ve glukoz metabolizmasinin diger bozukluklarinda tani
kriterleri (*) (18)
Asikar DM izole IFG(**)izole IGT IFG veDM  Riski

IGT Yiiksek
APG(>8 saat>126 mg/dl 1 100-125 <100 mg/dl  100-125
aclikta) mg/dl mg/dl -
OGTT >200 mg/dl <140 mg/dl  140-199 140-199
2saat PG mg/dl mg/dl -
(75 g glukoz)
Rastgele PG >200 mg/dl
+Diyabet - - - -
semptomlari
A1C(***)  >%6.5 (=48 %5.7-6.4(39-
mmol/mol) - - - 46 mmol/mol)

(*)Glisemi vendz plazmada glukoz oksidaz yontemi ile *mg/dl’ olarak Sl¢iiliir.
Asikar DM tanis1 icin dort tam kriterinden herhangi birisi yeterli iken Izole IFG,
Izole IGT ve IFG + IGT igin her iki kriterin bulunmasi sarttir. (**)2006 yil
WHO/IDF Raporunda normal APG kesim noktasinin 110 mg/dl ve IFG 110-125
mg/dl olarak korunmasi benimsenmistir. (***)Standardize metotlarla 6l¢iilmelidir.

DM: Diabetes mellitus, APG: Acglik plazma glukozu, 2.saat PG: 2. saat
plazma glukozu, OGTT: Oral glukoz tolerans testi, A1C: Glikozillenmis hemoglobin



Alc, IFG: Bozulmus aclik glukozu (impaired fasting glucose), IGT: Bozulmus
glukoz tolerans1 (impaired glucose tolerance), WHO: Diinya Saglik Orgiitii, IDF:
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu.

1.1.4. Diabetes Mellitus Simiflamasi

Diyabet 4 ana klinik gruba gore smiflandirilmistir. Bunlar; Tip 1 DM, Tip 2
DM, diger spesifik diyabet tipleri ve gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) tur (11).
ADA’nin 2012°de kabul ettigi DM’nin etiyolojik smiflandirmasi Tablo 3’de
gosterilmistir (17).
Tablo 3. DM nin etiyolojik siniflandirilmasi (17)
I- Tip 1 diyabet
a) Immunolojik
b) Idiopatik
II- Tip 2 diyabet
II- Diger spesifik tipler
I'V- Gestasyonel diyabet (GDM)

1.1.4.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi ile gelisen otoimmiin bir hastalik
olan Tip 1 DM, pankreasta gelisen inflamasyon sonucu ilerleyici beta hiicre
harabiyeti ve total insiilin yetersizligi ile karekterizedir (19). Bundan 6tiirii bu tip
diabetes mellitusa insiiline bagimli DM adi1 da verilmektedir (19). Tip 1 diyabete

onciiliik eden otoimmiin olay klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasindan yillar 6nce baglar.
Semptomatik tip 1 diyabetin ortaya ¢ikmasi icin beta hiicreleri hacminde %80-90
azalma olmasi1 gereklidir (20). Genellikle otuz yasin altinda ortaya ¢ikar. Tip 1
diyabet, tiim diyabetlilerin yaklagsik % 7-10 oranlik boliimiinii kapsar (21).

1.1.4.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus Patogenezi

a) Genetik Faktorler: Tip 1 diyabette genetik faktorlerin Oneminin
bilinmesine karsin spesifik bir genetik gecis sekli tespit edilememistir. Diyabetiklerin
kardeslerinde Tip 1 diyabet genel populasyona gore yaklasik 15 kat daha sik goriiliir.
Tip 1 diyabetli vakalarmm % 90-95’i DR3 ve/veya DR4 Class II HLA molekiili
eksprese ederler. (22-26). Beyaz irk i¢in HLA B8, HLA B15, HLA DR3 ve HLA
DRA4, zenci 11k icin HLA DR7, Japonlar icin HLA DR9 diyabete yatkinlik saglayan
antijenlerdir.

b) Beta Hiicre immiintoleransimn Bozulmasina Neden Olan Cevresel
Faktorler: Beta hiicrelerinde immun toleransin bozulmasina ve otoimmiinitenin
aktivasyonuna neden olan etkenlerin basinda viriisler 6zellikle kabakulak, konjenital
rubella ve koksaki B, toksinler ve bazi1 gida maddeleri gelir (22-26).

¢) Beta Hiicrelerine Yonelik Hiicre Aktivasyonu: Toksinlerle veya dogal
yapist bozulan beta hiicreleri, salgiladiklart sitokinlerle (IFN-a, IFN-g, TNF-a, nitrik
oksit (NO), IL-1 vb.) ya da antijenik peptidlerle immiin sistemi uyarir. Bu olay
sonucunda destriiktif insiilitis baglar (22-26).

d) insiilitis ve Beta Hiicre Oliimii: Ge¢ faz aktif immiin donemde,
inflamasyon ve mono niikleer hiicre infiltrasyonu siireci insiilitis olarak nitelendirilir.
Adaciklarda once makrofajlar CDS8 sitotoksik T lenfositleri daha sonra CD4
lenfositleri TH1, NK (Natural Killer) hiicreleri ve B lenfosit infiltrasyonu olur. Hasar,
hastaligin baslangi¢ yas1 kii¢iik olanlarda, puberte doneminde, sekonder enfeksiyon
varliginda ve kiz ¢ocuklarinda daha hizlidir (22-26).

e) Beta Hiicre Otoantijen ve Otoantikorlari: Giiniimiizde preklinik déonem
Tip 1 diyabet tanisinda sensitivite ve spesifitesi yiliksek altin standart olarak alinan {i¢
otoantikor; ICA (Adacik hiicre antijeni), IAA (Anti-insiilin antikoru) ve anti GAD
(Glutamik asit dekarboksilaz) otoantikorlaridir (22-26). Otoantikorlarin ¢ogu IgG
tipindedir. ICA’ nin, Tip 1 DM’ li hastalarda titresi zamanla diistiigii i¢in ve zamanla

ICA (-) oldugu i¢in Tip 1 DM ile Tip 2 DM’nin erken yasta baslayan formunun
ayiricl tanisinda onemli bir laboratuar bulgusudur (27- 29). Bu hastalarda islet
hiicrelerine karsi otoantikorlardan bagka daha az siklikla insiilin, proinsiilin,



glukagon, glutamik asit dekarboksilaz (GAD), mikro bakteriyel 1s1 soku proteini-65,
38 kD salgi graniilii proteini ve karboksipeptidaz H proteinlerine karsi da
otoantikorlar saptanmistir (22-26).

1.1.4.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diyabetikler, tiim diyabetiklerin ortalama % 85’ini olusturmaktadir (30).
Insiiline bagimli olmayan DM’dir. Genellikle 45 yasindan sonra ortaya gikar.
Hastalarda glikoz intoleransi bulgu vermeksizin uzun siiredir mevcuttur ve metabolik
diizeyde bozukluklarin gelismesine sebep olur (31, 32).

1.1.4.2.1. Tip 2 Diabetes Mellitus Patogenezi

Tip 2 diyabette beta hiicrelerinin kan glukoz seviyesine yaniti anormaldir. Bu
hastalarda temel bozukluk insiilinin fizyolojik etkilerine karsi periferik dokularda,
ozellikle de ¢izgili kaslarda direng gelismesidir. Yaglanma, sedanter yasam, obezite,
psisik ve fiziksel stresler, glukokortikoid ve seks hormonu yapisindaki bazi ilaglar,
akromegali, Cushing hastalig1i ve benzeri endokrinopatiler, gebelik, glikoz
toksisitesine yol acan uzun siireli hiperglisemi ve genetik yatkinlik insiilin direncini
olusturan etkenlerdir. Bu ¢evre faktorleri ile genetik faktorler {i¢ mekanizma ile tip 2
DM’ ye yol agar. Bu mekanizmalar periferik dokularda insiilin direnci gelisimi,
pankreastan insiilin salimiminda kusur ve karacigerde glukoz iiretiminde artistir (33-
35).

1.1.5. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlar1 vardir. Uzun siireli diyabet
vaskiiler yapiy1 bozar. Vaskiiler yapinin bozulmasiyla diyabetin kronik mikrovaskiiler
ve makrovaskiiler komplikasyonlar1 ortaya ¢ikar. Hiperglisemi dort ana mekanizma
ile diyabetin komplikasyonlarina yol agmaktadir. Bu mekanizmalar; poliol yolunun
aktivasyonu, hiicre i¢ginde AGEs olusumunun artmasi, protein kinaz C aktivasyonu

(PKC) ve heksozamin yolunun aktivasyonudur. DM’nin akut ve kronik
komplikasyonlar1 Tablo 4’te gosterilmistir (36).

Tablo 4. Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlari (36)
A) Akut (Metabolik) Komplikasyonlar:

* Diyabetik ketoasidoz

* Hiperosmolor non-ketotik koma

* Laktik asidoz komasi

* Hipoglisemi komasi

B) Kronik (Dejeneratif) Komplikasyonlar:

1) Makrovaskiiler komplikasyonlar:

* Kardiyovaskiiler hastaliklar (Hipertansiyon, Koroner kalp hastaligi)
* Serebrovaskiiler hastaliklar

* Periferik damar hastaligi

2) Mikrovaskiiler Komplikasyonlar:

* Diyabetik nefropati

* Diyabetik retinopati

* Diyabetik noropati

3) Diger Kronik Komplikasyonlar:

* Diyabetik ayak

* Erektil disfonksiyon ve diger seksiiel fonksiyon bozukluklari
* Gastrointestinal problemler

* Kemik ve mineral metabolizma bozukluklar

* Psikolojik problemler ve psikiyatrik bozukluklar

1.1.6. Diabetes Mellitusun Serebral Komplikasyonlari

Diabetes Mellitusun santral sinir sistemi (SSS) komplikasyonlarinin insiilin
eksikligi ve kronik hiperglisemi kaynakli oldugu kabul edilmekle birlikte tip 1 DM
hastalarinda, insiilin enjeksiyonu sonrasinda meydana gelen hipoglisemik epizodlarin
da DM ile iligkili SSS komplikasyonlarima katkida bulunabilecegi ileri siiriilmiistiir
(37). SSS’deki diyabetik komplikasyonlar periferik sinir sistemindekinin aksine
kolay fark edilemez (38). Diyabetik hastalarda akut ve kronik metabolik ve vaskiiler
bozukluklar beynin fonksiyonel ve yapisal biitiinliigline zarar verebilir (39, 40).



Diyabetik olgularda serebrovaskiiler hastalik riski artmistir. Ayrica hiperglisemik ve
hipoglisemik ataklar da akut serebral fonksiyon bozukluguna neden olur (38, 39). Bu
serebral bozukluklar; nérokimyasal, elektrofizyolojik, yapisal ve kognitif diizeyde
gosterilmistir.

Deneysel ve klinik ¢alismalar sonucu tip 1 DM’nin SSS’de neden oldugu
degisiklikler asagida 6zetlenmistir.

a) Noron kayiplari ve yapisal degisiklikler:

Deneysel diyabet olusturulan hayvanlarda beyin ve medulla spinaliste néronal
atrofi, subkortikal alanda ve beyin sapinda lezyonlar, aksonal dejenerasyon, glikojen
birikimi, ensefalomalazi, demiyelinizasyon, glial hiicrelerde hasar olusumu gibi
degisiklikler olustugu bildirilmistir (41-44). Diabetik hayvanlarda neokortekste
ndron kayiplar1 nedeniyle beynin agirliginda azalma oldugu rapor edilmistir (45).

Streptozosin  (STZ) ile olusturulmus diyabetik ratlarin  striatumunda
asetilkolin sentez ve salmimi azalma tespit edilmistir. Kognitif bozukluklar
asetilkolin metabolizmasindaki olusan degisikliklerle iliskilendirilmektedir. Tip 1
diyabetik hayvanlarda neokorteks, hipokampus, arkuat ve ventromediyal ¢ekirdek ve
prefrontal korteks noéronlarmin yogunlugunda belirgin bir azalma olustugu
belirtilmistir (45, 46).

In vivo ve in vitro calismalar, s6z konusu ndron kayiplarinda apoptozisin
onemli rol oynadigini gostermektedir. Tip 1 DM’de ndronal yogunlugun azalmasinin
DM’ nin siiresi ile ilgili oldugu bildirilmistir (46, 47). Insiilinin hiicreler iizerindeki
apoptozisi Onleyici etkinligi goz oOniinde bulundurularak, tip 1 DM’deki insiilin
eksikliginin, ndronal apoptozisin artmasina neden olabilecegi diistinilmiistiir (48).
Hiperglisemik kosullarda glukozun, herhangi bir enzime gereksinim duymadan
ortamdaki proteinlere baglanarak kontrolsiiz glikolizasyon reaksiyonlarina neden

oldugu ve AGEs olustugu bilinmektedir (49). Glikolizasyon ugrayan protein serbest
oksijen radikali olusumuna neden olmaktadir (50). Ayrica, diyabetik sicanlarda beyni
oksidatif hasardan koruyan SOD ve CAT enzimlerinin aktivitelerinin azaldig1
bilinmektedir (51).

b) Norokimyasal degisiklikler:

Streptozosin ile olusturulan diyabetik hayvanlar ile yapilan caligmalar,
DM’nin beyindeki monoamin yapisindaki ndérotransmitterlerin  miktarlarinda
degisikliklere neden oldugunu ortaya koymaktadir (52). Diyabetik hayvanlarda
serotonin miktarinin; hipokampus, hipotalamus, pons, medulla ve kortekste artarken
striatum ve serebellumda degismedigi bildirilmistir (53, 54). Mikrodiyaliz
calismalarinda STZ ile diyabet olusturulan hayvanlarin ventromediyal
hipotalamuslarinda gama-amino butirik asit (GABA) konsantrasyonun arttigi
bildirilmektedir (55). STZ ile diyabet olusturulan hayvanlarda serebral kortekste,
glutamatin N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin sayilarinda azalma oldugu
rapor edilmistir (56). Diyabetik hayvanlarin beyinlerinde, dopamin miktarinin
hipotalamus, striatum ve korteks gibi alanlarda azaldig: bildirilmistir (57). Diyabetik
hayvanlarin beyinlerindeki monoamin miktarlarinda olugan anormalliklerin, insiilin
tedavisi sonrasinda normale dondiigiinil ileri siiren raporlar bulunmaktadir (53).

¢) Serebrovaskiiler degisiklikler:

Diyabetik hastalarda beynin farkli bolgelerinde serebral kan akiminda olusan
farkliliklar beyinde mikrovaskiiler diizeyde olusan yapisal degisiklikler, kan beyin
bariyerinin geg¢irgenliginde goriilen artig gibi serebral degisikliklerin de DM kaynakli
SSS komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasina katkida bulundugu diistintilmektedir (58).

d) Diabetes Mellitusta SSS’deki Goriiliir Elektrofizyolojik
degisiklikler:

Streptozosin ile diyabet olusturulan sicanlarda SSS noronlarmin iletim
hizinda bozulma oldugu bildirilmektedir (39, 59). Dokulardaki fazla miktarda
glukoz, poliol yolagi araciligi ile sorbitol ve fruktoza doniistiirilmektedir (60).
Glukozun sorbitol ve fruktoza doniistiiriilmesinin, ¢esitli mekanizmalar ile Schwann
hiicrelerinde hasara ve sinir iletim hizinda yavaslamaya neden oldugu bildirilmistir
(61). Diyabetik hastalarda uyarilmis potansiyeller ve olay iliskili potansiyellerin
Olciilmesiyle, elektrofizyolojik anormalliklere iliskin veriler elde edilmistir.



Diyabetik hastalarda santral ve periferik orijinli evoked potansiyellerin latanslarinda
artis olmaktadir. Latanslardaki bu artis diyabetin SSS’de sinyal iletimini bozdugunu
gostermektedir. P300 dalgasinda oldugu gibi olay iliskili potansiyellerin latanslar1 da
uyarilmig potansiyellere ilave olarak artis gostermektedir. P300 dalgasi, dikkat ve
kisa siireli hafizayla alakali olup kognitif ve hafizaya ait fonksiyonlarla iliskili bir
gec kortikal ndrofizyolojik olaydir. Diyabetik hastalarda yiiksek beyin
fonksiyonlarindaki bozulmanin bir gostergesi olarak artmis P300 latansi
ongoriilebilir ve boylece elektrofizyolojik ve kognitif bozukluklar arasinda iliski
degerlendirilebilir (38, 39).

Tip 1 DM hastalarinda SSS’de uyar1 potansiyellerinin ileti hizinda ve veri
isleme fonksiyonunda gecikme oldugu bildirilmistir (62). Klinik ¢aligmalar 6grenme,
bellek, problem ¢dzme gibi zihinsel islevlerde olusan bozukluklarin Tip 1 DM
hastalarinda genel populasyona oranla daha yaygin oldugunu gostermektedir (63).

e) Agr algisinda goriilen degisiklikler:

Santral ve periferik sinir sistemlerindeki hasar sonucu ortaya ¢ikan noropatik
agri, DM nin en yaygin komplikasyonlarindandir (64).

Streptozosin ile diyabet olusturulan hayvanlarin agr1 esiklerini 6lgmek iizere
pek cok calisma yapilmistir. Klinik caligmalar DM hastalarinda; hiperaljezinin,
allodininin ve spontan agrinin goriilme oraninin daha yiiksek oldugunu gostermistir
(65, 66).

f) Davramssal degisiklikler:

Diyabetik hayvanlarda bellek ve oOgrenme ile ilgili bilissel islevlerde
aksamalar oldugu tespit edilmistir (67, 68). Bu hayvanlarda; problem ¢6zme, dikkat,
dis ortamla ilgili uyarilarin olusturulmasi, bilginin yorumlanmasi ve depolanmasi
gibi islevlerde aksamalar olustugu belirtilmistir (69). STZ ile diyabet olusturulan
sicanlardaki 6grenme ve bellek bozukluklarinin, sinaptik iletkenlikteki degisim,

apoptotik hipokampal néron kaybi ve hipokampal sinaptik plastisitede olusan
degisikliklere bagli olarak gelistigi diisiiniilmektedir (46, 68, 70). Diyabetik
hayvanlardaki davranisg degisikliklerinin,  baglica  monoaminler  gibi
norotransmitterlerin beyindeki diizeylerinde ve islevlerindeki farkliliklar ile iliskili
oldugu rapor edilmistir (71-74 ).

1.1.6.1. Diabetes Mellitus’un Santral ve Periferik Sinir Sistemi
Komplikasyonlarinin Patogenezi

Diabetes mellitus santral ve periferik sinir sisteminde akut ve kronik
komplikasyonlara sebep olan metabolik bir hastaliktir. En sik goriilen nérolojik
komplikasyonu duyusal, motor ve otonomik periferik sinirlerin tek basina veya
birlikte etkilendigi noropatidir. Periferik ndropati disinda direkt santral sinir
sisteminin etkilendigi metabolik komplikasyonlar (diyabetik ketoasidoz ve
hipoglisemi) ve serebrovaskiiler hastaliklar da hastaligin seyrinde goriilebilir. Pek
cok patogenetik faktor bu komplikasyonlarin olusumunda bir arada rol oynuyor gibi
goriinmektedir.

1.1.6.1.1. Diyabetik Noropatinin Patogenezi

Periferik  diyabetik noropati  multifaktoriyel patogeneze sahip bir
komplikasyondur. In vitro ¢alismalar ve hayvan ¢alismalar1 ndropatinin baslamasinda
ve ilerlemesinde etkili olan enzimatik ve non enzimatik olaylar1 ortaya ¢ikarmistir.
Diyabetik noropatinin patogenezinde rol oynayan olaylar sunlardir:

1) Aldoz rediiktaz aktivitesinde artis sonucu ortaya cikan sorbitol ve
fruktoz birikimi; nikotinamid adenin diniikleotid (NAD (P)) redoks
dengesizlikleri ve sinyal iletiminde degisiklikler: Diyabete bagli olusan
ekstraseliiler hipertonik stresi dengelemek i¢in hiicre intraseliiler sorbitol birikimini
arttirarak intraseliiler osmolariteyi arttirir. Sorbitol birikimi aldoz rediiktaz
aktivitesini arttirir ve intraseliiler miyoinositol ve taurin mikarinda diisiise sebep olur.
Miyoinositol miktarinda azalma intraseliiler fosfoinositid sinyalizasyonuna yol acar.
Taurin azalmasi inhibitérii oldugu PKC aktivitesinde artiga sebep olur. Aldoz
rediiktaz aktivitesi sonucu glukozun sorbitole doniisiimii NADPH’ nin NADP’ ye
oksidasyonu ile glutatyon rediiktaz ile gerg¢eklesen antioksidatif savunmay1 kisitlar.
Sonug olarak tiim bu degisiklikler siiperoksid anyonu ve hidroksil radikali gibi
serbest radikalleri arttirip, detoksifikasyonu azaltarak oksidatif doku hasarina sebep
olur (75, 76).



2) Glukozun otooksidasyonu, AGEs olusumu: Oksidatif stres demir ve
bakir gibi serbest gec¢is metalleriyle glukozun otooksidasyonu ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumuyla artar (75, 76). AGEs miktar diyabetik noropatiyi de
iceren pek c¢ok vaskiiller komplikasyonla iligkilidir. ROS, AGEs olusumunu
arttirirken AGEs de ROS'u besleyip otooksidatif glikolizasyonu arttirir (77). Hiicre
ylizeylerinde bulunan reseptorlerine AGEs’in baglanmasiyla transkripsiyon faktorii
NFkB’nin translokasyonu meydana gelir. Bu durum muhtemelen endotelyal
disfonksiyona, sitokin aktivasyonuna, néron kan akiminda bozulmaya ve iskemiye
neden olur (78).

3) Protein kinaz C aktivasyonu: Diyabetik sinirlerde PKC aktivasyonunun
rolii olduk¢a karmasiktir. Stresle aktive olan protein kinazlar osmotik uyarim
sonucuyla PKC’yi uyarabilirler. Ayrica PKC sorbitol birikimi, taurin ve glutatyonun
azalmasiyla aktive olabilir. Miyoinositoliin azalmasi PKC’nin noronal aktivitesini
azaltir. PKC aktivasyonu diisiik diizeylerde sinir kan akimini ve sinir iletimini
arttirirken  yiliksek diizeylerde norokimyasal regiilasyonu etkileyerek sinir
fonksiyonunu bozar (75, 76).

4) Oksidatif Hasar: Diyabetteki oksidatif stres aldoz rediiktaz aktivitesi
sonucu glukozun sorbitole doniismesi; glutatyon, taurin ve NADPH’nin azalmasi,
glukoz otooksidasyonu ve SOD ile GPx aktivitesinin azalmasi sonucu olusur.
Sonugta bu glukoz bagimli mekanizmalar ROS ile sinerjist etki gostererek diyabetik
noropatinin patogenezinde rol oynarlar (79).

1.1.6.1.2. Serebrovaskiiler Degisikliklerin Rolii

Inme, diyabeti olmayan hastalara kiyasla diyabetli hastalarda 2-6 kat daha sik
goriilmektedir ve diyabete bagli dliimlerin yaklagik %25’inde rol oynamaktadir. Bu
durum muhtemelen aterosklerozun ve hipertansiyonun diyabet hastalarinda daha sik
goriilmesine baglidir. Diyabetlilerin yarisindan fazlasinda hipertansiyon goriiliir (80).

Yapilan otopsi calismalarinda diyabetlilerde; kiiciik damar hastaligini diisiindiirecek
infratentoriyel alanlarda kiiciik ensefalomalazik alanlarin oldugu serebral infarktarin
goriilme sikhiginin 1,5-2 kat arttigim1 gostermistir (81). Tek basma diyabete bagh
olarak ortaya c¢ikan goreceli inme riski normalin iki katina yakindir. Diyabet teshisi
olmayip IGT olanlarda bile inme riskinde artis gozlenmistir (82). Hiperglisemi
aterogenezi tetikleyerek iskemik inmeyi arttirir. Diyabette hemorajik inme olus
sikligi artmamistir aksine daha az siklikta olustugu olasidir (82). Sonug¢ olarak
diyabet diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak iskemik inmeyi arttirir. Hatta
inmenin morbidite ve mortalitisinde artig yaptig1 goriilmiistiir. Bunun temelinde ise
hiperglisemi veya insiilinin aterojenik etkisi, kan koagiilasyonunda ve viskozitesinde
meydana gelen degisiklikler, mikrovaskiiler hastaligin arteriyel duvarlar {izerindeki
etkisi ve diyabetlilerin aterogeneze genetik yatkinligindaki artis bulunmaktadir (80,
83).

1.1.6.1.3. Hipogliseminin Etkileri

Hipoglisemi diyabetlilerde en sik asir1 yapilan insiilin dozlar1 sonrasi ortaya
cikarken erken diyabetiklerde ve bdbrek yetmezligi olanlarda postprandial
hipoglisemi seklinde de ortaya g¢ikar (84). Oral antidiyabetik kullananlarda da
hipoglisemi goriilebilir. Hipoglisemi durumunda akut metabolik ensefalopatinin dort
degisik sekli tanimlanmistir. Bunlar; sakin veya manik deliryum, ndrolojik
hiperventilasyon ve deserebrasyon ile giden ancak okiilovestibuler ve okiilosefalik
reflekslerin korundugu multifokal beyin sap1 disfonksiyonu, taraf degistirebilen veya
degistirme egiliminde olan altta yatan vaskiiler patolojinin gdsterilemedigi fokal
kusurlarla giden koma ile veya koma olmadan goriilen felg benzeri olaylar,
hipoglisemi sonrasi ortaya c¢ikan tek veya coklu nobetlerdir (85, 86). Plazma glukoz
diizeyiyle norolojik belirtiler arasinda direkt bir korelasyon olmamakla birlikte 30-40
mg/dLl’nin altinda davranis degisiklikleri ve konflizyon; daha diisiik diizeylerde
stupor ve koma; 10 mg/dL’nin altinda ise derin koma ortaya c¢ikar (87).
Hipoglisemide beyin zedelenmesi asidik aminoasitlerin rol aldig1 eksitotoksik
olaylarla olugsmaktadir. Bu tarz etkilenme iskemi ve hipokside de gozlenmektedir.
Hipoglisemi sirasinda meydana gelen segici noronal hasarin bir eksitatuar aminoasit
olan NMDA reseptoriiniin aktivitesindeki artisa bagli oldugu gosterilmistir. NMDA

reseptOr aktivitesindeki bu aktivite artis1 sonucu intraselliiler Ca”’ diizeylerinde



patolojik bir artis meydana gelir. Sonug olarak niikleer ve mitokondrial fonksiyon

kayb1 ve proteazlarin ve diger Ca” bagimli enzimlerin aktivitesinde artiy meydana
gelir (88).

1.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip, kisa
omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisik ve ¢ok etkin molekiillerdir. Serbest
radikaller ve oksijenin radikal olmayan tiirevleri birlikte ROS olarak adlandirilir.

Diyabet etiyolojisinde oksidatif stres onemli bir mekanizma olarak kabul
edilmektedir. Normal metabolik siiregte serbest radikaller viicutta liretilir ve gevresel
faktorlerle etkilesim igindedirler. Antioksidanlar serbest radikallerin yol agtig1 hasara
kars1 viicudu savunmaktadirlar.

Diyabetin etiyolojisinde oksidatif stresin rolii oldugu ve diyabetin
ilerlemesine neden oldugu, deneysel diyabet olusturulan siganlarda ve diyabeti
bulunan olgularda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun arttigi
gbzlenmistir (89).

1.2.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Biyolojik Etkileri

1- Pozitif Etkiler: ROS, fagositoz sirasinda antijenlere karsi rol oynar (90).
Bu rol inflamasyon sirasinda artar (91). ROS ayni1 zamanda enzim aktivasyonlarini
icine alir ve kas kontraksiyonunda temel rol oynar (92, 93).

2- Negatif Etkiler: Lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, DNA
oksidasyonu, serbest radikallerin (FR) neden oldugu kas yorgunlugudur. ROS,
saglam hiicrelerde inflamasyonu baglatabilir. Bu bozukluklar katarakt, kanser,
Alzheimer veya Parkinson hastaliklar1 gibi dejeneratif patolojilere neden olur (94).
ROS lipitler, proteinler ve DNA iizerinde zararl etkilere neden olur.

a) Lipid Peroksidasyonu: Lipoprotein peroksidasyonu, damar sertligi
patogenezinde 6nemli bir faktordiir (95). ROS, LDL oksidasyonunu baslatir (96).
ROS her tip hiicreye, 6zellikle kas hiicrelerine ve eritrositlere zararlidir (97). Lipid

peroksidasyon markirlart oksidatif hasarin indikatorii olarak kullanilir. Lipid
hidroperoksitler iiretildikleri alandan difiize olabilen MDA ve 4-hidroksi-2-nonenal
gibi cok sayida aldehite ayrisabilir ve bunlar da proteinleri veya DNA’y1 okside
ederek daha ileri hasara neden olur (98).

b) Protein Oksidasyonu: Protein ve amino sit oksidasyonu, protein
karbonil miktarini artirir (99). Proteinlerdeki oksidatif hasar amino asit yan
zincirlerinin oksidasyonuna ve polipeptidlerin par¢calanmasina neden olur (100).

¢) Deoksiriboniikleik Asit Oksidasyonu: Reaktif oksijen tiirleri, DNA
ipliklerinin ayrilmasina sebep olur ve onarma mekanizmalarina zarar verir (101).
DNA oksidasyonu mutasyonlari arttirarak kanser olusumuna yol agabilir (102).

1.2.2. Serbest Oksijen Radikallerinin ve Reaktif Nitrojen Tiirlerinin
Zararh Etkilerinin Azaltilmasi:

Hiicrelerde metabolik olaylar sonucunda devamli olarak FR ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNS) {iiretilir. Alinan oksijenin % 1-5’ 1 ROS olusumuna neden olur
(103). FR hiicre icerisinde {iretimi o kadar fazladir ki, ani yikimlardan ve 6liimden
kagimmmak i¢in hiicrede bir koruma sisteminin varligi gereklidir. Cok sayida koruma
stireci tanimlanmugtir:

1) Endojen FR iiretiminin azaltilmasi; bu, mitokondride FR sizintisinin
azaltilmast

2) Metabolizma hizin azaltilmasi

3) Oksidatif hasarda anahtar hedeflerin direng¢lerinin artirilmasi

4) Antioksidanlar tarafindan saglanan FR kars1 korumanin  artirilmasiyla
gerceklestirilir (104). Fizyolojik kosullarda hiicreler olusan FR firlinleri ve
peroksitler gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan
savunma sistemleri tarafindan korunur. Bu sistemler su sekilde siniflandirilabilir:

a) Enzimatik Antioksidanlar: Glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon
rediiktaz (GR), GPx, CAT, SOD.

b) Enzimatik Olmayan Antioksidanlar: C vitamini, E vitamini, A vitamini,
lipoik asit, flavinoidler, melatonin, tirik asit, albiimin, haptoglobulin, sistein,
seruloplazmin, transferin, laktoferrin, ferritin, oksipurinol, ubiquinon (koenzim Q10),
bilirubin, mannitol ve hemopeksin (105). Genel olarak enzimatik antioksidanlar
hiicre i¢inde, enzimatik olmayan antioksidanlar ise hiicre disinda daha etkilidir.



5) Tamir, geri doniisiim ve yeniden sekillendirme siireci.

6) Hiicrenin niikleik asit, protein ve lipit unsurlari i¢in tamir siireci (104).

1.2.3. Diyabet ve Oksidatif Stres iliskisi

Diyabet ve komplikasyonlar ile ilgili yapilan ¢alismalarda FR {iretiminin
arttig1 tespit edilmistir. Bu durum nonenzimatik glikolizasyon, hipoksi ve iskemi-
reperfiizyon sonucu olusan doku hasar1 gibi mekanizmalarla meydana gelmektedir
(106). Tip 1 ve 2 diyabetlilerde eritrosit ve plazmada GSH ve GPx aktivitelerinin
azaldig1 gosterilmistir (107). Beta hiicreleri oksidatif strese en duyarli yapilardan biri
olarak kabul edilmis olup izlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden
kaynaklandig1 diisliniilmektedir (108). Hipergliseminin direkt sonucu olarak FR
olusumunun arttigini savunan ¢alismalar vardir (109). Oksidan maddeler olusturarak
Langerhans adaciklarini selektif olarak tahrip eden STZ, deneysel hayvan
caligmalarinda insanlardakine benzer diyabet olusturmak i¢in kullanilir (110).

Diyabetin neden oldugu artmis oksidatif stres ve azalmig antioksidan aktivite
beynin patolojik olaylara kargi daha duyarlilagsmasina sebep olur. Deneysel olarak
olusturulmus hiperglisemik ratlarin beyinlerinde oksidatif hasarin arttig1
gosterilmistir. Tip 1 diyabetik hastalarin serumlarinda da siiperoksit tiretiminin arttig1
ve glisemik kontroliin etkinliginin arttirllmasiyla bu artisin azaldigi goézlenmistir
(111).

Oksidatif stresin diyabet komplikasyonlarinin patogenezindeki rolii Sekil 1°de
gosterilmistir (112).
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Sekil 1. Oksidatif stresin diyabetin komplikasyonlarimin patogenezindeki rolii
(112)

1.2.4. Anti-Oksidanlar

“Antioksidan Savunma Sistemleri” olarak adlandirilan baz1 savunma
mekanizmalart ROS’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin viicutta gelistirilmistir (113). Viicuttaki antioksidan savunma sistemleri Sekil 2
‘de gosterilmistir (113).
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Sekil 2. Antioksidan Savunma Sistemleri (113)

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilardir, asil
antioksidan savunmayi saglayan SOD, GST, GPx, GR, CAT ve sitokrom oksidaz gibi
FR toplayici enzimleri igeren hiicre i¢i savunma sitemleri ile albiimin, bilirubin,
transferin, seruloplazmin, iirik asit gibi ¢esitli molekiilleri iceren hiicre dis1 savunma
sistemleridir. Bu sistemler birlikte oksidan molekiillerin neden oldugu hasari
azaltirlar. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin
fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (113).

1.3. Apoptozis

1.3.1. Apoptozisin Tanim ve Tarihcesi

Yasayan organizmada iki temel hiicre 6liimii vardir. Bunlar; apoptozis ve

nekrozistir. Apoptoziste ¢ok odakli, tek tek hiicre 6liimii vardir. Bu, programlanmig
hiicre 6limiidiir ve geriye doniisiimsiizdiir. Fizyolojik ya da patolojik uyaranlar ile
baslatilir. Olustugu bolgede diger hiicresel yapilara zarar vermez ve inflamasyona
sebep olmaz. Apoptoziste niikleus kromatini yogunlagsmig, hiicre biiziilerek
kiigiilmiis, niikleus ici DNA kirilmigtir. Sitoplazmadaki organellerin biitlinliigii
korunurken, bunlarin bir araya gelerek yogunlastiklar1 gozlenir. Mitokondrilerin
yapisi saglamdir. Biiziilen hiicre parcalanir, apoptotik cisimler aciga ¢ikar. Apoptotik
cisimler membranlarla korunmus DNA parcalarindan olusur. Bu cisimler makrofajlar
ya da komsu epitel hiicreler tarafindan yutulur (114).
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Sekil 3. Apoptozis-Nekrozis (115)

Mekanizmas1 hala tam olarak coziilemese de programli hiicre 6liimiiniin;
hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan intihar programinin g¢esitli
sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi olaylarin aktive olmasiyla
basladigi ileri siiriilmektedir (116). Apoptozisde, hiicre 6liimii ¢evreye rahatsizlik
vermeksizin gelisse de, bazen apoptozis dolayli olarak cevre dokuda nekrozu
bagslatabilir ya da tam tersine nekroz apoptozis gelismesine yol agabilir (117).

Apoptozis aktivasyonu veya inhibisyonuna yonelik caligmalar yapilarak;
kanser, Edinilmis immiin Yetmezlik Sendromu (AIDS) ve otoimmiin hastaliklar gibi
bircok hastalikta yeni tedavi yontemleri ile ilgili calismalar siirdiiriilmektedir.

Apoptozis belli uyaranlar sonucu olusan, enerjiye bagimli molekiiler olaylar
dongiisiiniin son noktasidir ve dort asamadan olugsmaktadir (118).

1. Apoptozisi baslatan sinyal yollar1

2. Kontrol ve Integrasyon: Intraseliiler pozitif ve negatif diizenleyici
molekiiller, apoptozisi inhibe ve stimiile etmek yoluyla hiicrenin akibetini belirler.

3. Ortak Infaz Fazi: “caspase” ailesinden proteazlar tarafindan yonetilen 6liim
programini igerir (“caspase”: “c” sistein proteaz mekanizmasini, “aspase” aspartik
asit amino asitinden ayirma kabiliyetini belirtir).

4. Olii hiicrenin fagositoz yoluyla ortadan kaldirilmasi

1.3.2. Apoptozisin Regiilasyonu ve Apoptoziste Rol Alan Proteinler

Apoptozisin regiilasyonu, siki bir sekilde gen kontrol asamalar ile
korunmaktadir. Oliim sinyali, gen ekspresyonu ile regiile edilir. Bu asama genotoksik
hasar (kemoterapi, radyasyon vb.) veya sitokinlerin bulunmamasi gibi (eritropoietin
vb.) farkli uyaranlarla aktive olur. DNA’daki tek veya c¢ift iplik parcaciklari,
niikleozitlerin azlig1 ve DNA’ya bagl transkripsiyon faktorii p53 ile baslar. Ardindan
bir dizi olay sonucunda hiicre apoptotik yola girer (119).

1.3.2.1. p53’iin Rolii

p53°in spesifik genomik bolgelere tetramer yaparak baglanir ve bunun
sonucu olarak negatif biliylime etkisi olan genlerin ekspresyonunu arttirir. Hiicre
siklusunun durdurulmasi veya hiicre 6liimii, zedelenmis DNA’nin replike olmasini
engelleyerek, genomun biitiinliigiiniin korunmasini saglar. Bu olay, p53’lin tiimor
supresor geni olmasi agisindan 6nemli oldugu kadar, kemoterapiye bagli DNA hasar1
sonucu indiiklenen apoptozise yol agmasindan dolayr da 6nemlidir. Bir timor



supresor geni olan p53, insan kanserlerinde en fazla mutasyona ugrayan gendir. p53
geni karsinojenler, sitostatik ajanlar, radyasyon, ultraviyole 15181, hipoksi veya
onkogenler gibi c¢esitli uyaranlar ile indiiklenebilir. Bunun sonucu olarak,
transkripsiyon faktérii olan p53 proteini, hiicre siklusunun durdurulmasinda ve
apoptoziste rol oynayan birtakim genlerin ekspresyonunu arttirir (120).

1.3.2.2. Bel-2/Bax

Apoptozis dongiisii islevini iki esas mekanizma ile goriir: Birincisi “caspase”
yolu, ikincisi ise mitokondri disfonksiyonu ile tanimlanan organel disfonksiyonu
yoludur. Bcl-2 ailesi ve iiyeleri, mitokondri diizeyinde islev goren ve apoptoziste cok
onemli rol oynayan molekiillerdendir. Yapilan genetik transfer deneyleri, Bcl-2’nin
hemapoetik biliylime faktorii verilmeyen hemapoetik hiicre kiiltiirinde apoptozisi
engelledigini gostermistir. Daha sonra transgenik fare deneylerinde Bcl-2’nin hiicre
yasam siiresini uzattig1 goriilmiistiir. Son yillarda Bcl-2 ailesine dahil olan ve 3 sinifa
ayrilabilen 6nemli proteinler tespit edilmistir (121).

1) Birinci grupta; Bcel-2, Bel-xL, Bcl-w gibi anti-apoptotik proteinler yer
almaktadir. Bu proteinler, Bcl-2 homologu (BH) olan BH1’den BH4’e kadar olan
bolgeler igerirler.

2) ikinci grupta; Bax, Bak, Bad gibi pro-apoptotik proteinler bulunur.

3) Ugiincii grupta; homolog bdlge olarak sadece BH3ii igeren Bik, Bid, Bim
gibi proapoptotik proteinler yer alir.

1.3.2.3. Kaspazlar

Kaspaz sistemi apoptozis i¢in gerekli olan bir grup sistein proteaz enziminden
olusur ve aspartik asitten sonra gelen peptid bagmi kirarlar. Hiicre iginde inaktif
halde bulunurlar ve proteolitik aktivite ile birbirlerini aktiflestirirler. Kaspazlar,
apoptoziste hiicreyi parcalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan
enzimler olarak bilinirler. Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1’in (Apaf-1)
indiiksiyonu, mitokondriden sitokrom c¢ salinmasiyla gergeklesir. Apaf-1’in
oligomerizasyonu, kaspaz-9 monomerlerinin biraraya gelmesini saglar. Boylece
aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3’ii aktiflestirir. Ayrica mitokondriden salinan apoptozis
indiikleyici faktorler (AIF) bazi iniikleazlar aktiflestirerek DNA degredasyonuna
neden olurlar (122).

1.3.3. Apoptozisin Sitotoksik Regiilasyonu

1.3.3.1. Granzim veya Perforin Sistemi

Bu apoptotik yol salgisal 6zelliktedir. Tiimor hiicrelerinin ve patojenle enfekte
olmus hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda rol almaktadir. Granzim ve Perforinler,
sitotoksik T lenfositler (CTL) ve NK hiicrelerinin sitoplazmik salgi graniillerindeki
proteinlerdir (119).

1.3.3.2. Fas-Fas Ligandi veya CD95 Yolu

Apoptozisin salgidan bagimsiz gorev yapan mekanizmasidir. Hiicre zari
tizerindeki “Olim reseptorlerinin® uyarilmasiyla baglantilidir. Tiimor nekroz faktor
(TNF) grubundan olan Fas (CD95), hiicre ylizeyi reseptorlerindendir ve pek ¢ok
hiicrede bulunur. TNF grubunun bir iiyesi olarak bilinen Fas ligand1 (FasL) ,
sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicrelerinde bulunur. Fasl’ nin Fas reseptoriine
baglanmasi ile apoptotik siire¢ baslar (119).

1.3.4. Apoptozis Uyaric1 Faktor (AIF)

Apoptozis indiikleyici faktor, DNA kirilmast ve kromatin yogunlasmasina
neden olarak kaspazdan bagimsiz bir sekilde apoptozisi baglatir (123).

1.3.5. Hastaliklarda Apoptozis

Apoptozisin patolojik ve fizyolojik birgok durumda rol oynadigi
bilinmektedir. Fizyolojik olarak apoptosis; deri, bagirsak mukozasi ve immiin sistem

gibi dokulardaki ¢cogalan hiicrelerin sayisini ve siirekliligini devam ettirmekle birlikte
periferik ve santral sinir sisteminin gelisiminde de etkin rol oynar (124). Gelisim
esnasinda olusan programlanmis hiicre 6liimii ilk kez sinir sisteminde tanimlanmigtir
(125).

Apoptozis, diizensiz hiicre 6limiiyle birlikte akut ve kronik bir¢ok hastaliga
yol ac¢maktadir. Apoptozisin yer aldig1 patofizyolojik durumlar Tablo 5’de
gosterilmistir (126).

Tablo 5. Apopitozisin Yer Aldig1 Patofizyolojik Durumlar (126)




* Malign ve Pre-Malign Durumlar * immun Sistem Bozukluklar

Solid Tiimorler AIDS

B Hiicre Lenfomalari Tip 1 Diabetes Mellitus
Kronik Lenfositik Lésemi Lupus Eritematozus
Prostat Hipertrofisi Sjogren Sendromu
Kemoterapiye Direng Glomeriilonefritis

* Norolojik Bozukluklar * Intestinal Bozukluklar
Felg Dizanteri

Alzheimer Hastalig1 * Bobrek Hastaliklar
Ataxia Telangiectasia Polikistik Bobrek Hastaligi
* Kalp Hastaliklar: Anemi / Eritropoezis
Iskemik Kardiak Hasar

Kemoterapiyle indiiklenen
Miyokardiyal Baskilanma

1.3.6. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yoéntemler

Apoptozisi tesbit etmek icin ¢ok ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Apoptozisin
belirlenmesine yonelik gelistirilen tim metodlari, 2000'li yillarin baglarinda, sadece
apoptotik epitelyal hiicrelerde olmak lizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein
olan keratin 18'in kirildikdan sonraki 0zglin formunu saptayan antikorlarin
kullanilarak daha spesifik olarak saptanmasi takip etti. Apoptozisin belirlenmesinde
kullanilan yontemler Tablo 6’da gosterilmistir (127).
Tablo 6. Apopitozisin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler (127)

* Morfolojik goriintiilleme yontemleri
* Immiinohistokimyasal ydntemler

* Biyokimyasal yontemler

* Immunolojik yéntemler

* Molekiiler biyoloji yontemleri

1.3.6.1. Morfolojik Goriintiilleme Yontemleri

1.3.6.1.1. Isik Mikroskobu Kullanimi

1- Hematoksilen Boyama: Hematoksilen boyama (HB) hem hiicre kiiltiirii
calismalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir. Apoptotik
hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk metod olarak baslanmasi uygundur ve ¢esitli
acilardan (6rn. ilk degerlendirme, maliyet) diger metodlara karsi avantaj saglar.
Hematoksilen boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan apoptotik
hiicreler niikleus morfolojisine gore degerlendirilir. Apoptozise 6zgii degisiklikler 1y1
bir boyama yapilmigsa kolayca gozlenebilir. Gozlenebilen degisiklikler; hiicre
kiicilmesi "celi shrinkage", veya sitoplazmik kiiclilme "cytoplasmic shrinkage",
kromatinin kondanse olmasi "nuclear condensation" ve niikleus zarinin periferinde
toplanmasi, niikleusun kii¢lilmesi "pyknosis" veya pargalara boliinmesi "nuclear
fragmentation" dir (127).

2- Giemsa Boyama: Giemsa ile boyamada HB’de oldugu gibi niikleus
morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir (127).

1.3.6.1.2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop Kullanimi

Eger hiicre kiiltiirii ¢alismasinda kullanilirlarsa, canli hiicre ile yasayan
hiicrenin ayrimina olanak tanirlar (127).

1.3.6.1.3. Elektron Mikroskobu

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptoziste en degerli yontem ("gold
standard") olarak diisiiniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak



gozlendigi bir yontemdir. Ustelik subselliler detaylar da (6rn. mitokondrinin

durumu, hiicre zar1 ya da niikleus membraninin biitiinligiiniin bozulup bozulmadigi

gibi) incelenebilir. Elektron mikroskobu caligsmalarinda, niikleus fragmentasyonu net

olarak izlenebilir, apoptotik hiicrede, normal hiicreyle kiyaslandiginda sitoplazmik

kiigiilme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu izlenebilmektedir (127).
1.3.6.1.4. Faz Kontrast Mikroskobu:

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, "flask" veya "plate"
lerde biiytitiildiigii caligmalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek amaciyla
kullanilir (127).

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 zarmin dis yiiziine transloke olurlar. Dig yiize transloke olan PS'ler,
floresan bir madde (6rn. F1TC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir
hale getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur (127).

1.3.6.2.2. TUNEL Ydéntemi

Deoksiriboniikleik asit kiriklarinin in situ olarak tanimmmasini saglar. Parafin
bloklar, donmus kesitler, kiiltlirii yapilmis soliisyon halindeki veya "plate" lere
ekilmis ya da lameller iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varligi bu
metodla saptanabilir (127).

Sekil 4. TUNEL Metodu Uygulanmis Spinal Kord Goriiniimii (127)

1.3.6.2.3. M30 Yontemi

Apoptotik hiicreler, sitokeratin 18' in kaspazlarin etkisiyle kirilmasi sonucu
ortaya ¢ikan yeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal ydntemle boyanmasi
prensibine dayanan M30 yontemiyle belirlenir (127).

1.3.6.2.4. Kaspaz-3 Yontemi

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 IIIC
metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi
ya da calisilan dokuda apoptozise yol acan ajanin kaspaz-3' ii kirtp kirmadiginin
bilinmesi gerekir (127).

1.3.6.3. Biokimyasal Yontemler

1.3.6.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi:

Deoksiriboniikleik asit (DNA) Fragmentasyonu: DNA kiriklarinin
gosterilebildigi bir baska yoOntemdir. Apoptozisi nekrozisten ayirmada faydali
yontemlerden biridir (127).

1.3.6.3.2. "Western" Blotting

Bu metod yardimiyla apoptozise Ozgii bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarimin (6rn. bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklariin (6rn. kaspaz-3) saptanmast
miimkiindiir. Sitokrom c'nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadiginin belirlenmesi de bu
metodla belirlenebilir (127).

1.3.6.3.3. "Flow" Sitometri

"Flow" sitometri yardimiyla, igaretlenmis antikor kullanilarak apoptoziste
eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre ylizey proteininin saptanmasi



miimkiindiir. Bdylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Ozellikle iki sekilde apoptozis
deteksiyonu yapilir;

* Floresan bir madde olan propidium iyodur kullanilarak,

* Anneksin V kullanilarak (127).

1.3.6.4. Iimmiinolojik Yontemler

1.3.6.4.1. ELISA

Gerek kiiltiirii yapilmis hiicre populasyonlarinda gerekse insan plazmasinda
DNA fragmentasyonunu tespit etmek ELISA yontemiyle miimkiindiir. Ayn1 sekilde
M30 diizeylerinin 6l¢iimii de miimkiindiir (127).

1.3.6.4.2. Flourimetrik Yontem

Kaspaz Aktivasyonu (Hiicre Kiiltiirii): Kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kaspaz
aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan bir yontemdir (127).

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 bigcimde
degistirme iddias1 tasiyan bu teknoloji ile ayni anda ve kisa bir siire i¢inde (6nceden
aylarca siirerken) yiizlerce hatta binlerce genin ekspresyon derecelerinin (mRNA'
larinin) tespiti miimkiin olabilecektir. Boylece, apoptozise 6zgii hiicre yiizey 6liim
reseptorlerinin ekspresyon durumlar1 hakkinda genis bilgi edinme olanag1 dogacaktir
(127).

1.4. Alfa Lipoik Asit ve Etkileri

1.4.1. Lipoik Asidin Tarihcesi

Alfa lipoik asit viicutta dogal olarak iiretilmesine ragmen arastirmacilar 1930
yilina kadar ALA’nin farkinda degillerdi. 1937 yilinda lactobasillusun gelisimi i¢in
gerekli olan, growth faktdr denen patates ekstratinin igeriginde bulunmustur (128).
1951 yilinda Reed ve arkadaslar1 karaciger rezidiisiiniin 100 kilogramindan 30
miligram ALA elde etmislerdir (129). Takip eden yillarda molekiiler yapist agikliga
kavusmus ve 1, 2 ditiyolen-3 pantotenik asit olarak adlandirilmistir (130, 131).

1.4.2. Alfa Lipoik Asidin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Alfa lipoik asit; enerji iiretimi ve metabolizmada yer alan mitokondriyal
enzimlerde bir kofaktor olarak goérev yapan, dogal olarak viicutta sentezlenen bir
bilesiktir. Sekiz karbonlu bir bilesiktir ve ditiyolen halka yapisinda iki siilfiir atomu
icerir (132). Okside ve rediikte olmak iizere iki formu bulunmaktadir. ALA'nin bu iki
formu oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar: ile birbirine dontigebilmektedir (133).
Hem rediikte hem de okside formlar biyolojik aktivite gostermesine ragmen
dihidrolipoik asit biyolojik olarak daha aktif form olarak kabul edilmektedir (130).
ALA baz1 yiyeceklerde bulunan ve ayni zamanda viicutta da sentezlenebilen dogal
bir maddedir. Mitokondriyal kompleksleri bol olan hayvan ve bitki dokularinda bol
miktarda bulunur. Bitkiler icinde en fazla ALA igerenler sirasiyla ispanak, brokoli ve
domatestir. Hayvan dokular igerisinde en fazla bobrek, kalp ve karacigerde bulunur
(130).

1.4.3. Alfa Lipoik Asidin Biyosentezi

Alfa lipoik asit bakteriden insana kadar olan tiim organizmalarda sentezlenir.
Insanlarda sentez yeri karaciger ve diger dokulardir (134). Okaryot hiicrelerde lipoik
asitin biyosentez yolu mitokondride bulunur. Bununla beraber bitkilerde biyosentez
yolunun plastidlerde de bulundugu hipotezi vardir (135). ALA mitokondride
oktanoik asit ve bir siilfiir kaynagindan sentezlenmektedir. ALA’daki sekiz karbon
birimi oktanoik asitten saglanmaktadir ve iki siilfiir bantlarinin baglanmasiyla lipoik
asit ortaya ¢ikar. Mitokondriyal -oksidasyon reaksiyonunun ALA metabolizmasinda

major rol oynadigi tespit edilmis ve 12 metaboliti saptanmistir. ALA’ya bagh

dehidrogenazlar hakkinda elde edilebilir genis bilgiler olmasina ragmen bu koenzim
biyosentezinde yer alan enzimler hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (136).

1.4.3.1. Alfa Lipoik Asidin Sindirimi, Emilmesi ve Tasinmasi

Alfa lipoik asit oral alindiginda veya intravendz kullanildiginda hizla absorbe
edilir ve hiicre i¢ine girerek burada daha aktif formu olan dihidrolipoik aside
(DHLA) indirgenir. ALA’nin reuptake’i perfiize rat karacigeri ve izole hepatositlerde
calistlmistir. Iki ayr1 transport mekanizmasi bildirilmistir. Bunlardan birincisi



tastyicili yoluyla transpottur. Bu tastyici ptotein 75 m den daha kiigiik bir tastyicidir.

Ikinci yol pasif diflizyon yoludur.Bu yolda daha yiiksek konsantrasyonlu alandan
diisiik konsantrasyonlu alana gecis olur (137).

1.4.3.2. Alfa Lipoik Asidin Metabolizmasi

Alfa lipoik asit oral yolla verildiginde % 93’linden fazlas1 barsaktan emilir,
karacigerde metabolize olarak % 20-30’u ilk gecis etkisine ugrar. ALA emilmesini
takiben 1, 2 ditiyolen halkasmin indirgenmesiyle DHLA formuna indirgenir,
sonradan s- metilasyona ugrayabilir. ALA ve DHLA her ikisi de ayni zamanda -
oksidasyona ugrar. Hem ratlarda hem de insanlarda ALA idrarla atilir, ana metaboliti
4, 6 bismetilmerkaptoheksanoik asittir. Ratlarda oral verilen radyoaktif ALA’nin
yaklasik % 80’1 idrarda tespit edilmistir (138). ALA 50-600 mg arasinda
kullanildiginda doz orantili olarak Tmax’ a 0,5-1 saatte ulasir. ALA’nin nispeten
diistik biyoyararlanimi yiiksek ilk gecis etkisiyle %20-30’unun elimine olmasina
baglanabilir. Bulgular lipoik asidin karacigerde metabolizmasinin olduk¢a genis
oldugunu gostermektedir (139). ALA’nin 600 mg oral dozunu takiben plazma
konsantrasyonu tipik olarak 10-24 arasinda olmaktadir. ALA’ nin yararli etkileri 10

konsantrasyonda tespit edilmis ve maksimal etki 300 ’de gozlenmistir (139).

Boylece ALA tekrarlanan oral dozlarinda maksimum plazma diizeyine hizla
ulasmaktadir.

1.4.4. Alfa Lipoik Asidin Fonksiyonlar1

Alfa lipoik asit agil tasiyicidir olur iki elektron tagimakla gorevlidir.
ketoglutarat dehidrogenaz ile piriivat dehidrogenaz (PDH) olarak bilinen iki
multienzim kompleksi icinde yer alir (140). ALA piriivatin  oksidatif
dekarboksilasyonunda koenzim olarak gorev almaktadir. Piriivat 6nce karboksil
grubunu kaybeder ve hidroksietil tiirevi halinde enzime bagl tiyamin pirofosfata
baglanir. Daha sonra elektronlar ve asetil grubu dihidrolipoil transasetilaz enzimine
bagl olan ALA’ya transfer edilerek 6 asetildihidrolipoik asit meydana gelir. Daha
sonra lipoik asit iizerinde bulunan asetil grubunu koenzim A’ya transfer edilmesiyle
rediikte DHLA meydana gelmektedir. ALA’nin okside sekle doniismesi dihidrolipoil
dehidrogenaz tarafindan gergeklesmektedir. ALA karboksil grubundan dihidrolipoil
dehidrogenaz enzimindeki lizin aminoasidinin -amino grubuna bir amid bag ile
baglanir. Bu baglanma ATP bagimli sentetaz tarafindan, koparilma ise bir hidrolaz
tarafindan gerceklestirilmektedir (133). ALA acil gruplarini baglar ve onlar diger
enzim kompleksine transfer edilmesini saglar. Bu igslem boyunca lipoik asit DHLA’ya
indirgenir ki bu sonradan NADH’nin olusumu altinda lipoamid dehidrogenaz ile
reokside olur. Bu sekilde ALA ve DHLA bir redoks cifti gibi davranir ve NAD’a
dehidrogenazin substratindan elektron tasir (139). Insan hiicrelerinde R-LA oksidatif
metabolizmada ana rol oynayan mitokondriyal proteinlerde lipoillisin formunda bagl
olarak bulunur. R-LA dogal olarak 5 mitokondriyal proteinin yapisinda kofaktor
olarak bulunur:

1-Piriivat kompleksinin agil transferaz bilesimi

2- ketoglutarat

x—ketoglutarat
dehidrogenaz

izositrat+NAD ++(NAD P +) —o-ketoglutarat+CO2+NADH(NADPH)+H ¥

3-Bagl zincirli ketoglutarat dehidrogenaz kompleksleri
a—ketoglutarat
dehidrogenaz

a-ketoglutarat + NAD™+ CoA— Siiksinil CoA + CO2+ NADH+H"
4-Piriivat dehidrogenaz kompleksinde protein X
5-Glisin boliinme sisteminde H protein (138).

Alfa lipoik asit sitrik asit dongiistinde kullanilan asetil CoA’nin sentezinden
sorumlu olan PDH enzim komplekslerinin aktivitesinde énemli rol oynar (136). PDH
enzim kompleksi 3 enzimden olusur:

1. Pirtivat dekarboksilaz (E1)

2. Dihidrolipoil transasetilaz (E2)



3. Dihidrolipoil dehidrogenaz (E3)

Piriivat dehidrogenaz enzim sistemi anaerobik ve aerobik solunum sistemi
arasinda hem araci hem de regiile edici bir enzim olarak gérev yapmaktadir. Pirlivik
asidin asetil-S-CoA’ya doniismesi esnasinda sirayla asagidaki reaksiyon basamaklari
meydana gelmektedir. Reaksiyonun ilk basamaginda piriivatin karboksil grubu CO2
halinde molekiilden ayrilir. Geriye kalan hidroksietil tiirevi ise tiyaminin thiazol
halkasina baglanip alfa hidroksietil tiyamin pirofosfat enzim kompleksi olusturur. Bu

reaksiyonda gorev yapan enzim piriivat dekarboksilazdir.
Piruvat dekarboksilaz

Piriivik asit +TiaminPP’nin thiazol halkas1 a-hidroksietiltiaminPP
Ikinci basamakta E1-tiyamin PP nin aktif asetaldehit kompleksi, dihidrolipoil
transasetilaz enziminin prostetik grubu olan okside lipoik aside tasinir. Bu reaksiyon
ile ALA’daki disiilfit bag: agilarak, hidroksietil tiirevi 2 hidrojenini kaybeder ve asetil
grubu (CH3-C=0) haline gelir. Bu asetil grubu ise lipoik asidin bir koluna baglanr.
Boylece asetillipoil transasetilaz kompleksi meydana gelir. ALA’nin diger kolundaki
kiikiirt ise rediiklenerek serbest —SH grubu haline doniisiir. E1-tiyamin PP grubu ise

bu reaksiyon sonucunda tekrar serbest hale geri doner.
Pirtivat dekarboksilaz

Piriivik asit +TiaminPP’ nin thiazol halkasi *a-hidroksietiltiaminPP

Uciincii basamakta asetillipoil transasetilaz kompleksi serbest CoA-SH ile
reaksiyona girerek ALA nin bir kolundaki asetil grubu CoA’nin 3- merkaptoetilamin
kisminin serbest —SH grubuna transfer edilir ve asetil CoA olusur. E2-lipoik asit
kompleksi rediikte durumda serbest hale gecer.

Dihidrolipoil
transasetilaz

Asetillipoil transasetilaz + CoA-SH = AsetilCoA+E2-rediikte lipoik asit
Dordiincii basamakta E2-rediikte lipoik asit kompleksi {igiincli enzim olan
dihidrolipoil dehidrogenazin sikica bagli olan koenzim E3-FAD ile reaksiyona girer.
Burada okside FAD+ elektron akseptorii olarak gorev yapar ve rediikte lipoik asit
kollarindaki hidrojen ve elektronlar1 kendi yapisina katar. Reaksiyon sonunda E2-

okside lipoik asit haline doniisiirken okside-FAD-+de E3-FADH?2 haline doniistir.
Dihidrolipoil
dehidrogenaz

E2-Rediikte Lipoik Asit + E3-FAD® ———E3-FADH: + E2-Okside lipoik asit

Son basamak olan besinci basamakta E3-FADH3 kompleksi rediikte halden
tekrar okside hale doniisiirken okside durumda bulunan NAD+ de rediikte
NADH+H+ haline doniisiir (133).

Dihidrolipoil
D+ dehidrogenaz

E3-FADH:2 + NA ADH +H” 1 E3.FAD”
Pirtivat dehidrogenaz, pek c¢ok yiiksek Okaryotlarda fosforilasyon-
defosforilasyon dongiisiiniin tasidig1 spesifik regiilator enzimlerle diizenlenmektedir.

ALA in vivo olarak ditiyol formuna indirgenir, bu bilesik ayn1 zamanda biyolojik
olarak aktif formdur (141).

Piriivat + CoA + NAD™ <————Asetil CoA + NADH + H”

Pirtivat dehidrogenaz ve ketoglutarat dehidrogenaz gibi multienzim
dehidrogenaz kompleksinde dogal kofaktdr olarak fonksiyon goriir (139). PDH
oksidatif glukoz metabolizmasinda 6nemli bir basamak olan piriivatin asetil CoA’ya
oksidatif dekarboksilasyonunu katalize eden yer olan mitokondride yerlesmistir
(135).

1.4.4.1. Alfa Lipoik Asidin Antioksidan Aktivitesi

Mitokondriyal dehidrogenaz reaksiyonlarinda 6nemli bir rol oynayan ALA
son zamanlarda 6nemli bir antioksidan olarak dikkat ¢ekmektedir. Lipoat veya onun
rediikte formu dihidrolipoat; siiperoksit radikalleri, hidroksil radikalleri, peroksil
radikalleri ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen bilesikleri ile reaksiyona girer.

Ayrica lipoat miyoglobin, prolaktin, tiyoredoksin ve NF kappa B transkripsiyon
faktor gibi proteinlerin indirgeyici diizenleyicisi olarak fonksiyon goriir (142).

Lipoik asit ve onun rediikte formu DHLA dokularda serbest haldedir. DHLA
giclii bir rediiktandir ve boOylece okside antioksidanlari rejenere edebilir.
Antioksidanlar, radikalleri uzaklastirdiklart zaman kendileri radikal hale gelirler.



DHLA direkt ve indirekt olarak askorbat, glutatyon, koenzim Q10 ve vitamin E’yi
rejenere edebilir (139).

Sistein, glutatyon sentezinde hiz kisitlayici basamakta kullanilan kofaktor
olarak bilinmektedir. ALA hiicreye hizla alinir ve ortamda serbest olarak bulunan
DHLA’ya rediikte olur. Daha sonra DHLA sistini sisteine indirger. Hiicre sisteini
sistinden on kat hizli alir, GSH nin biyosentezi hizla meydana gelir (143).

Vitamin £, C ve GSH
Antioksidanlarin

Relenerasyony
NF KB Qksidanlan
aktivasyonunun uzaklagtirma
b

AGE olugumunu Metal iyonlarla

dnleme kompleks olugumu
Asetil CoA azalmasiyla Okside proteinlerin
alukoz utilizasyanunda tamiri

artma

GLUT aktivasyonu
ve taginmasi

Sekil 5. Dihidrolipoik asit-lipoik asit redoks ¢iftinin etkileri (139)

1.4.4.2. Alfa Lipoik Asidin Klinikte Kullanimi

1.4.4.2.1 Diyabet ve Diyabetik Noropatinin Tedavisindeki Etkileri

Belki de ALA’nin en genis klinik kullanim1 diyabetin ve komplikasyonlarinin
tedavisinde kaydedilmistir (144). ALA son zamanlarda diyabetin tedavisi, katarakt,
makular dejenerasyon ve agrili periferal sinir dejenerasyonu olan néropatiyi i¢eren
diyabet komplikasyonlarin1  6nlemede Avrupa’da kullanilmaktadir  (142).
Diyabetikler siklikla uyusukluk, bazen ekstremitelerinde yanici bir agriy1 igeren
dejeneratif sinir tutulumu olan periferal néropati yiiziinden aci1 ¢ekerler. Calismalar
ALA’nin bu sinir disfonksiyonuna bagli semptomlarin azalmasina yardim
edebildigini gostermektedir (144). Agrinin rahatlamasmin ardindaki kesin
mekanizma net degildir.

In vitro ve in vivo pek ¢ok calismada ALA’ nin antihiperglisemik etkileri
arastirtlmistir. ALA’nin kas hiicreleri igine glukoz girisini arttirip glikolizis hizini
azalttig1 ve genel glukoz kullanimini arttirdigi gosterilmistir. Ayrica karacigerden
kana glukoz serbestlenmesini saglayan glukoneogenezi baskilar. Tip II diyabetli
insanlarda ALA alimimin fruktozamin diizeylerini azalttigi ve insiilin seviyesini
arttirdign kamitlanmigtir (138). Almanya’da plasebo kontrollii ii¢li ¢aligmada Tip 11
diyabetli 74 hastaya 600, 1200, 1800 mg ALA ve plasebo verilmistir. Dort hafta
sonra tedavi olan biitlin gruplarda plaseboya gore glukoz seviyelerinde diizelme
goriilmiistir. ALA gruplart arasinda belirgin fark izlenmemistir. Tedavi gruplari
incelendiginde ortak sonug olarak, plasebo grubuna gore glukoz geri alimiminda ve
insiilin uyariminda % 27 artis goriilmiistiir. Ayrica higbir tedavi grubunda ciddi yan
etki goriilmemistir (134).

1.4.4.2.2. Hafiza ve Beyin Fonksiyonlarina Etkisi

Alman arastirmacilar ALA’nin yash farelerde uzun dénemli hafiza {izerinde
pozitif etkileri oldugunu bulmuslardir. Heniiz geng¢ farelerde benzer yararlar
gosterilememistir. Arastirmacilar ALA’nin genel hafizay: diizeltmekten ziyade uzun
dénem hafiza bozukluklarinda etkili oldugunu gostermislerdir. Diger arastirmacilar
ALA’nin beyin dokularimi oksidatif hasardan koruduguna dair kanitlar bulmuslardir.
Rochester Universitesi medikal merkezindeki arastirmacilar Parkinson ve Huntington
hastaliklar1 gibi akut ve kronik norolojik bozukluklarin tedavisinde olast bir role

sahip olabilecegini belirtmislerdir (142). Parkinson Hastaliginin olusumu ve
ilerlemesinde; mitokondriler, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zarinda yer alan FR
ile meydana gelen oksidatif hasarin énemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Giicli
antioksidanlar ve bunlardan biri olan ALA dopa toksisitesinin etkili
blokerlerindendir. Hungtington hastaliginin patogenezinde oksidatif hasari suclayan



gicli  kanitlar bulunmaktadir. ALA, Huntington hastalikli transgenik fare
modellerinde yagam siiresini uzatmistir. Bu bulgular Huntington hastalarinda lipoik
asidin yararl etkilere sahip olabilecegini 6ne siirmektedir (145).

1.4.4.2.3. Ateroskleroza Kars1 Koruyucu Etkisi

Ateroskleroz; arterlerde plaklarin olusumu ile karakterize bir durumdur. FR
arteriyel kolesterol plaklarinda LDL (diisiik dansiteli lipoproteinler) birikiminin
oksidasyonu ile aterosklerozu meydana getirir. Caroline Universitesi’ nin yaptig1 bir
calismada bildircinlarin iki grubunda aterojenik diyet ile beslenerek aterosklerotik
lezyonlar olusturulmustur. Bu gruplardan birine lipoik asit verilmis ve kontrol
grubuna gore aterojenik lezyonlarda % 75 gerileme oldugu gosterilmistir.
Arastirmacilar ALA’nin, vitamin E’nin rejenarasyonunun ve LDL kolesterolun
oksidasyonunun oOnlenmesi ile ateroskleroza karst koruyucu oldugu sonucuna
varmiglardir (146).

1.4.4.2.4. inme ve Kalp Krizinde Etkileri

Alfa lipoik asidin; inme ve kalp krizlerinde yetersiz oksijenizasyona bagli
hasardan dokular1 korudugu gosterilmistir. Bilim adamlar lipoik asit ile tedavi edilen
hayvanlarda 6liim hizinin lipoik asit ile tedavi edilmeyenlerin yalnizca 1/3’i kadar
oldugunu tespit etmislerdir. Benzer ¢alismalarda kalp krizinden sonra 6liim ve doku
hasarinin 6nlenmesinde ALA nin rolii oldugunu bulunmustur (142).

1.4.4.2.5. Kansere Karsi1 Koruyucu Etkileri

Kontrolsiiz FR viicut boyunca ¢ogalip hiicre membranlarini, organlari ve
bagisiklik sitemini etkiler. DNA’y1 etkileyerek, kanser ve diger dejeneratif
hastaliklarin olusumuna neden olur (147). FR hiicre membranlarin1 bozdugu igin
hiicrenin fonksiyonel igeriginin hasarli membrandan sizmasina neden olur. FR maruz
kalan hiicrelerin DNA yapilari mutasyona ugrayarak kontrolsiiz ¢cogalir ve kanser
meydana gelir. ALA antioksidan 6zellikleri sayesinde kanser olusumunu azaltan bir
rol oynayabilir. Lipoik asit ayn1 zamanda kanser baslamadan 6nce kanser meydana
getirecek genetik programa sahip hiicreleri durdurma potansiyeline de sahiptir (148).

1.4.4.2.6. AIDS Tedavisindeki Etkisi

Bilim adamlart ALA’nin HIV-1 (insan immiin yetmezlik viriisii)’in ve
DNA’ya direkt baglanan diger virlislerin replikasyonunu engelleyebildigini
bulmuglardir (142). Almanya’ da yiiriitiilen bir ¢alismada arastiricilar vitamin C ve
glutatyon diizeylerinde dnemli azalmalar olan hastalara 14 giin giinde 450 mg lipoik
asit vermislerdir. Bu gozlemler kan peroksidasyon iiriinlerinde artma ve beyaz kan
hiicre sayilarinda diizelme ile uyumludur (149). Son bir ¢aligmada AIDS’li 12 kisiye
ALA verilmis, glutatyon diizeyleri % 100, vitamin C diizeyleri % 90, T4 hiicreleri %
66 artmistir ve oksidatif stres katilanlarin % 70’inde azalmistir (142). ALA’nin HIV
ile enfekte 11 hastali bir grupta antioksidan diizeylerini arttirdigi gosterilmistir.
Bunun temelinde ALA’nin antioksidanlari rejenere etme 6zelligi yatmaktadir (149).

1.4.4.2.7. Radyasyona Kars1 Koruyucu Etkisi

Alfa lipoik asidin radyasyona maruz kalma ile meydana gelen serbest radikal
hasarini azalttigimi gosteren Cernobil radyasyon kurbanlarini igeren Rus galigmasinin
sonuclar ilgingtir. 16 ¢ocuklu bir gruba 28 giin boyunca giinde 400 mg lipoik asit
verilmig, 12 c¢ocuklu kontrol grubuyla karsilastirildiginda radyoaktif izotoplarin
idrarla atilmasinda ve beyaz kan hiicrelerinde FR aktivitesinde azalmalar
goriilmiistiir (150).

1.5. Periferik Sinir Sistemi

1.5.1. Periferik Sinir Anatomisi

Periferik sinirler, omurilik 6n boynuzdaki motor noronlarin, dorsal
ganglionlardaki duyusal néronlarin ve sempatik ganglionlardaki sempatik noronlarin
bag doku ile ¢evrili olan akson denilen uzantilarindan olusan ve sonlandiklar1 hedef
organa gore motor, duyu ya da otonomik fonksiyonlar1 olan yapilardir (151). Sinir
sistemini fonksiyonel {initesi ndron denilen sinir hiicresidir. Her bir ndron perikaryon
veya soma denilen hiicre gévdesi, dendrit ve akson olmak iizere 3 kisimdan olusur.

Motor sinirlerin hiicre govdeleri omurilik 6n boynuzda, duyu sinirlerininki ise arka
kok ganglionlarinda bulunur. Hiicre govdesinde yerlesik reseptor gorevi yapan ¢ok
sayidaki sitoplazmik ¢ikintilara dendrit denir. Dendritler, ¢evreden gelen uyarilari
hiicre govdesine iletirler ve néronlar arasindaki iletisimi saglarlar. Sinir hiicrelerinin
perifer ile iletisimini saglayan uzanttya akson denir. Genelde her bir ndronun pek ¢ok



dendriti olmasmna karsin bir tane aksonu vardir (152, 153). Schwann hiicreleri
noéroektoderm kokenli olup periferik sinir sisteminin uydu hiicreleridir.  Akson
cevresinde yer alan konsantrik karakterdeki fosfolipid bir tabaka olan miyelin kilifini
sentezlerler. Miyelinli ya da miyelinsiz olsun, biitiin néronlarin aksonlar1 ucuca
dizilmis Schwann hiicreleri ile sarilmislardir (153). Biiyiik capli sinirlerin hemen
hepsi miyelinli iken, ¢apt 1 mikrometreden (um) kiiciikk aksonlar genellikle
miyelinsizdir. Miyelinli aksonlarinda miyelinsiz boliimleri vardir. Bu kisimlar, iki
Schwann hiicresi arasinda kalan bolge olan Ranvier bogumlari ve akson ¢ikis bolgesi
olan akson tepecigidir. Bu bolgeler sinir ileti hizi agisindan 6nemlidir. Ranvier
bogumlari, uyarmin sigrayict (saltatuar) sekilde iletimi ile ¢ok hizli taginmasini
saglar (151, 153). Bir sinirin miyelinli olmasi aksiyon potansiyelinin iletim hizini
arttirmaktadir (151).

Periferik sinir sistemi, santral sinir sisteminin disgina ¢ikan aksonlarin
olusturdugu periferik sinirler ile santral sinir sisteminin disinda ndronlarin toplu
olarak bulundugu ganglion adi verilen yapilar olusturur. Medulla spinalisten g¢ikan
otuz bir ¢ift spinal sinir ile beyin ve beyin sapindan ¢ikan on iki ¢ift kranial sinir ve
bunlarin dallan periferik sinir sistemini olustururlar. Periferik sinir sisteminde her bir
aksonu en distan endoneurium adi verilen ve bag dokusundan olusan bir yap1 sarar.
Perinerium denilen bag dokusu yapisindaki bir baska yap1 birkag yiiz aksonu sararak
fasikiiluslar1 olusturur. Epineurium birka¢ fasikiilusu distan sararak periferik siniri
olusturur (154).

Periferik sinirler efferent ve afferent sinirler olarak gruplandirilir. Afferent
sinirler reseptor organlardan gelen duyular santral sinir sistemine, efferent sinirler
santral sinir sisteminin olusturdugu motor cevaplar efektdr organlara iletirler (154,
155) Spinal sinirler medulla spinalise 6n ve arka kokler araciligi ile baglanirlar.
Kokleri olusturan liflere fila radicularia denilir. Bu koklerden 6nde bulunanina radix
anterior, arkada bulunanma radix posterior denilir. On ve arka kokler ganglion
spinalenin hemen diginda birlesip spinal siniri (truncus nervi spinalis) meydana
getirirler ve foramen intervertebraleden gecerek vertebral kanali terkederler. Kokler,
pia mater ve arachnoidea mater spinalis’in uzantilan tarafindan g¢evrelenmistir ve bu
zarlar spinal sinirin dura mater spinalis’i deldigi yere kadar uzanirlar. Spinal siniri
olusturan her bir kdk, dura mater spinalis’i ayr1 ayri1 deler (155).

1.5.2. Siyatik Sinir (Nervus Ischiadicus)

Viicuttaki en kalin sinirdir. Plexus sacralis’in devami seklinde olan nervus
ischiadicus, pelvisi foramen infrapiriforme’ den terkeder. Musculus piriformis’in alt
kenarindan uylugun alt 1/3’iine kadar uzanir, burada ug¢ dallar1 olan n. tibialis ile n.
Fibularis (peroneus) communis olmak iizere ikiye ayrilir. N. tibialis daha kalin olup
n. ischiadicus’ un devami seklinde goriiliir. N. ischiadicus gluteal bolgede
m. gemellus superior, m. gemeellus inferior, m. obtrator internus ve m. quadratus
femoris’in arkasinda, m. gluteus maximus’un On tarafindan gecer. Burada
n. cutaneus femoris posterior ve a. glutea inferior ile beraber seyreder. Uylukta m.
adductor magnus’un arkasinda ve m. biceps femoris’in 6niinde bulunur. M. biceps
femoris’in uzun basi, siniri yukaridan asagiya ve icten disa dogru arkadan carprazlar.
Plexus sacralis’in arka boliim liflerinden n. fibularis communis, 6n boliim liflerinden
ise n. tibialis olusur. Bu iki sinir birlikte, n. ischiadicus adi1 altinda fossa poplitea
yakinina kadar, bir kilifla sarili olarak uzanmir. Ancak fossa poplitea yakininda
birbirinden ayrilirlar. Ayak derisinin tiimii ile bacak derisinin biiylik kismina duyusal
lifler, uylugun arka tarafindaki kaslar ile bacak ve ayagin tiim kaslarina motor ve
duyusal lifler gonderir (155).

Rat siyatik siniri, pelviste 6n ve arka dallara ayrilan sakral pleksusun (5, 6 ve
kismen 4. lumbar sinirler tarafindan olusturulur) arka dalidir. Siyatik sinir devaminda
ise nerves tibialis, nerves common peroneales ve kollateral dallara ayrilir (156).



2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’ nde (FUDAM)
Frrat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan onay alindiktan sonra Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ile birlikte yapild
(23.12.2011/143).

2.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan en az 8 haftalik Wistar Albino cinsi erkek ratlar, Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Hayvanlar FUDAM
Hayvan Laboratuari'nda bulunduklari ortamin sicakligi 22-25 °C arasinda sabit
tutuldu. Hayvanlar 12 saat 151k altinda, 12 saat karanlikta takip edildi. Ratlar
havalandirma sistemi bulunan ve 6zel olarak hazirlanmis her giin altlar1 temizlenen
kafeslerde beslendi. Yemler 06zel c¢elik kaplarda, su paslanmaz c¢elik bilyeli
biberonlarda normal ¢esme suyu seklinde verildi. Deney hayvanlar1 Elazig Yem
Fabrikasi’'nda 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki rat yemlerinin 6zel celik
kaplarda verilmesiyle beslendi. Ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki
maddeleri Tablo 7’de belirtilmistir. Ratlarin deneysel ¢alisma yapilacak safhaya
kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.
Tablo 7. Deney hayvanlarina verilen rat yeminin terkibi

Bugday (%) 15

Masir (%) 10

Arpa (%) 27

Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2

Methionin (%) 0,2



DCP (%)** 1,6

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

**0% 18 fosfor, %25 kalsiyum, %0,2 flor’dan olusur.

2.2. Diyabet Indiiksiyonu

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

2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneysel calismalar, toplam 28 adet rat iizerinde gerceklestirildi. ilk agirlik
Olciimleri yapilarak agirliklar1 kaydedildi. Ratlar; kontrol (Grup 1), DM (Grup 1),
ALA (Grup IIT) ve DM + ALA (Grup IV) olmak iizere 4 gruba ayrildi.

1. Grup (n=7) kontrol grubu: 8 haftalik deney siiresince herhangi bir iglem
yapilmadi. Calismanin baslangicinda, 4. haftada ve sonunda diizenli bir sekilde
agirhik degisimleri ve kan glukoz diizeyleri kaydedildi.

2. Grup (n=7) DM grubu: Sodyum-sitrat tamponunda ¢oziilmiis 180 mg/kg
dozunda STZ i.p. olarak tek doz halinde verildi. 72 saat sonra kuyruk veninden
alinan kan orneklerinde glukoz seviyesi 250 mg/dl {izerinde olanlar diyabetik kabul
edildi. Calismanin baslangicinda, 4. haftada ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik
degisimleri ve kan glukoz seviyeleri kaydedildi.

3. Grup (n=7) ALA grubu: 8 haftalik deney siiresince hergilin oral gavaj
yoluyla 100 mg/kg ALA verildi. Caligmanin baglangicinda, 4. haftada ve sonunda
diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve kan glukoz seviyeleri kaydedildi.

4. Grup (n=7) DM+ALA: Sodyum-sitrat tamponunda ¢oziilmiis 180 mg/kg
dozunda STZ i.p. olarak tek doz halinde verildi. 72 saat sonra kuyruk veninden
alinan kan orneklerinde glukoz seviyesi 250 mg/dl {izerinde olanlar diyabetik kabul
edildi. Diyabet olusumunun ardindan 8§ haftalik deney siiresince hergiin oral gavaj
yoluyla 100 mg/kg ALA verildi. Caligmanin baglangicinda, 4. haftada ve sonunda
diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve kan glukoz seviyeleri kaydedildi.

2.4. Orneklerin Alinmasi

Tiim gruplardaki ratlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75mg/kg)
ve xylazine (10mg/kg) ip. uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan ratlarin beyin ve siyatik sinir dokular1 ¢ikarildi. Cikarilan
beyin ve siyatik sinir dokular1 biyokimyasal calisma igin -80C*’de saklandi.
Histolojik ¢alisma i¢in ise % 10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi.

2.5. Biyokimyasal Calisma

2.5.1. Kan glukoz diizeyleri

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

2.5.2. Dokularin Hazirlamasi

Dokular distile su ile sulandirilarak cam-cam homojenizatorde homojenize
edildi. 2500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatanti kullanildi.

2.5.3. Plazma Lipid Peroksidasyon Tayini

Malonildialdehit, Matkovics ve ark. (157) tarafindan modifiye edilen Placer
ve ark.’nm (158) yontemine gore Olciildii. Bu yontem lipid peroksidasyonunun
aldehit {irtinlerinden biri olan MDA’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu
temeline dayanir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve
¢Ozeltinin absorbanst 532 nm’de spektrofotometrik olarak Olgciilerek lipid

peroksidasyonunun derecesi saptanmaktadir.



2.5.4. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Tayini

Bu metotta SOD aktivite 6l¢limil ksantin- ksantin oksidaz sistemi ile iretilen
stiperoksit radikalinin nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgeyerek renk olusmasi
esasina dayanan Sun’un (159) bildirdigi metoda gore yapildi. Bu sekilde iiretilen
stiperoksit radikalinin NBT’yi indirgemesi 560 nm’de maksimum absorbans veren
mavi renkli formazon olusumu ile sonlanir.

2.5.5. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Tayini

Glutatyon peroksidaz aktivite diizeyi Lawrance ve Burk’in (160) yontemine
gore Olciildii. Hemolizattaki GPx, GSH’1 GSSG (Glutatyon disiilfid)’ye okside
ederken Cumenehidroperoksit kullanir. Renk ajam1 olarak 5,5-ditiyo-bis [2-
nitrobenzoik asit] (DTNB) soliisyonu ile karistirilmast sonucu hem kor hem de
orneklerde meydana gelen sar1 renk kompleksinin 412 nm’de spektrofotometre ile
okunmas1 sonucu belirlenir.

2.5.6. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi Aebi’nin (161) yontemine gore yapildi. CAT enzimi
hidrojen peroksiti (H,0,) yikarak su (H,0) ve oksijene (O,) doniistiirir.

2.5.7. Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi

Rediikte glutatyon diizeyi Sedlak ve Lindsay’in (162) tarif ettigi sekilde
belirlendi. Bu metot renk ajani olarak DTNB eklendiginde stilthidril gruplarinin
oldukca stabil sar1 renk olusturmasi temeline dayanan spektrofotometrik bir
yontemdir.

2.5.8. Plazma Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Plazma protein miktar1 Lowry (163) yontemine gore Olgiildii. Alkali bakir
tartarat ayiraci peptid baglan ile kompleks yapar. Her 7 veya 8 amino asit artigi 1
atom bakir baglar. Fenol ayiraci, bakir ile muamele edilmis karigima ilave
edildiginde mor- mavi renk sekillenir. Olusan renk spektrofotometrede 546 nm’de
okunur.

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 gegcirildi (Tablo 8). Daha sonra dokular parafin bloklara gémiildii. Bu

parafin bloklardan 5-6 Mm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen-

Eozin ile boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2)
incelenip fotograflandi.

Tablo 8. Histolojik takip serileri

Islem Siiresi
1 % 70 Alkol 2 saat
2 % 80 Alkol 1.5 saat
3 % 96 Alkol I 30 dakika
4 % 96 Alkol 1T 30 dakika
5 % 100 Alkol I 30 dakika
6 % 100 Alkol II 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol 1 15 dakika
9 Xylol 1T 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 Saat



12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat

13 Sert Parafin
l14  |Gomme

3 saat

2.7. Immiinohistokimyasal Cahsma

Beyin dokusunda Bax ve kaspaz 3 immiinreaktivitesinin belirlenmesi igin
Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Boyama metodu asagidaki
Tablo 9°da ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 9. Immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira Islem Siire

1 Xylol I 10 dakika

2 Xylol I 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) 3XS5 dakika

11 H,0O, 10 dakika

12 PBS 3XS5 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 ~ .oeeeerenne

Parafin bloklardan 5-6 IMIm kalmhginda alinan kesitler polilizinli lamlara

alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini onlemek i¢in H,O, ile muamele

edildi. Zemin boyasin1 engellemek i¢in Ultra V Block soliisyonu ile muameleden



sonra primer antikor ( Bax mouse monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, sc—
7480, California, USA; caspase 3 Rabbit polyclonal IgG, Abcam, ab2302, London,
UK) ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor uygulanmasindan sonra sekonder
antikor (biyotinli anti-mouse / rabbit IgG, Diagnostic BioSystems, KP 50A,
Pleasanton, USA), streptavidin horseradish peroksidaz ve 3-Amino—9-ethyl
carbazole kromojeni uygulandiktan sonra Mayer’s hematoksilenle zit boyama
yapildi. Negatif kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine phosphate
buffered saline (PBS) kullanildi, diger basamaklar ayni1 sekilde uygulandi. PBS ve
distile sudan gecirilen dokular uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar Novel N-800M mikroskobunda 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 10).

Tablo 10. immiinohistokimyasal boyanma yaygimliginin derecesi

Derece|Anlamm

0 Yok
+1 Az
+2 Orta

+3  [Siddetli

2.8. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindu.
Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza

giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo
11).

Tablo 11. 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 gevreleri sinirlayici kalem ile ¢izili. L
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3XS5 dakika
8 Endojen peroksit blokajt (% 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 3XS5 dakika
17 Distile su 5 dakika

18 Harris hematoksilen 1 dakika

19 Distile su 5 dakika

20 %80, %96 ve %100 etil alkol l'er dakika

21 Xylol 2X5 dakika



|22|Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris
Hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma
gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

Degerlendirilmesinde boyanmanin yayginligi esas alindi. TUNEL boyamanin
yaygimligi 0° dan +3’e kadar say1 ile semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 12).

Tablo 12. TUNEL boyama yaygimliginin derecesi
Derece|Anlanm

0 Yok
+1 Az
+2 Orta

+3  [Siddetli

2.9. Istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler igin SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for
Windows 21.0 programi kullanildi. Veriler ortalama+tstandart sapma (ort=SD) olarak
ifade edildi. Gruplar aras1 farkliligi karsilastirma igin one-Way ANOVA testi,
sonrasinda post-hoc Tukey testi kullanildi. P<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.



3. BULGULAR
3.1. Klinik Bulgular
Kontrol ve ALA gruplarina ait ratlarin viicut agirliklarinda deneyin 4. ve 8.
haftalarinda baslangica gore anlamh bir artig izlendi (p<0.05). DM ve DM+ALA
gruplarinda ise kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma izlendi (p<0.05)
(Tablo 13).
Tablo 13. Ratlarin Deney Siiresince Agirlik Degisimleri

Grup IGrup II Grup I  Grup v
(Kontrol) (DM) (ALA) (DM+ALA)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Baslangic vieut s gi44 2777431 29524435 20025123
agirhg (gr)
o - - b
?;:)afta vileut agirh@ly ) o1 6105 2811 £5.34° 336,445,820 20 TES3
. o - - b
g:)a' vileut  agirh@l ;o) 415580 275,.8 £4,76" 364,615,120 D023

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
‘ Ayni grupta ilk 6l¢iime gore son 6l¢iim karsilastirildiginda,

* Kontrol grubuna (Grup I) gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

3.2. Biyokimyasal Bulgular

3.2.1. Kan Glukoz Diizeyleri

Gruplandirilma sirasinda dlgililen kan glukoz degerleri 250 mg/dl {izerinde
olan denekler diyabet olarak kabul edildi. Deneyin 4. Haftasinda yapilan dl¢timlerle
yiiksek kan glukoz degerlerinin DM gruplarinda korundugu teyit edilerek calismaya
devam edildi. DM ve DM+ALA gruplarina ait ratlarin kan glukoz degerlerinde
deneyin 4. ve 8. haftalarinda baslangica gére anlamli bir artis izlendi (p<0.05).
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda DM ve DM+ALA gruplarina ait ratlarin kan
glukoz degerlerinde deneyin 4. ve 8. haftalarinda anlaml bir artig vardi (p<0.05).
Kontrol ve ALA grubu kan glukoz diizeylerinde ise deney siiresi boyunca anlamh
farklilik olusmadi (Tablo 14).

Tablo 14. Ratlarin Deney Siiresince Glukoz Degisimleri

Grup IGrup II Grup I Grup IV
(Kontrol) (DM) (ALA) (DM+ALA)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

Baslangic kan 94,40 + 2,90 93,51 £ 4,85 95,10+3,25 95,6+7,15
glukozu (mg/dl)

4. Hafta kan98,20=5.25 387,20 + 15,15 96,70+ 6,00 390,45 + 18,65
glukozu (mg/dl)

Final kan 96,20 + 5,50 415,40 + 12,85 95,30 £ 5,55 410,95 + 12,20™®
glukozu (mg/dl)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

’ Ayni grupta ilk dl¢lime gore son Sl¢iim karsilastirildiginda,
’ Kontrol grubuna (Grup I) gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

3.2.2. Oksidan ve Antioksidan Madde Diizeyleri
Alfa lipoik asidin ve diyabetin oksidatif sistemi etkileyen biyokimyasal
parametreler tlizerine etkileri Tablo 15°de verilmistir.
Tablo 15. Beyin dokusunda bakilan biyokimyasal parametreler
MDA CAT GPx GSH SOD (U/mg)
(nmol/g) (k/g) (U/g) (nmol/g)

Grup I

(Kontrol) 57,50+6.18  8,96+3,978 21,18+7,43 12,73+1,745 5,37+1,507
(n=7)

Grup II

(DM) 113,45+13,44 6,575+1,705 18,00+2,93 14,82+1,79 4,79+1,80



(n=7) a

Grup III 50,89+11,23 13,72+2,88 31,125+2,69 13,50+3,624 6,642+1,249
(ALA) be b ab c

(n=7)

Grup IV 76,426+6,723 8,28+1,008 30,50+2,39 11,210,688 5,00+,329
(DM+ALA) b ab

(n=7)

* Kontrol grubuna gore anlamlilik,
* DM grubuna gore,
° DM+ALA grubuna goére anlamlilik vardir, p<0.05

3.2.2.1. Malondialdehit Bulgular:

Yapilan analizlerde MDA degerlerinin DM grubunda kontrole gore
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli oranda artis oldugu (p<0.05), ALA
grubunda ise kontrole gore anlaml fark olugsmadigi fakat DM ve DM+ALA grubuna
gore anlamli olarak diisiik degerlere sahip oldugu gozlenmistir (p<0.05). DM+ALA
grubunda DM grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oranda
azalma oldugu (p<0.05) gozlenmistir.

3.2.2.2. Katalaz Bulgular:

Yapilan analizlerde CAT degerlerinde ALA grubunda DM grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli oranda artig oldugu izlenmistir.(p<0.05)

3.2.2.3. Glutatyon Peroksidaz Bulgulari

Yapilan analizlerde GPx degerleri ALA ve DM+ALA gruplarinda hem
kontrol grubuna hem de DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artis
oldugu izlenmistir. (p<<0.05)

3.2.2.4. Glutatyon Bulgular:

Yapilan analizlerde gruplar arasinda GSH degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gozlenmemistir.

3.2.2.5. Siiperoksit Dismutaz Bulgular1

Yapilan analizlerde gruplar arasinda SOD analizinde ALA grubunda
DM-+ALA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis izlenmistir.

3.3. immiinohistokimyasal Bulgular

3.3.1. Bax Immiinreaktivitesi

Bax immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 151k
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; Bax immiinreaktivitesi kontrol ve ALA
gruplarimda +1 yayginhiginda goézlendi (Sekil 6, 7). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DM grubunda Bax immiinreaktivitesinde belirgin bir artis vardi
ve +3 yaygmhiginda oldugu goriildii (Sekil 8). ALA’nin tedavi olarak verildigi
DM+ALA grubunda ise DM grubuna goére Bax immiinreaktivitesinde belirgin
azaldig1, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve +2 olarak degerlendirildi (Sekil 9).

&



Sekil 6. Kontrol grubuna ait beyin dokusunda +1 yayginliginda Bax

immunreaktivitesi

Sekil 7. ALA verilen ruba ‘ aitbeyi dokusunda +1 yaylnlgmda Bax
immunreaktivitesi

Sekil 8. DM grubuna ait beyin dokusunda +3 yaygmliginda Bax
immunreaktivitesi
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Sekil 9. DM + ALA grubuna ait beyin dokusunda +2 yayginliginda Bax
immunreaktivitesi

3.3.2. Kaspaz 3 Immiinreaktivitesi

Kaspaz 3 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; Kaspaz 3 immiinreaktivitesi kontrol ve
ALA gruplarinda +1 yaygmhigimnda gozlendi (Sekil 10, 11). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DM grubunda Kaspaz 3 immiinreaktivitesinde belirgin bir artis
vard1 ve +3 yaygmliginda oldugu goriildii (Sekil 12). ALA’nin tedavi olarak verildigi
DM+ALA grubunda ise DM grubuna gore Kaspaz 3 immiinreaktivitesinde belirgin
azaldigi, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve +2 olarak degerlendirildi (Sekil

13).

Sekil 10. Kontrol grubuna ait beyin dokusunda +1 yayginliginda Kaspaz 3

immunreaktivitesi
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Sekil 11. ALA verilen gruba ait beyin dokusunda +1 yaygmliginda Kaspaz 3

immunreaktivitesi

Sekil 12. DM grubuna ait beyin dokusunda +3 yayginliginda Kaspaz 3
immunreaktivitesi
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Sekil 13. DM + ALA grubuna ait beyin dokusunda +2 yaygmliginda bax
immunreaktivitesi

3.4. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol ve ALA
gruplarinda +1 yaygmhginda gozlendi (Sekil 14, 15). Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda TUNEL pozitifligi DM grubunda +3 yaygmliginda oldugu
goriildi (Sekil 16). ALA'nin tedavi olarak verildigi DM+ALA grubunda ise DM
grubuna gore belirgin azaldigi, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve +2 olarak
degerlendirildi (Sekil 17). Negatif kontrolde TUNEL pozitifligi saptanmadi1 (Sekil
18). Pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanildi (Sekil 19).

Sekil 14. Kontrol grubuna ait beyin dokusunda +1 yaygmliginda TUNEL pozitif
hiicreler
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Sekil“ 15. ALA verilen gruba ait beyin dokusunda +1 yayginliginda TUNEL pozitif

hiicreler

Sekil 16. DM grubuna ait beyin dokusunda +3 yaygimliginda TUNEL pozitif hiicreler

Sekil 17. DM + ALA grubuna ait beyin dokusunda +2 yayginliginda TUNEL pozitif
hiicreler



Sekil 18. TUNEL negatif kontrol

oo : i

b d
o
.

< B

Sel.(il 19. TUNEL poxitif kontrol meme dokusu

3.5. Siyatik Sinir Histolojik incelemeleri

Ratlarin siyatik dokularindan 2 adet farkli seviyeden 2 mm kalinliginda
kesitler alindi. Doku 6rnekleri mikrodalga 1simimi yardimiyla kimyasal fiksasyona
maruz birakildi. Bu doku 6rneklerinden 2’ser adet parafin kesit alindi. Kesitlerden

birine hematoksilen-eozin boyamas1 yapilarak fiksasyon kalitesi degerlendirildi. 2
kesit Weil’in metodu literatiirde belirtildigi gibi konvansiyonel sartlarda ve
mikrodalga 1s1nim1 yardimiyla boyandi (164).

Dokularin histolojik incelemesinde kontrol grubunda miyelin kilifta belirgin
bir kayip gozlenmedi (Sekil 20). Miyelin kaybinin DM grubunda kontrol, ALA ve
DM+ALA gruplarima gore daha fazla oldugu goriildii (Sekil 21). ALA grubunda
kontrol grubuna gore belirgin bir farklilik gozlenmedi (Sekil 22). DM+ALA
grubunda ise miyelin kaybinin kontrol ve ALA gruplarina gore fazla oldugu ancak
DM grubuna gore daha az yogunlukta oldugu izlendi (Sekil 23).



Sekil 21. Siyatik Sinir DM Grubu



Sekil 22. Siyatik Sinir ALA Grubu
TS ¥ O

Sekil 23. Siyatik Sinir DM+ALA Grubu

4. TARTISMA

Diabetes melitus insiilin salinimindaki ya da aktivitesindeki bozukluga bagl
olarak gelisen hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir (1). DM nin
patofizyolojisinde bozulmus insiilin salmimi ve insiilin direnci rol oynar. Insiilin
direncinin gelismesinde genetik faktorler ve inflamatuar fakorler, serbest yag asitleri,
hiperglisemi gibi cevresel faktdrler etkilidir. Insiilin reseptdr ve insiilin reseptor
substrat 1 (IRS-1) polimorfizmi, beta 3 reseptor geni ve uncoupling protein (UCP)
gen mutasyonlar1 bilinen genetik nedenlerdir (165). DM, karbonhidrat, lipit ve
protein metabolizmasin1t da etkileyerek mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlarin olusmasina neden olur (2, 4). Hiperglisemi dort ana mekanizma
ile diyabetik komplikasyonlara yol agmaktadir. Bu mekanizmalar; poliol yolunun
aktivasyonu, hiicre icinde AGEs olusumunun artmasi, PKC aktivasyonu ve
heksozamin yolunun aktivasyonudur (36). DM kronik bir hastalik oldugundan
diyabetik insanlardaki uzun dénem incelmeleri ¢ok zaman alacagi i¢in deneysel
diyabet modelleri olusturularak ¢caligmak daha avantajlhidir (166).



Alfa lipoik asit; enerji iiretimi ve metabolizmada yer alan mitokondriyal
enzimlerde bir kofaktor olarak gorev yapan, dogal olarak viicutta sentezlenebilen bir
bilesiktir. ALA agil grubu tasiyicisi olup iki elektron tasimakla gorevlidir.

ketoglutarat dehidrogenaz ile PDH olarak bilinen iki multienzim kompleksi i¢inde
yer alir (138).

Alfa lipoik asit antioksidan molekiiller arasinda tektir, c¢linkii hem rediikte
hem de okside formlart koruyucu etkiye sahiptir. Bununla beraber ALA’nin
rediiksiyonu ile olusan DHLA, ALA’dan daha ¢ok antioksidan &zellige sahiptir.
Yalniz DHLA endojen antioksidanlari rejenere eder ve oksidatif hasar1 tamir ederken
hem DHLA hem de ALA metal selasyonu ve ROS’u uzaklastirabilme yetenegine
sahiptir. ALA Fe+2 ve Cu+2 selasyonu ile antioksidan aktivite gosterirken, DHLA
Cd+2 selasyonu da yapabilir (134). DHLA ayni zamanda tokoferolun bulundugu
mikrozomal lipid peroksidasyonuna karsi koruyucudur. Bu sistemde DHLA direkt
olarak tokoperoksil radikallerini indirgeyebilir. Ultraviyole (UV) 1sinina maruz kalan
lipozomlarda tokoperoksil radikalinin DHLA’nin varlifinda indirgendigi tespit
edilmistir (167). DHLA’nin antioksidan aktivitesinin yaninda prooksidan 6zelligi de
vardir. Vitamin E ve vitamin C’ye benzer sekilde ALA’nin prooksidan aktivitesi,
muhtemelen transizyon metallerin rediiksiyonuna aracilik etmektedir. Diger
antioksidanlarla  kombinasyonunda DHLA’nin  ubisemiquinonu ubiquinale,
semidehidroaskorbati askorbata ve GSSG’yi GSH’ye rejenere ettigi bilinmektedir
(168). ALA aymi zamanda vitamin E’yi rejenere eden vitamin C ve glutatyonu
etkileyerek membranlart korur. Diyabet, iskemi-reperflizyon hasari, katarakt
olusumu, HIV aktivasyonu, sinir dejenerasyonu ve radyasyon hasari gibi oksidatif
stres modellerinde ALA verilmesinin yarar saglayabilecegi gosterilmistir (141).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, DM nin, SSS islevlerinde ¢esitli aksakliklara
sebep oldugunu ortaya koymaktadir (10). Oksidatif stres, vaskiiler fonksiyon
bozuklugu ve AGEs birikimi gibi olaylar diyabetin serebral komplikasyonlarinin
patogenezinde rol oynamaktadir (5, 6).

Diyabet ve komplikasyonlarinin patogenezinde rol oynayan artmis oksidatif
stresin kaynagi olarak; kronik hiperglisemiye sekonder glukozun otooksidasyonu,
sorbitol yolunun aktivitesi ve bu yolda NADPH tiiketimi, proteinlerin progresif
glikolizasyonu ve sonunda AGEs olusumu, hipergliseminin yol actig1 ps6dohipoksi
hali, PKC’nin aktivasyonu, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan
metabolik stres gibi ¢esitli mekanizmalar gdsterilmistir (169, 170).

Diyabete bagli olusan ekstraseliiler hipertonik stresi dengelemek i¢in hiicre
intraseliiler sorbitol birikimini arttirarak intraseliiler osmolariteyi arttirir. Sorbitol
birikimi aldoz rediiktaz aktivitesini arttirir ve intraseliller miyoinositol ve taurin
miktarinda diisiise sebep olur. Miyoinositol miktarinda azalma intraseliiler
fosfoinositid sinyalizasyonuna yol agar. Taurin azalmasi inhibitorii oldugu PKC
aktivitesinde artisa sebep olur. Aldoz rediiktaz aktivitesi sonucu glukozun sorbitole
doniisiimii NADPH’ nin NADP’ye oksidasyonu ile glutatyon rediiktaz ile ger¢eklesen
antioksidatif savunmay1 kisitlar. Sonuc¢ olarak tim bu degisiklikler siiperoksid
anyonu, hidroksil radikali gibi FR arttirip, detoksifikasyonu azaltarak oksidatif doku
hasarina sebep olur (75, 76). Yapilan ¢alismalarda AGEs ve FR’nin PKC’yi aktive
ettigi gosterilmistir. Aktive olan PKC’nin, vaskiiler kan akimini, damar
permeabilitesini, hiicre dis1 matriks bilesenlerini ve hiicre biiylimesini etkileyerek
vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde rol aldigi one siiriilmektedir (171).
Sorbitolun kendisi bir doku toksini gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati, noropati,
katarakt, nefropati ve kalp hastalif1 patogenezinde rolii oldugu disiiniilmektedir
(172).

Diyabetteki oksidatif stres aldoz rediiktaz aktivitesi sonucu glukozun sorbitole
doniigsmesi, glutatyon, taurin ve NADPH nin azalmasi, glukoz otooksidasyonu ve
SOD ile GPx aktivitesinin azalmasi sonucu olusur (79). Antioksidan enzimler
icerisinde SOD enziminin serbest oksijen radikallerine kars1 savunmada ilk basamak
olabilecegi ve hiicreler ya da organizmalar oksidatif strese maruz kaldiginda hemen
indiiklenebilecegi diistintilmektedir (173). Tip 1 ve tip 2 diyabetlilerde plazma SOD
ve CAT aktivitelerinin énemli 6l¢iide azaldigr bildirilmistir. Bununla birlikte, bazi
calismalar diyabetik hastalarla saglikli kisiler arasinda antioksidan durum agisindan
onemli fark olmadigin1 gostermistir (174). Kontrol grubuna gore tip 2 diyabetlilerde



SOD aktivitesinin arttigini, CAT aktivitesinin ise azaldigini iddia eden ¢aligmalar da
vardir (175). Yaptigimiz ¢calismada gruplar arasinda SOD analizinde ALA grubunda
DM+ALA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis izlenmistir. Katalaz
aktivitesinde ise ALA grubunda DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda
artis oldugu izlenmistir (p<0.05).

Tip 1 ve 2 diyabetlilerde eritrosit ve plazmada GSH ve GPx aktivitelerinin
azaldig1 gosterilmistir (107). Li ve ark.’nin (176) yapmis oldugu ¢alismada ratlarda
deneysel olarak olusturulan diyabetik kardiyomiyopati modelinde ALA verilmesiyle
miyokart mitokondrilerinde md-SOD aktivitesi ve GSH seviyesinde artis ile oksidatif
streste baskilanma izlenmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada beyin dokusunda bakilan
GSH analizlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Ancak GPx degerleri ALA ve DM+ALA gruplarinda hem kontrol
grubuna hem de DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artig
gostermistir (p<0.05).

Pek c¢ok calisma diyabetik komplikasyonlar ve lipid peroksidasyonu
arasindaki iliskiyi ortaya koymustur (177).

Diyabette membranlarda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin doymamis
baglar1 FR reaksiyona girip peroksidasyona neden olabilir. Ilk 6nce yag asidi
hidrojen ve kendi {iizerinde birer elektron kalacak sekilde pargalanmir ve lipid
radikalini olusturur. Lipid radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksid
radikalini olusturur. Lipid peroksid radikali de diger doymamis yag asitleriyle
reaksiyona girer. Boylece zincirleme bir reaksiyon baglamig olur. Ayrica lipid
peroksidler ortamdaki hidrojen atomlar1 ile de reaksiyona girerek lipid
hidroperoksidleri de olustururlar (177). Lipid peroksidler daha sonra MDA ve 4-
hidroksi nonenal gibi yikim {iiriinlerine doniigiirler. Bu yikim iiriinleri de DNA veya
proteinlerle reaksiyona girebilir ve mutajeniktirler. MDA lipid peroksidasyonunun
siddetiyle orantili olarak artar, ancak spesifik degildir (178). Lipit peroksidasyonun
gostergesi olan hidroperoksitler her iki tip diyabette de yiikselir (179). Ayrica
hiperglisemik ortamda glikozilasyona ugrayan proteinler ROS olusumuna neden
olmaktadir (50).

Wang ve ark.’nin (180) yapmis oldugu ¢aligmada ALA tedavisi alan diyabetik
ratlarin renal hiicrelerinde azalmis MDA igerigi ve artmig SOD aktivitesi
saptanmistir. Ayrica mitokondrial membran potansiyel bozuklugunun ve Ca+2’nin
indiikledigi mitokondrial sismenin azaldig1 tespit edilmistir. Yaptigimiz caligmada
MDA degerlerinin DM grubunda kontrole gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli oranda arttig1 (p<0.05), ALA grubunda ise kontrole gore anlamli fark
olusmadigr fakat DM ve DM+ALA grubuna gore anlamli olarak azaldigi
gbzlenmistir (p<0.05). DM+ALA grubunda DM grubuna gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oranda azalma oldugu (p<0.05) gézlenmistir.

Sundaram ve ark.’nin (181) yapmis oldugu ve c¢ok sayida hastanin
degerlendirilmesi agisindan 6nemli olan, 467 tip 2 diyabet hastainn dahil oldugu bir
caligmada, hasta plazma ve eritrosit lipid peroksidasyonlarinin anlamli olarak
yiikseldigi bulunmustur. Giardino ve ark. (182) hiicre i¢ci AGEs olusumu ile lipid
peroksidasyonu arasinda siki bir iliski oldugunu, lipid peroksidasyonunun 6nlenmesi
ile AGEs olusumunun da 6nlendigini bildirmislerdir.

Yapmis oldugumuz calisma; ALA’nin MDA seviyesini azaltip, CAT, GPx ve
SOD seviyelerini arttirarak osidatif stresin sebep oldugu hasar1 engelledigini
diistindiirmektedir

Apoptozis dongiisii islevini iki esas mekanizma ile goriir. Birincisi “caspase”
yolu, ikincisi ise mitokondri disfonksiyonu ile tanimlanan organel disfonksiyonu
yoludur. Bcl-2 ailesi ve tiyeleri, mitokondri diizeyinde islev goren ve apoptoziste cok
onemli rol oynayan molekiillerdendir (120). Kaspazlar, apoptoziste hiicreyi
pargalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan enzimler olarak
bilinirler. Apaf-1’in indiiksiyonu, mitokondriden sitokrom ¢ salinmasiyla gerceklesir.
Apaf-1’in oligomerizasyonu, kaspaz-9 monomerlerinin biraraya gelmesini saglar.
Boylece aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3’ii aktiflestirir. Ayrica mitokondriden salinan
AIF bazi iniikleazlar1 aktiflestirerek DNA degredasyonuna neden olurlar (121).

Tip 1 diyabetik hayvanlarda neokorteks, hipokampus, arkuat ve
ventromediyal ¢ekirdek ve prefrontal korteks noronlarinin yogunlugunda belirgin bir



azalma olustugu belirtilmistir (45, 46). Deneysel diyabet olusturulan hayvanlarda
beyin ve medulla spinaliste noronal atrofi, subkortikal alanda ve beyin sapinda
lezyonlar, = aksonal  dejenerasyon,  glikojen  birikimi,  ensefalomalazi,
demiyelinizasyon, glial hiicrelerde hasar olusumu gibi degisiklikler olustugu
bildirilmistir (41-44). In vivo ve in vitro ¢aligmalar, s6z konusu ndron kayiplarinda
apoptozisin 6nemli rol oynadigim gostermektedir. Tip 1 DM’de noéronal yogunlugun
azalmasinin DM’ nin siiresi ile ilgili oldugu bildirilmistir (46).

Artmig ROS, Kaspaz-3 aktivitesini arttirarak ve Bcl-2 gen eskpresyonunu
azaltarak apoptozis mekanizmasinda gorev alir (183).

Sun ve ark.’nin (184) yapmis oldugu ¢aligmada aralikli ytiiksek glukoza ve
stirekli yliksek glukoza maruz kalan Schwann hiicrelerinde apoptozis gelistigi ve
ALA tedavisiyle Bax ekspresyonu, sitokrom-c ve AIF translokasyonunda azalma
olurken Bcl-2 ekspresyonunda artis oldugu izlendi. ALA tedavisi alan grupta
Schwann hiicrelerinde azalmis Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 aktivitesi ve PARP (poly ADP
ribose polymerase) bdliinmesinde azalma izlenmistir. Bu bulgular ALA’nin Schwann
hiicrelerindeki apoptozisi oksidatif hasar1 azaltarak ve mitokondrial yolu inhibe
ederek azalttigini gostermistir.

Li ve ark.’nmin (185) yapmis oldugu ¢alismada 1-methyl-4-phenylpyridinium
(MPP+), ve norotoksik metaboliti olan 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) nin PC12 noéronlar1 denilen dopaminerjik ndéronlar1 tahrip ederek insanlarda
ve kobaylarda Parkinson hastalig1 benzeri semptomlar olusturdugu ve ilk 1 saatte
ALA verildiginde ALA’nin mitokondrial membran gegcirgenligini ve intraseliiler
ROS seviyesini azaltarak apoptozisi 6nledigi tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada, farelerin beyin korteksinde yapilan TUNEL, Bax ve
Kaspaz-3 immiinohistokimyasal incelemelerinin sonucunda; DM grubunda apoptotik
hiicre sayisinda kontrol grubuna gore belirgin bir artis oldugu gozlenmistir.
ALA+DM grubunda DM grubuna gdre anlamli1 bir azalma oldugu goriilmiistiir. ALA
grubunda ise kontrol grubuna benzer sekilde bulgular elde edilmistir.

Diabetes Mellituslu hastalarin yaklasik olarak % 50’sinde diyabetik ndropati
gelisir. Metabolik ve iskemik faktorlerin beraber etkilesimi ile ndropati gelistigi
disiiniilmektedir. Hiperglisemi metabolik yollarin kullanimini arttirir. Bu yollardan
biri proteinlerin non-enzimatik yolla glikolizasyonudur. Olusan bilesikler hiicre
icinde ve yapisal proteinlerde kalict fonksiyonel hasara neden olur. Bu yolla
glikolizasyona ugrayan proteinlere AGEs adi verilir. Glikolize proteinlerin damar
duvarinda birikimi sonucu nitréz oksit aktivitesinde azalma olusur (186).
Hiperglisemi durumunda glukozun sorbitol yolu ile fruktoza ve sorbitola
cevrilmesinin bir sonucu olarak hiicrede miyoinozitol diizeylerinde azalma ve bunun
sonucunda da Na-K ATPaz enzim aktivitesinde diisme oldugu gozlenmistir ki bu
enzim aktivitesi sinir iletim hiz1 i¢in 6nem tagimaktadir (187). Hiperglisemi vaskiiler
direnci artirarak endondral hipoksiye neden olur. Hipoksi Na-K ATPaz aktivitesini
azaltip aksonal iletimi bozarak sinir ileti hizinda yavaslamaya neden olur (188).

Reaktif oksijen tiirevleri ve oksidatif stres, norotrofik destegi direkt veya
indirekt yolla bozarlar. FR endotelyumda birikerek nitréz oksit inhibisyonuna ve
Schwann hiicrelerinde apoptozise aracilik ederek periferik sinir lifi kaybina neden
olur. Oksidatif stres, glukozun aldoz rediiktaz ile sorbitol olusumunu hizlandirip,
SOD, GPx eksikligine yol acar. Hiperglisemide aldoz rediiktaz enzim aktivitesinin
artmasi ile GPx eksikligi meydana gelir ve sonug olarak FR olusumu artar (186).

Freokjeer ve ark.’nin (189) yapmis oldugu ¢aligmada uzun siiredir tip 1 DM’li
olan hastalarin korteksinde sensoriyel alanlarda incelme oldugu tespit edilmis ve bu
incelmenin diyabetiklerdeki periferal noropatinin altta yatan sebeplerinden
olabilecegi diisliniilmiistiir.

Arastirmacilar ALA’nin noropatiyi geri dondirebildigini, glukoz kullanimina
yardimcit  oldugunu bulmuslardir (141). Bununla beraber ALA’nin sinir
hiicrelerindeki FR hasarin1 6nledigi diisliniilmektedir (143). Almanya’da yiiriitiilen
cift kor, plasebo kontrollii, randomize, cok merkezli bir ¢alismada 63 tane periferal
noropatili Tip 2 diyabet hastasinin % 85’inde intravendz giinlik 600 mg lipoik asit
verildikten 3 hafta sonra semptomlarda belirgin azalma oldugu goriilmiistiir.
ALA’nin gastrointestinal sistemde iyi absorbe edildigi goéz Oniinde tutulursa oral
dozda da benzer sonuglar beklenecegi ongoriilmiistiir (143). Bir Mayo kurulugsunun



calismasinda ALA verilen hastalarin bir ay sonra kan dolagiminin normallestigi, ayni
zaman da sinir iletiminin gelistirdigi bulunmustur (141).

Yaptigimiz ¢alismada, ALA’ nin deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarin
siyatik sinirleri tiizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Histolojik incelemeler
sonucunda diyabet olusturulan ratlarin siyatik sinirlerinde miyelin kilif kaybi
izlenmis olup tedavi verilen gruplarda miyelin kaybinin daha az oldugu gézlenmistir.
Bu durum ALA’nin DM’nin olusturdugu periferik sinir hasarn iizerine koruyucu
etkisi oldugunu diistindiirmiistiir.

Sonug olarak ALA’nin hem santral hem de periferik sinir sistemi hiicrelerinde
oksidatif stresi azaltmak suretiyle apoptozisi ve oksidatif hasar1 engelleyerek
noroprotektif etki olusturdugu diisliniilebilir. Ancak bu bulgularin yapilacak yeni
calismalarla desteklenmesi gereklidir.
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