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OZET
Arastirmanin amaci, streptozotozinle (STZ) deneysel olarak diyabet

olusturulmus sicanlarin, aclik kan glikoz degerlerine, eser element diizeylerine,
ogrenme ve bellekleri lizerine, propolisin etkilerini arastirmaktir.

Calismada 51 adet, erkek, Sprague Dawley cinsi sigan kullanildi. Bellek ve
o0grenme degerlendirmeleri i¢cin dort hafta boyunca, sicanlara 8 kollu labirent
uygulamalar1 yapildi. Calisma; kontrol (K) (n=14), STZ uygulanan (STZ) (n=12),
STZ uygulamasindan dnce propolisin verilen (P+STZ) (n=12), STZ uygulamasindan
sonra propolis verilen (STZ+P) (n=13) grup olmak tiizere tasarlandi.

(Calismada latent (gizil) 6grenme, kisa ve uzun siireli bellek hatalari, bellek
gorevi i¢in harcanan zaman degiskenlerine odaklanildi. Ayrica, aclik kan glikoz
diizeylerine, agirlik degisimlerine, serumdaki iz elementlere ve oksidatif stres
diizeyindeki enzim aktivitelerine bakildu.

Arastirmanin bulgularina gore, STZ grubunda aclik kan glikoz seviyesinin
diger gruplara gore yiiksek degerlere sahip oldugu, propolis uygulamasi ile aglik kan
glikoz diizeylerinde diisiis oldugu belirlendi. STZ grubundaki si¢anlarda, viicut
agirliklarinda azalma belirlendi. Ayrica; Zn®" diizeylerinde, propolis uygulanan
gruplarda, anlamli bir artisin oldugu goriildii. Diger iz elementler ve oksidatif stres
enzim aktiviteleri agisindan, gruplar arasinda herhangi bir farklilik bulunmadi. Bellek
degerlendirmelerinde, en fazla kisa siireli bellek hatasin1 STZ grubundaki siganlarin
yaptig1, en fazla uzun siireli bellek hatasini ise P+STZ grubundaki siganlarin yaptigi
goriildii. En az kisa siireli ve en az uzun siireli bellek hatasini, STZ+P grubundaki
sicanlar gosterdi. Ayrica, sadece STZ uygulanan diyabetik si¢anlarin, labirentte daha
fazla zaman harcamalarina ragmen daha az sayida toplam kol ve dogru kola girdigi
belirlendi. Ancak, propolis uygulanan gruplarin, kontrol grubuna yakin degerlerde
toplam kola girdigi ve girdikleri dogru kol sayisinin da kontrole benzer degerlerde

oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Ogrenme, Bellek, Propolis, Streptozotosin, Sekiz Kollu

Labirent
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ABSTRACT
EFFECT OF PROPOLIS ON LEARNING AND MEMORY OF
STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETIC RATS

Purpose of this study was to investigate effects of propolis application on
learning and memory of diabetic rats exposed to streptozotosin (STZ). The study was
conducted for four weeks by using radial maze with eight arms and included 51 male
Sprague Dawley rats.

The study included four experimental groups; control (C) (n=14), STZ
application (STZ) (n=12), STZ exposure after propolis application (P+STZ) (n=12)
and propolis application after STZ exposure (STZ+P) (n=13).

The study focused on latent learning rate, short-term (STMF) and long-term
memory failure (LTMF) rates, and duration for memory tasks. In addition, fasting
blood glucose level, change in weights, plasma trace element levels and oxidative
stress indicators were investigated.

According to the findings of the study, fasting blood glucose levels of STZ
group were higher than the other groups and propolis application decreased the
glucose levels. Weight lost was also determined in the STZ group. Plasma Zn"?
levels of the rats exposed to propolis were higher than the other groups while there
were no differences between groups in terms of other trace element and oxidative
stress indicator levels. The most frequent STMF was in the STZ group while the
most frequent LTMF was in the P+STZ group. The least frequent STMF and LTMF
were in the STZ+ P group. Furthermore, the STZ group entered less number of total
and correct arms in spite of their staying for longer time in the maze. The rats
exposed to propolis entered similar number of total and correct arms with control

group rats in similar time interval.

Key Words: Diabetes, Learning, Memory, Propolis, Streptozotocin, Radial Maze
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1. GIRiS

Ogrenme olayr deneyimler sonucu bilginin kazamlmasi iken, bellek elde
edinilen bilgilerin saklanmas1 olarak agiklanabilir. Ogrenme ile gelisen davranislar
kisinin gevresiyle iliskilerini belirlerken, bellek kisinin kimligini olusturur. Insanlarn
o0grenme ve bellek kazanimlarina olumsuz yonde etki eden hastaliklar mevcuttur. Bu
hastaliklardan biri de diyabettir (1).

Insiilin salmimindaki yetersizlik, hiicrelerde insiiline duyarsizlik veya her
ikisininde olmasiyla karakterize olan diyabet, bozulmus glikoz homeostazi
sonucunda hiperglisemi ile sonuglanir. (1-3). Bu hastaligin periferik sinir sistemi ve
merkezi sinir sistemde norolojik komplikasyonlara sebep oldugu bilinmektedir.
Streptozotozin (STZ) kullanilarak diyabet olusturulan siganlarda, sinirlerde
dejenerasyon meydana gelmekte ve Ozellikle O0grenme ve bellegin olustugu
hipokampus ve serebral korteks gibi beyin alanlarinda sinir hasarlar1 olusmaktadir
3).

Hipokampus glikoz homeostazindaki degisikliklere karst olduk¢a duyarlidir.
Insiilin eksikligi veya insiilin direnci sonucu bozulan glikoz homeostazinda,
hipokampusta sinaptik baglanti olugsmalar1 bozulmakta ve buna paralel olarak
ogrenme ve bellek olaylarinda aksamalar olmaktadir (4).

Propolis, arilarin ¢esitli bitkilerden topladigi re¢inemsi madde olup, uzun
yillar boyunca, insanlar tarafindan degisik hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir.
Son yillarda yapilan calismalarda, propolisin bir¢cok 6zelliginin yani sira, pankreasin
insiilin saliniminda gorev yapan beta (B) hiicrelerinin hasarini engelledigine dair
arastirmalar yapilmistir (5).

Amacimiz; diyabete bagli olarak gelisen doku ve ndrodejeneratif hasarlara
bagli olarak, 6grenme ve bellek olusumlarindaki olast bozulmalara karsi, propolisin

etkilerini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DIYABET
Diabetes mellitus, kisaca diyabet, insiilin sekresyon yetmezligi, insiilin
aktivite bozuklugu veya her ikisinin sonucunda da olabilen hiperglisemi ile

karakterize metabolik bir hastaliktir (2, 3, 4, 6).

2. 1. 1. Diyabetin Siniflandirilmasi

Amerikan Diyabet Birligi (ADA) 2010 yilinda diyabeti; Tip 1, Tip 2,
gestasyonel diyabet ve diyabetin diger formlar1 seklinde siniflandirmistir. Insanlar
arasinda en fazla goriilen formlar1 Tip 1 ve Tip 2 diyabettir (7).

Diyabetin bu iki formunda kan glikozunun diizeyi, uzun siire kontrol altinda
tutulamadigi i¢in, ¢esitli sistemlerde komplikasyonlar gelisebilmektedir (8).
Diyabetin siiresine ve metabolik kontrol kalitesine gore degisen komplikasyonlar,
gozler, bobrekler, kalp, kan damarlar1 ve néronlar iizerine etki edebilmektedir (2, 3,
9).

Ayrica son yillarda, diyabetin, Alzheimer ve bunama hastalif1 i¢in risk
faktorii oldugunu gosteren ve bellegin olustugu hipokampus ve serebral korteks gibi
beyin bdlgelerinde norodejeneratif hasarlar yaptigina dair deneysel bulgular

gosterilmistir (3, 4).

2.1.1. 1. Tip 1 Diyabet

Otoimmiin bozukluklar veya viral enfeksiyonlar sonucunda pankreasin f
hiicrelerinin hasarlanmasiyla olusan diyabetin Tip 1 formu, insiilin yetersizligi ve
kronik hiperglisemi ile karakterizedir (8, 10). 18 yas ve altindaki gen¢ bireylerin
%350-60"1nda goriilen ve kronik bir hastalik olan diyabetin Tip 1 formu, diyabetlilerin
%5-10"nu olusturur (4, 7). Diyabet hastalarinin tanisinda; insiiline, B hiicrelerine,
glutamikasit dekarboksilaza (GAD) ve tirozin fosfatazlara karsi otoantikorlar
saptanmustir (7).

Tip 1 diyabet de kendi iginde otoimmiin kaynakli ve idiyopatik olarak
siiflandirilir. Otoimmiin kaynakli antikorlarin, bir veya daha fazlasina sahip olan

kisiler Tip 1A olarak siniflandirilmistir. Tip 1A hastalarinda, plazma insiilin ve C



peptid diizeyleri ¢ok diisiik veya tespit edilemez diizeydedir. Halbuki daha ¢ok Asya
ve Afrika kokenlilerde goriilen idiyopatik veya TiplB diyabetli hastalarda,
otoimmiin antikorlar saptanmamakla birlikte, bu tip hastalarda insiilinopeninin
patogenezi hala agiklanamamaistir (2).

Tip 1 diyabetli hastalarda, B-hiicre yikim hiz1 oldukca degiskendir. Ozellikle;
bebek ve ¢ocuklarda hizli, yetiskinlerde ise yavastir. Cocuk ve ergenlerde, hastaligin
ilk belirtisi ketoasidozdur. Enfeksiyon ve stres durumlarinda, hiperglisemi veya
ketoasidoz daha da artmaktadir. Bu kisilerin yasamlarini siirdiirebilmeleri, ekzojen
insiilin alimlarina baghdir (7).

Cocuk ve adolesan yaslarda, hastalarda en ¢ok gozlenen belirtiler, poliiiri,
polidipsi, kilo kaybi, halsizlik ve yorgunluktur. Diyabet gelismis hastalarda, kalori
kaynag1 olan glikozun idrar yolu ile kaybi, lipolize neden olmakta ve subkutan yag

dokusunun azalmasiyla, kilo kayiplar1 gézlenmektedir (10).

2.1.1. 2. Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet, diyabetli hastalarin %90 ile %95’inde goriiliir. Diyabetin bu
formu, instiline duyarl hiicrelerdeki reseptorlerin, instiline direnci ile karakterizedir
(7). 40 yasin iistiinde daha fazla goriilen Tip 2 diyabette, insiilin salgilanmas1 normal
ya da normalden daha fazladir ancak hiicrelerin insiiline cevabinda azalma
olmaktadir. Bu nedenle, kontrol altina alinamayan yiiksek kan glikozu, uzun siireli
cesitli  komplikasyonlarin olusmasina sebep olmaktadir (11). Bu hastalarda
ketoasidoz spontan olarak goriiliir ve diger hastalik durumlarinda artig gosterebilir
(2). Tip 2 diyabet gelisme riski yas, hareketsizlik ve obezite ile artig gosterir (12).

Tedavi icin hastalara ila¢ tedavisinin yani sira, diyet ve egzersiz

programlarinin da fayda sagladigi bilinmektedir (7).

2. 1. 1. 3. Gestasyonel Diyabet ve Diyabetin Diger Formlar

Gestasyonel diyabet, gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve gebelikten sonra
sonlanan diyabettir. Yani; onceden diyabet olan kadinlarin hamileligi boyunca
kullanilan bir ifade degildir (2).

B hiicrelerinde genetik kusurlar, kimyasal ilaclar, gecirilen enfeksiyonlar,
pankreasin ekzokrin hastaliklar1 gibi ¢esitli faktorler, tanimlanan diyabet formlari

disinda, diyabetin ¢ok degisik formlarinin goriilmesine sebep olabilirler (2, 7).



2.2. DIYABETIN TANISI

Diyabet tanisi i¢in bireylere Bozulmus Glikoz Tolerans1 (BGT), Bozulmus
Aclik Glikozu (BAG), Oral Glikoz Tolerans Testleri (OGTT) ve glikozillenmis
hemoglobin A, testleri uygulanir (2, 13).

2. 2. 1. Bozulmus Glikoz Toleransi, Bozulmus Achk Glikozu ve Oral Glikoz
Tolerans Testi

Bozulmus Glikoz Tolerans1 (BGT), kan glikoz seviyesinin normalin iistiinde
fakat diyabetin olusmadigi durumlar i¢in kullanilan bir terimdir. Oral Glikoz
Tolerans Testleri (OGTT) ile desteklenen BGT, diyabet tanisinda kullanilabilir.
Bununla beraber biitiin BGT gosteren kisilere kesin diyabet tanis1 konmaz ancak bu
kisilerin diyabete yakalanma riski oldukea yiiksektir (2, 14).

Oral Glikoz Tolerans Testi, sabah saatlerinde uygulanir. OGTT 6ncesi 3 giin
herhangi bir diyet ve egzersiz kisitlamas1 yapilmamalidir. Test uygulanacak kisi 10—
16 saat arasinda aclik durumunda olmalidir. Hasta su icebilir ancak test siiresince
sigara igmemelidir. Ac¢lik kan 6rnegi alindiktan sonra kisiye 75 g (¢cocuklarda 1,75
g/kg) anhidréz glikoz ¢ozeltisi verilir. Bu ¢ozelti, 75 g glikoz 150 ile 300 ml su
i¢inde ¢oziildiikten sonra 5 dakika igerisinde tiiketilmelidir. Kisiden 2 saat sonra kan
ornegi aliir. Herhangi bir hastalik veya enfeksiydz durumu var ise test sonuclar
degerlendirilirken hesaba katilmahidir (2, 15, 16).

Bozulmus Aglik Glikozu (BAG); aglik durumundaki kan glikozunun normale
nazaran yiiksek olma durumudur. BGT veya BAG bulunanlarda glikozillenmis
hemoglobin miktar1 normal veya hafif yiiksek olabilir. BAG’da aclik kan glikozu
vendz kanda 100 mg/dl ile 125 mg/dl arasinda goriilmektedir. Diinya Saglk
Orgiitii’niin (WHO) 6nerisi BAG gosteren hastalara OGTT yapilmasidir. Boylece bu
hastalarin BGT veya diyabet olup olmadiklarini belirlemek miimkiin olacaktir (2).

BGT, obez kisilerde obez olmayanlara gore daha sik gorilir. BGT
hiperinsiilinemi (insiilin fazlalig1l) ve insiilin direnci ile karakterizedir. BGT
olusumuna ¢esitli ilaglar, genetik hastaliklar da yol agabilir. Bu nedenle BGT, normal

glikoz toleransi ile Tip 2 diyabet arasindaki ge¢is donemini temsil eder (2).



Tablo 2. 1. Diyabetin teshis kriterleri ve gliseminin iligkili evreleri, (2).

Kapiller Tam Venoz Kanda
Kanda Glikoz Glikoz
Teshis Kriterleri
Konsantrasyonu Konsantrasyonu
(mg/dL) (mg/dL)
Diyabet
Aclik >110 >126
2 saat postglikoz >200 >200
Bozulmus Glikoz Toleransi
Aclik <110 <126
2 saat postglikoz 140-199 140-199
Bozulmus A¢hk Glikozu
Aclik X 100-125
<140 <140
2 saat postglikoz veya veya
<200 <200

2. 2. 2. Hemoglobin A;. (HbA;.) seviyeleri: Diyabet teshisi i¢in HbA.
seviyelerinden de yararlanilmaktadir (17). Uluslararas1 Klinik Biyokimya Dernegi
(IFCC) tarafindan, HbA1'm B-zincirinin N-terminal (valinin) amino grubuna glikoz
baglanmasi ile olusan dayanikli yapt HbA,. olarak tanimlanmistir (18). HbA,.
diyabet taramalarinda kullanilan etkin ve kullaniglt bir yontemdir. Eger bireylerin

HbA . degerleri % 5,6’ya esit ya da biiyiikse, ilerde diyabet olma riskleri yiiksektir

(17).

Tablo 2. 2. HbA |, ile ortalama glikoz degerleri arasindaki iliski, (18).

HbAlc (%)

9 | 10

11 | 12

Ortalama plazma glukoz(mg/dl)

135

170 | 205

240 | 275

310 | 345




2.3. PANKREAS

Omurgalilarin tek insiilin kaynagi olan pankreas, hem sindirim hem de glikoz
homeostazindan sorumludur (2). Endokrin, ekzokrin ve kanal hiicre tiplerinden
olusan biiyiik, bilesik bir bezdir (2, 8). Insanlarda midenin kaudalinde ve
gastrointestinal kanala gore karacigerin karsi tarafinda yer alan pankreas, 60 ila 170
g. agirhiginda, 13 ila 25 cm uzunlugunda, yapraga benzer, lobiillerden olusan yapiya
sahiptir (2). Bas, boyun, govde ve kuyruk olmak {izere dort boliimden olusmaktadir.
Basi, duodenum kavsine uzanir. Kuyruk kismi dalak ve sol bobrege dokunmaktadir.
Boyun ve govdesinin 6n yiizii periton ile kaphdir (2, 8, 19, 20).

Wirsung kanali olarak da bilinen pankreas kanali, pankreas boyunca yatay
olarak uzanir. Bu kanal pankreasin ekzokrin fonksiyonunda gorev alan asiner
hiicrelerinden sindirim enzimlerini alan biiyiik bir kanaldir. Sindirim enzimleri, safra
kanal1 ile birlestigi yer olan Ampulla Vateri’de (Oddi sfinkteri) duodenuma bosaltilir.

Sindirim enzimleri karbonhidratlari, proteinleri ve yaglari sindirir (2).

Inferior v. cava B e

Aort
Hepatik
Portal Ven : \

Safra

Ampulla Vatcn "\"br £ )
0Oddi Sfinkteri

Duedonum / Siiperior
Stperior Mezenterik Arter
Mezenterik Ven

Sekil 2. 1. Pankreasin yapisi.



Pankreasin endokrin fonksiyonu ise Langerhans adaciklar1 tarafindan
yiiriitiiliir. Bu adaciklar pankreasin kuyruk kisminda bas ve gévdeye gore daha bol
bulunurlar. Insanda 1-2 milyon kadar adacik hiicresi bulunmaktadir (19).

Pankreas, c¢olyak ve iist mezenterik arterlerce beslenir ve pankreastan kan
portal ven yolu ile uzaklastirilir. Ayri bir kilcal damar ag1 da asiniis ve adaciklari
besler (20).

Pankreasa vagus sinirinin dallar1 ulasir ve pankreastaki kolinerjik sinirlerle
kavsak yaparlar. Sempatik sinirler ise iist mezenterik ve ¢olyak arter aglarindan

gelerek pankreasin kan damarlarinda daralmaya sebep olurlar (20).

2. 3. 1. Ekzokrin Pankreas

Pankreasin biiyiik bir kismini olusturan ekzokrin pankreas, asiner hiicrelerden
olusur. Sindirim enzimleri, asiner hiicrelerden sentezlenir (2). Bu hiicreler salgi
yapan hiicreler olup, salinan enzimlerin tekrar hiicrelerarast alana geri gegisini
engelleyen siki1 baglant1 kompleksleri ile birbirlerine baglanmislardir (21).

Asiner hiicreler piramit seklindedirler ve ¢cok sayida zimogen graniilleri ihtiva
ederler. Zimogen graniillerinden proteaz, amilaz, niikkleaz ve lipaz gibi sindirim
enzimleri salinir. Besin ¢esidine bagli olarak salinan bu enzimler inaktif proenzim
olarak iiretilirler. Sindirim kanalina girdikten sonra enterokinaz enzimi ile aktif hale
gecerler. Sindirim enzimleri, pankreas kanali (Wirsung kanali) boyunca gegip, Oddi
sfinkterinden duodenuma tasmirlar. Kanal boyunca, kanal hiicrelerinden bol

miktarda sodyum bikarbonat salgilanir (2, 8).

2. 3. 2. Endokrin Pankreas

Pankreasin Langerhans adaciklarindan olusan kismudir. Ilk kez 1869 yilinda
Alman Hekim Paul Langerhans tarafindan bulunmustur. Pankreasin her tarafina
dagilmis ¢ok sayida hiicre kiimeleridir. Salgilarin1 kana verirler (2). Pankreatik
kitlenin %?2’sini olusturur (20). Adaciklardaki hiicreler morfolojilerine ve boyanma
ozelliklerine gore dort tiptir. Pankreastaki adacik kitlesini ¢esitli oranlarda temsil
eden bu hiicrelerin; %70-80 beta (B) hiicreleri, %15-20 alfa (a) hiicreleri, %5 delta
(0) hiicreleri, %1 pankreatik peptit (PP) veya gama (y) hiicreleridir (2, 19).



Ayrica, hassas immiin boyama teknikleri ile tiirlere gore cesitlilik gosteren
diger adacik hiicrelerinde, yine tiirlere gore cesitli hormon ve peptitlerin salindig

gosterilmistir (22).

2. 4. INSULIN

Ik kez 1921 yilinda Banting ve Best tarafindan pankreas dokusundan izole
edilen insiilin, glikoz metabolizmasinin 6nemli hormonal diizenleyicisidir (23).
Kesfinden kisa bir siire sonra saflastirilmamis formu, pankreast ¢ikarilmis
kopeklerde ve diyabet hastalarinda kullanilmistir. Pankreastaki  hiicreleri tarafindan
tiretimi, depolanmasi ve kontrollii sekresyonu s6z konusudur. [ hiicrelerinin
otoimmiin hasarina bagli olarak insiilin sentezindeki siddetli azalma veya eksiklik
Tip 1 diyabete, insiiline karsi diren¢ veya yetersiz insiilin reseptorleri ise Tip 2
diyabete sebep olmaktadir (2).

Insiilin glikoz hemostazisinden sorumlu oldugu kadar, yag ve protein

metabolizmasinin diizenlenmesinde de rol oynar (24).

2. 4. 1. Insiilinin Yapis

Insiilin, disiilfit kopriileriyle birbirine baglanmis iki aminoasit zincirinden
olusur. A ve B zincirleri denen bu kisimlar, A zinciri 21 ve B zinciri 30 aminoasit
olmak iizere 51 aminoasitten meydana gelmektedir (25, 26). iki peptit zinciri
arasinda; CysA7 ile CysB7 ve CysA20 ile CysB19 arasinda disiilfit kovalent baglari
bulunmaktadir. Ayrica ayni zincirinde CysA6 ile CysAll arasinda da disiilfit bag

bulunmaktadir. insan insiilininin molekiil agirlig1 5808 daltondur (25).

LC- TR N N - S - I

Sekil 2. 2. Insan insiilin molekiilii, (27).



2. 4. 2. Insiilinin Biyosentezi

Insiilin sentezini uyarmak i¢in az miktarda glikoz konsantrasyonu (2—4 mM)
yeterlidir (2). Plazma glikozu 50 mg/dl altina indiginde insiilin sentezi hemen hemen
hi¢ olmazken, en yiiksek insiilin cevabi ise plazma glikozunun 300 mg/dl seviyesinde
gerceklesir (20). Insiilinin biyosentez hiz1, besinler, nérotransmitterler ve hormonlar
gibi birgok faktor tarafindan kontrol edilir (2).

Insiilinin sentezi, 11. kromozomda yer alan insiilin geninin translasyonu ile
baslar (28). Ilk olarak 110 aminoasitten olusan inaktif preproinsiilin yapilir (29).
Bunun 24 aminoasit uzunlugundaki kismi sinyal peptididir. Sinyal peptit,
sentezlenmekte olan preproinsiilinin graniilli endoplazmik retikulum (GER)
liimenine dogru hareket etmesini saglar. Hidrofobik rezidiilerden zengin olan sinyal
peptidindeki SRP (sinyal tanima peptidi), GER {izerindeki SRP reseptoriiyle birlesir
ve GER liimenine gegis hizlanir. GER igerisindeki sinyal peptidaz ile 24 aminoasitlik
kisim ayrilir ve proinsiilin olugur. Proinsiilin, amino terminal B zinciri, karboksi
terminal A zinciri ve C peptidinden olusur. Endoplazmik retikulum igerisinde bir¢cok
0zel peptidazla karsilasan proinsiilinden C-peptit kismi ayrilir. Proinsiilin ATP
bagimli yolla cis-golgiye klatrin kapli vezikiillerle tasmir. A ve B zincirleri Zn*"

varliginda siki kristaloid yapiy1 olustururlar (20, 25, 30, 31, 32, 33, 35).

Sinwval dizisi B zinciri

s s
s 5 A
v ¥ A——C-ter preproinsiilin
S S A zincin
C zinciri

Sinyal
dizisi
/
B zinciri

N-ter-
5 s
s s S
= = A C-ter proinsiilin
$ $ A zinciri
C zincmi

B zinciri

N-ter:

Sekil 2. 3. Insiilin olusum basamaklari, (34).
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Saglikli sicanlar {izerinde yapilan calismalarda, proinsiilinin biiyiik bir
kisminin sekretuvar graniillere yonlendirildigi goriilmistiir. Ancak aclik halinde, ¢ok
az bir kistm proinsiilinin ve C-peptidin dolagimda bulundugu ¢esitli tekniklerle
gosterilmistir.  Proinsiilin,  insiilinden = daha yavas olarak  dolasimdan
uzaklagtirllmaktadir. Bunun nedeni ise; insiilin reseptoriiniin proinsiiline daha az
duyarli oldugudur (2).

Onceleri proinsiilinin katlanmasina yardim ettigi diisiiniilen C-peptidin farkli
dokularda da fonksiyonlarinin oldugu goriilmiistiir. Ornegin; renal fonksiyon
tizerinde glikoz kullanimini artirict etkisi, insiiline bagimli diyabette otonom sinir
fonksiyonunu iyilestirici ve insiilin sekresyonunu dogrudan etkiledigi yapilan

caligmalar arasindadir (2).

2. 4. 3. Insiilinin Salgilanmasi

Asirt miktarda karbonhidrat varliginda,  hiicrelerinden salgilanan insiilin,
glikozun oncelikle karaciger ve kaslarda glikojen seklinde depolanmasini saglar.
Glikojen seklinde depolanmayan glikozun fazlasi, yaga cevrilerek yag dokusunda
depo edilir. Beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasinin ana kontrolii kandaki glikoz
konsantrasyonundaki artma ise de bazi besinler, hormonlar da insiilin salgilanmasini

artirabilirler (8, 36,).

Tablo 2. 3. Insiilin salgisin1 arttiran veya azaltan faktorler (8).

Insiilin Salgisini Artiranlar Insiilin Salgisini Azaltanlar
Artmis kan glikozu Azalmis kan glikozu
Artmis kan amino asitleri Aclik

Artmis kan serbest yag asitleri Somatostatin
Gastrointestinal hormonlar Alfa adrenerjik aktivite
(gastrin, kolesistokinin, sekretin, Leptin

gastrik inhibitdr peptit)

Glukogon, biiylime hormonu, kortizol
Parasempatik uyari

B adrenarjik uyar

Insiiline direng

Siilfoniliire bilesikleri
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Insiilinin salgilanmas1 olay1 kisaca sdyle aciklanabilir:

1.Glikoz, insiilinden bagimsiz glikoz tasiyict (GLUT 2) ile pankreasin B hiicresine
alinir.

2. Glikoz, glikokinaz ile fosfatlanir ve glikoz—6-fosfat olusur.

3. Glikoz—6-fosfat katabolize olur ve piruvat olusur.

4. Piruvat mitokondride sitrik asit dongiisiine katilir ve ATP olusur.

5. Hiicre icinde ATP miktarmin artmasiyla ATP’ye duyarli K kanallar1 kapanir ve
hiicre zar1 depolarize olur.

6. Zarin depolarizasyonu sonucu ekstraseliiler Ca®" iyonlar1 hiicre igine geger ve

olgun insiilin tagiyan graniillerin ekzositozunu saglar (37, 38).

Gfikoz
. \

Glikoz-6-fosfat

3 )2
l."f--\"'\ E' :I-f. '
.l f AR —?"cfff._ Insiilin
duyarh € —K* ADP! 5 @ Yoo
K kanallar1  -7onv . j
Ca
! j
Depolarizasy sony-
4 ““«-_—l_(__l_) I
C‘a2+
Voltaja bagh
Kalsiyum
Kanallan

Sekil 2. 4. Insiilinin salinmasi, (38).
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2. 4. 4. Insiilinin Etki Mekanizmasi

Insiilinin hiicrede etki gosterebilmesi icin, reseptdriine baglanmasi gerekir.
Reseptor, tek bir mRNA’dan sentezlenir ve yaklasik 300.000 molekiil agirliginda bir
zar proteinidir (20). Birbirine disiilfit kopriileriyle baglanan, iki alfa ve iki beta alt
{initesinin bir araya gelmesiyle olusan tetramerik yapiya sahiptir (39). iki alfa alt
birim hiicre disinda bulunur ve ligand baglanan bolgelere sahiptir, iki beta alt iinite
ise hiicre i¢inde bulunur ve sitoplazmaya dogru uzanir.

Omurgasizlarda tek tip insiilin reseptorii bulunurken, omurgalilarda ii¢ farkl
reseptor tipi tanimlanmustir: Insiilin reseptdrii (IR), insiilin benzeri biiyiime faktorii

reseptorl (IGF-IR) ve insiilin reseptoriiyle iliskili reseptor (IRR) (39).

Elcstraseliiler
Alfa alt tnitesi  __
(Hormon
Baglanan Bolge) ' ’
N . .
| |
Beta alt iinitesi —— &
(ATP baglanan ve - L
Tirozin Kinaz |
_B B
Balgesi)
Sitoplazma

Sekil 2. 5. Insiilin reseptdriiniin yapist, (38).

Insan insiilin reseptdrii 19. kromozom iizerinde bulunan 120 kb uzunluga
sahip 22 eksonlu bir gen tarafindan kodlanmaktadir. 1985 yilinda yapilan
calismalarda, 5kb’lik insan insiilin reseptorii c¢DNA’smnin izolasyonu ve
karakterizasyonu, tahmini insan insiilin proreseptoriiniin alt birimlerinin sirasiyla
1343 ve 1355 aminoasitten olustugunu agiklanmistir. Biiyiikliikteki farkliligin IR alfa
alt lnitesinin C terminal ucundaki 12 aminoasitlik bir par¢anin eklenmesi ya da
¢ikarilmast sonucu olustugu bulunmustur (39). IR geninin ekson-intron

organizasyonu lizerine yapilan c¢aligsmalarda, bu 12 aminoasitlik bdlgenin 36 bp’lik
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ekson 11 tarafindan kodlandigini1 belirtmektedir. Bu durum, iki IR izoformunun
olugsmasina neden olmaktadir. Bunlar; IR-A (ekson 11 icermeyen) ve IR-B (ekson 11
iceren) izoformlaridir. IR-A, insiilin benzeri biiyiime faktorii-II’ye yiiksek affinite
gosterirken, IR-B insiilin benzeri biiylime faktorii-II’ye yiiksek affinite gdstermez.
IR-A ekspresyonu, embriyonik hayatta Ozellikle fetal gelisim ve biiyiime igin
onemlidir. Bununla beraber IR-B ekspresyonu ise, ozellikle yetigkin yasaminda,
insiilinin metabolik faaliyetinde gorev alir (39).

Insiilin reseptorii tirozin kinaz reseptoriiniin bir alt ailesindendir. Tirozin
kinazlarin kendini fosforile etme Ozellikleri vardir. Ligand baglanmadigi zaman
inaktif halde bulunurlar (40). B hiicrelerinden sentezlenen insiilin, hedef hiicresindeki
reseptoriin alfa alt iinitesine baglanir. Insiilinin reseptdriine baglanmasi, B alt
tinitelerinin karsilikli fosforilasyonunu indiikler ve iki f alt {initesini birbirine yakin
hale getirir. Bunu B alt {initesinin tirozin kinaz ile otofosforilasyonu takip eder.
Fosforilasyonun gergeklesmesi ii¢ smifa ayrilan uyarlayici proteinler {iizerine
etkilidir. Bu protein siniflari; insiilin reseptor substratlari (IRS), shc proteini ve APS
(associate protein substrate) proteinini icerir. IRS proteinleri fosforile oldugunda,
hiicre membranindaki inozitol fosfolipidlerin  fosforilasyonu katalizlenir.
Fosfaditilinozitol (3, 4, 5)-trifosfat (PIP3), PIP3 bagimli kinazlar (PDK) ve protein
kinaz B (PKB)’nin aktivasyonu olur (20). Protein kinaz B, Aktl ve Akt2 genleri
tarafindan kodlanan bir proteindir. Protein kinaz B’nin uyarisi hiicre i¢inde ¢esitli
proteinlerin aktivitelerini etkilemektedir (40). Insiilinin etkisiyle, fosfoinozitit3-kinaz
(PI3K) ve PKB yolu aktive olarak basta glikoz metabolizmasi olmak {izere hiicre
dongiisli, apoptozis, DNA tamiri, biliylime gibi hiicrenin yasamsal faaliyetleri
diizenlenir (40, 41).

She proteinleri insiilinin, biiyiime ve mitojenik aktivitesini diizenleyen
MAPK  (Mitogen-activated  protein  kinases) yolagi ile baglantilidir.
Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolu ile devam ederler (20). Okaryotik hiicrelerin
timiinde mevcut olan bu proteinler, hiicre membranindan c¢ekirdege bilgi
aktarilmasinda 6nem tasirlar. Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim kaskadlari,
embriyogenezis, yasama, c¢ogalma, diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin

diizenlenmesinde rol oynar (40).
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Insiilin, kas ve yag dokusundaki hiicre membranlarma glikoz tastyicist
GLUT-4’tin baglanmasini indiiklemektedir (19, 20). Bu islem IRS/PI3K sinyal
yolunu ve APS uyarlayici protein bagimli yolu gerektirmektedir. APS uyarlayici yol
kiigiik bir GTPaz yolunu aktive eder (20).

Insiilin etki mekanizmasinin sonlanmasi énemli konulardan biridir. Sonlanma
mekanizmasi {i¢ yolla olabilir. Ilki, reseptdr aracili endositoz ve yikict yollar
tarafindan kendi reseptoriiniin down regiilasyonunu tesvik etmesidir. ikincisi, insiilin
tarafindan aktive edilen ¢esitli serin/treonin protein kinazlar sonugta IR ve IRS
proteinlerini inaktive ederler. Ugiincii bir mekanizma ise sitokin sinyalinin
baskilayict proteinlerinin aktivasyonunu kapsar ve bunun sonucunda, IR ve IRS

proteinlerinin diizeyi veya aktivitesi azalir (20).

Tasuumasi

£

ADP Gikoz N
Tirozip kinaz'||| tasmvicilan

Glikoz-6-fosfaf
MAPK Posfnrﬂas‘f-'nn kaskach
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Mitojenik DWA Transkrpsivon Protein Lipit Clikejen  Metabolik
sentezi fakidrleri senteri sentezi SENLETL

Sekil 2. 6. Insiilinin etki mekanizmasi, (43).

Onceden yapilan ¢aligmalarda beynin insiilinden bagimsiz bir organ oldugu
diisiiniiliiyordu. Ancak yapilan c¢alismalarda ndronlarda ve astrositlerde insiilin

reseptorleri eksprese edilmistir.

2. 4. 5. Beyindeki Insiilin Reseptorleri
Insiilinin, merkezi sinir sisteminde enerji homeostazisi, iireme, ndronal

canlilik ile 6grenme ve bellek gibi anahtar siirecler iizerine etki ettigine dair
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calismalar bulunmaktadir (36, 43). Beynin 6zel bolgelerinde, insiilin reseptorlerinin
bulunmasi, insiilinin merkezi sinir sisteminde de rol oynadigini diigiindiirmiistiir. (36,
44).  Insiilin reseptorleri ilk kez 1978°de ligand otoradyografi yontemiyle merkezi
sinir sisteminde belirlenmistir. Beyinde ¢ok genis bir alana yayilan insiilin
reseptorleri, olfaktor siskinlik, hipotalamus, serebral korteks, serebellum ve
hipokampusda yogunlagsmistir (42, 45).

Merkezi sinir sisteminde, insiilin reseptoriiniin alfa ve beta alt {initelerinin
molekiil agirliklari, periferdekinden farkli olarak daha diisiik bulunmustur (46).
Merkezi sinir sisteminde sinyal iletiminin baglamasi i¢in, kan beyin bariyerindeki
kan akimindan ayrilan insiilinin, reseptoriine ulasmasi gerekmektedir. 1960’larda
Margolis ve arkadaslari, periferal insiilinin uygulanmasi sonucunda, serebrospinal
stvida, insiilin diizeylerinin arttigin1 gostermislerdir. Bunun sonucunda da insiilinin
kan-beyin bariyerini gecebildigini iddaa etmislerdir (42).

Son zamanlarda yapilan calismalar, periferal olarak uygulanan insiilinin
%1’inden daha azmmin kemirgenlerin merkezi sinir sistemine ulasabildigini
gostermektedir. Kan beyin bariyerini gegen insiilin miktar tiirler arasinda ¢ok biiyiik
farkliliklar ve degiskenlikler gostermektedir (42).

Diyabet durumunda, digsardan insiilin alinmast sonucu, merkezi sinir
sistemine ulasan insiilin miktar1 artmaktadir. Sonug olarak; insiilin, reseptor aracili
tasima mekanizmasi yardimiyla, kan beyin bariyerini asarak merkezi sinir sistemine
ulagsmaktadir. Merkezi sinir sisteminde de, 6grenme ve bellegin olustugu beyin
bolgelerinden biri olan hipokampusta, néronlarin glikoz ihtiyacinin saglamaktadir
(36).

Yetigkin memeli beyninde iki c¢esit insiilin reseptorii bulunmustur. Bu
reseptorler sinyal iletimi bakimindan benzer olmakla birlikte molekiiler agirliklar:
bakimindan farklidirlar. Glial hiicrelerde periferal tipteki IR bulunurken, néronlarda
ise daha disiik agirhikli IR bulunmaktadir (36). Bu beyine ozgii IR, farkh
glikolizasyonun sonucu olusan diisiik molekiil agirlikli IR-A izoformudur.

Beyindeki insiilin reseptorlerinin biligsel fonksiyonlar1 diizenledigi ve
insiilinin  eksikligi ya da insilin direncinin olustugu durumlarda, zihinsel

performansta azalmaya sebep oldugu belirtilmektedir (47).



2. 4. 6. Glikoz Tas1yic1 Proteinler

Glikoz hidrofilik bir molekiil oldugundan hiicre membranindan diflize olamaz
ve bir tastyiciya gereksinim duyar (48). Glikoz tasiyici proteinler ailesinin iki gesidi
bulunmaktadir. Bunlar sodyum-glikoz es tasiyicilari (SGLTs) ve sodyumdan
bagimsiz glikoz tasiyict proteinler (GLUT)’dir. Sodyum-glikoz es tasiyicilari tek
katl epitelin apikal membranlarinda yerlesir ve glikozun epiteller arasi taginmasini
saglarlar (20). GLUT ise glikozun kolaylastirilmis difiizyonunu saglamaktadir.
Bilinen yedi cesit glikoz tasiyici protein bulunmakla beraber, cesitli dokulardaki ve

organlardaki dagilimlari da farklilik gostermektedir (49).

Tablo 2. 4. Kolaylastirilmis glikoz tastyicilari izoformlari, (49).

Glikoz Tastyicilart

Etki Bolgeleri

GLUT 1 (55 kDa)

Eritrositler, kan-doku bariyerleri

Beyin; kan- beyin bariyeri

GLUT 1 (45 kDa)

Mast hiicreleri, bazal tasiyici

Beyin; glia, noronlar, koroid pleksus, ependim hiicreleri

Karaciger, bobrek, pankreas

GLUT 2 Beyin; astrosit
Plasenta, sperm, platelet,
GLUT 3 Beyin; Noronlar
Kalp, kas, yag dokusu
GLUT 4 Beyin; serebellum, hipokampus ndronlari
Ince bagirsak, makrofajlar, sperm
GLUT 5 Beyin; mikroglia
GLUT 6 Pseudogen
Karaciger, bobrek,
GLUT 7 Beyin; astrosit

GLUT 1-2-3 insiilinden bagimsizken, digerleri insiilin bagimli reseptorlerdir.
GLUT 1 insan eritrositlerinin membraninda bulunan 6nemli bir proteindir. Ayni

zamanda, endotel hiicreleri, kapiller damarlara yakin glial hiicre uzantilari, ependim
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hiicreleri, koroid pleksus ve sirkiimventrikiiller yapilardan olusan kan doku
bariyerinde de yogun olarak bulunmaktadir (50). Ayrica GLUT 1 embriyonik
dokularin baslica glikoz tasiyicisidir (49).

GLUT 3, serebral noronlar tarafindan eksprese edilen en etkili néronal glikoz
tagtyicisidir. GLUT 3, glikoza GLUT 1’den daha fazla affinite gostermektedir. Her
iki tastyic1 da merkezi sinir sisteminde ayni anda etki gostererek sinir hiicreleri igin
enerji saglar (50). GLUT 3 ayrica plasenta, sperm ve insan plateletlerinde eksprese
olmaktadir (49). GLUT 2 ise glikoza diisiik affinite gosterir ancak glikoz
konsantrasyonundaki genis araliginda degisim orana gore, glikozun hiicreye girigine
izin verir (50). Ayrica, GLUT 2 ince bagirsak, bobrek ve pankreatik beta hiicrelerinin
bazolateral yiizey membraninda lokalizedir (49). GLUT 2, beynin farkli bolgelerinde
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve glia hiicreleri tarafindan eksprese edilir (50).
GLUT 5, fruktoz tasiyicisidir. Beyinde mikrovaskiiler endotel hiicrelerde ve
mikroglialarda bulunur. Kas ve yag hiicrelerinde bulunan GLUT 4, insiiline
bagimlidir ve insiilinin etki mekanizmasi periferdeki kas ve yag hiicrelerine etki
ettigi bicimdedir. Son yapilan calismalarda, GLUT 4’iin sican beyninde bazi
ozellesmis bolgelerde bulundugu saptanmustir (50). Ozellikle; 6grenme ve bellegin
sekillendigi beyin bolgelerinden biri olan hipokampusta, GLUT 4 reseptdrleri onemli
rol oynar. GLUT 4, sicanlarin hipokampus néron membranlarinda bulunmakta ve
hipokampusa bagimli 6grenme sirasinda noronal aktivitenin artmasi ile glikozun
noronlar tarafindan kullaniminda artis oldugu gosterilmistir. Bdylece, insiiline
bagimli glikoz reseptorlerinin beyinde bulundugu goriilmekte ve insiilinin kan-beyin

bariyerini gectigi diisiincesi giiclenmektedir (51).

2.5. NORONAL PLASTISITE VE GLUTAMAT RESEPTORLERI

Yasamimiz boyunca beynimizde siirekli degismeler meydana gelmekte ve bu
degismeler beyin hasarina yanit ve 0grenme-bellek gibi beynin yiiksek entelektiiel
fonksiyonlarin islendigi alanlarda da devam etmektedir (52). Bu degisiklikler
kisinin hem cevreye adaptasyonunu hem de kisilik 6zelliklerinin olusumunu saglar
(53).

Merkezi sinir sisteminin plastisite 6zelligi, bu sistemi ayricalikli yapmaktadir.

Noronal plastisite yliksek beyin fonksiyonlari olan 6grenme ve bellek i¢in temeldir
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(54). Noronlar bu Ozellikleri sayesinde uyarilma sonucu olusan noronal
degisikliklerini bireyin yasami boyunca devam ettirebilirler (55). Sinaps Oncesi
hiicrelerde arada bir olusan aksiyon potansiyelleri kalici etki birakmazken, {ist {iste
tekrar eden aksiyon potansiyelleri uzun erimli potansiyalizasyon (Long-Term
Potentiation, LTP) olusumunu saglar. Uzun erimli depresyon (Long-Term
Depression, LTD) ise LTP nin tersidir (19, 55, 56).

Glutamat, beynimizin LTP yanitlarinda islev goren bir aminoasittir. Beyin ve
omurilikteki wuyaric1 iletimde Onemlidir. Glutamat reseptorleri; metabotropik
reseptorler ve iyonotropik reseptorlerdir (19).

Metabotropik reseptorler hiicre i¢i inozitoltrifosfat (IP3) ve diagil gliserol
(DAGQG) diizeylerini yiikselten veya hiicre ici cAMP’yi diisiiren G proteinine kenetli
petek reseptorlerdir. Onbir farkli alt tipi belirlenmistir. Beyinde yaygin olarak
dagilmiglardir ve bunlar 6zellikle hipokampus ve serebellumda noronal plastisitenin
olusumuna katilir. Bu reseptdrlere ait genlerden bir tanesinin, mGIuR1 formlarindan
birinin devre dis1 birakilmasi siddetli motor bozukluga ve uzamsal 0grenmede
eksiklige neden olmaktadir (19).

Iyonotropik reseptdrler ise, ligand kapili iyon kanallaridir. Iyonotropik
glutamat reseptorleri {i¢ tiptir.

—Kainat reseptorleri
—AMPA reseptorleri (a-amino—3-hidroksi—5-metilsoksazol—4-propiyonik asit)
—NMDA reseptorleri (N-metil-D-aspartat)

Kainat ve AMPA reseptorleri Na™un hiicre igine ve K™ un hiicre disina
akisina izin verirler.

NMDA reseptérleri bir katyon kanalidir. Bityiik miktarda Ca®" gegisine izin
verirler. Glisin, NMDA reseptorlerinin islevini kolaylastirmak i¢in ona baglanir.
Glutamat, NMDA reseptoriine baglandiginda kanal kapalidir ¢iinkii normal zar
dinlenim potansiyellerinde kanal Mg*" iyonu tarafindan bloke edilir. Bu bloklama
hiicrede depolarizasyon basladiginda kalkar.

Hipokampusta yiiksek derisimde bulunan NMDA reseptorii, 6grenme ve
bellek gelisiminde rol oynar (19).
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2. 6. OGRENME VE BELLEK

Ogrenme ve bellek, beynin vyiiksek islevlerindendir. Bu siireclerin
mekanizmas1 hakkinda son yillarda bircok bilimsel c¢alismalar yapilmaktadir. 20.
yiizy1l “Beyin Y1l1” veya “Biligsel Norobilim Y1l1” olarak adlandirilmistir (57).

Bireyler yasadiklari ortamda bilingli ya da bilingsiz olarak etkilesimde
bulunarak 6grenmeyi gerceklestirirler ve O6grenme sonucunda bireyde biligsel ve
duyussal degisimler ortaya cikar (1).

Ogrenme, deneyimler sonucunda bilgi kazanbilme yetenegi iken, bellek
bilgiyi kodlama, depolama ve geri ¢cagirma siireglerini kapsar (58). Ogrendiklerimiz
ve hatirladiklarimizla ise kimligimiz olusmaktadir. Bellegin olusumundaki temel
birimler, néronlar ve bunlarin diger noronlar ile olusturdugu sinapslardir. Noéron ve
sinaps sayis1 ne kadar fazla ise bellek o kadar giigliidiir (59).

Ogrenmeyi anlama calismalarinda degisik zamanlarda ortaya gesitli fikirler
atilmis ve zamanla 6grenmenin nasil meydana geldigi konusunda farkli kuramlar
olusturulmustur. Ogrenmenin dogasmi ve dogurdugu sonuglar1 agiklamaya ydnelik
ortaya atilan kuramlardan biri de noérofizyolojik ya da beyine dayali 6grenme
kuramlardir (1). Beyine dayali 6grenme kuramina gore; ogrenme ile noronlarda
yapisal, kimyasal degisiklikler meydana gelmekte ve ndronlarda yeni akson
iplikgikleri olusarak, sinaptik baglantilarin sayisinda artma olmaktadir (1, 19, 58).
Beyine dayali 6grenme kurami, beynin islev ve yapisina dayanan ndérobilim,
norodilbilim ve bilissel psikoloji ile baglantilidir. Beyine dayali 6grenme kurami
Donald Olding Hebb tarafindan sistematik hale getirilmistir. Bu kurama gore iki ¢esit
bellek tipi vardir. Bunlar uzamsal (mekansal) bellek ve bagmtisiz bilgiyi goéreceli
olarak depolayan mekanik bellektir (58).

Ogrenme psikoloji alaninda ¢alisan arastirmacilardan, Tolman ve Honzik
1930 yilinda “gizil (latent) 6grenme” kavramini ortaya attilar. Bu aragtirmacilarin
farelerle yaptiklar1 deneyde, bir grup fareye labirent i¢cinde dolasirken yiyecek odiilii
vermislerdir. Odiil vermeyle beraber 10 giin siiren deneyde, farelerin ¢ikisa ulasma
hizinda bir artma gozlemislerdir. Ayrica farelerin hata yapma sayilarinin azaldigini
gormiislerdir. Farelerden olusan ikinci bir gruba ise, labirentte dolasirken yiyecek
odiilii vermeyip, labirette dolasmalarini gdzlemislerdir. Odiil verilmeyen bu gruptaki

farelerin, labirentte dolasma hizlarinda artma ya da hata sayilarinda azalma
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olmamistir ve fareler labirenti dolasip kafeslerine geri donmiislerdir. Tolman ve
Honzik yiyecekle odiillendirilmeyen ikinci gruptaki farelere bu kez labirentte
dolasirken yiyecek o6diilii vermislerdir. Bu deneyde ise, ddiillendirme yapildiginda
farelerin kosma hizinda artma ve hata sayisinda azalma gormiislerdir. Arastirmacilar,
odil verilmeyen farelerin labirenti gizil olarak 6grendiklerini ve farelerin uzamsal
(mekansal) iliskileri 6grendiklerini, hatta labirentin biligsel haritasin1 gelistirdiklerini
belirtmislerdir (60).

Epizodik bellek ile baglantili oldugu diisliniilen mekansal veya uzamsal
bellek; kisinin yer ve uzaydaki nesneler arasindaki iliskiyi hatirlamasini saglayan
biligsel bir siirectir. Uzamsal bellek kisinin etrafindaki nesneler hakkinda topladigi
bilgilerle olusturulur. Ornegin; kisi uzamsal bellegi vasitasiyla tamdig1 bir sehirde
rahatga gezebilir (61).

Uzamsal bellek 6l¢iimleri i¢in insanlar, maymunlar ve kemirgenler i¢in ¢esitli
testler gelistirilmistir (62). ilk kez 1976 yilinda Olton ve Samuelson tarafindan
tasarlanan ¢ok kollu labirent (sekiz kollu labirent) modeli, siganlarda uzamsal bellek
Olctimlerinde kullanilmistir (63).

Bilginin islenme diizeyine ve depolanma siiresine gore bellek ¢esitleri ise
sunlardir:

- Cok kisa siireli bellek (Primer Bellek)

- Uzun siireli bellek (Sekonder Bellek)

- Cok uzun siireli bellek (Tersiyer Bellek)

Cok kisa siireli bellek bir saniyeden daha kisa duyusal sinyalleri saklamaya
yarar. Bilgi sadace birka¢ saniye i¢in depolanabilir. Eger bu bellekteki bilgiler
kodlanirsa uzun stireli bellege gonderilebilir (1, 58).

Uzun siireli bellek, kisa siireli bellekteki bilgilerin sik sik tekrarlanmasiyla
olusur. Bu bellekte bilgileri geri cagirma genellikle daha yavastir (58).

Cok uzun siireli bellek sinirsiz bir kapasiteye sahiptir ve yasam boyu ¢ok iyi
derecede sindirilmis bilgileri saklayabilir. Saklanan bilgiler kolaylikla geri
cagirilabilir (58).

Uzun stireli bellek cesitleri eksplisit (deklaratif) veya tanima bellegi ve
implisit (nondeklaratif) bellek olarak iki baslik altinda toplanir. Bu bellek ¢esitleri
Sekil 2. 7.’de gosterildigi gibi gruplandirilir (19, 64).
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Uzun Siireli Bellek Cesiflen

SO\

Ekeplisit (Delklarati f veya Tamma) Implisit Bellek (Nondeklaratif)
Eelledi — Aszozryvablf olmavan Bellek
— Episobik — Habhbitilasyon
— Semantik — Sensitizasyon
— Aszzomvabf Bellek
— Kla=ik Sartlanma
— Operan Sartlanma

Sekil 2. 7. Uzun siireli bellek cesitleri.

2. 6. 1. implisit Bellek:

Bir kez kazanildiktan sonra bilingsiz ve kendiliginden gerceklesir. Uyaniklig
icermez, refleksif bellek olarak da adlandirilir. Beynin farkli bolgelerinde
(neokorteks, striatum, serebellum, amigdala ve refkleks yollar1) islenir.
Habitliasyonda, canliya uyarmin siirekli verilmesi sonucunda, canli giderek daha az
yanit olusturmaya baslar yani canli uyarana alisir ve artik uyarana aldirig etmez.
Sensitizasyonda ise yenilenen uyari, hosa giden ve gitmeyen tlirden bir uyaranla
beraber uygulanirsa daha biiyiik bir yanit meydana gelir (19, 53).

Klasik sartlanmada canliya, zayif, zararsiz ve kosullu bir uyaranla iliskili
giiclii ve agrili kosulsuz bir uyaran verilir. Denemelerden sonra bu iki uyaranin tekrar
eden sekilde verilmesiyle canli bu iki uyarani birlestirmeyi 6grenir ve siddeti artmis
bir cevapla kosullu uyarana tepkide bulunur. Ornegin, siganlara sesli bir uyaranla
elektriksel sok verilirse, bir siire sonra sadece ses duyuldugunda sicanlarda korku
davranisi olacaktir (65).

Operan sartlanmada bir 6diil elde etmek veya cezadan sakinmak igin gereken
davranis O0grenilmektedir. Daha 6nce deneyimlenen olayla ilgili ses ya da koku
olayin olumlu veya olumsuz yanlarin1 hatirlatabilir (64).

2. 6. 2. Eksplisit Bellek:
Bilingli olarak Ogrenilen ve hatirlama gerektiren bellektir. Eksplisit bellek

bilin¢li olarak ulasabilecegimiz bilgileri icermektedir. Anlama, muhakeme ve
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O0grenme gibi karmasik gorevler icin gerekli bilgiler aktif olarak akilda tutulur.
Dikkat ve miidahale gerektiren siirecler karsisindaki hedefe yonelik aktif izleme
gerektiren davranislar1 gerektirir. Kisi, yer, nesne ve olgularit hatirlanir. Episodik
(anisal) ve semantik olarak siniflandirilir (65).

Epizodik bellek duygu, duyu, kisisel ve gorsel bilgi igeren olaylarin
kodlandig1 bellektir. Kisinin yagamiyla ilgili olaylar bu tiirdendir. Semantik bellek
ise daha c¢ok soyut bilgi veren bilginin kodlanmasini saglar (53).

Ogrenme ve bellek bir biitiin olarak isler. Bellegin olusumu sirasinda birgok
beyin bolgesi (frontal lob, pariyetal lob, oksipital lob, temporal lob, hipokampusunda

icinde bulundugu limbik sistem) aktive olur (58).

2. 6. 3. Implisit ve Eksplisit Bellegin Molekiiler Temelleri

Implisit bellekle ilgili omurgasizlar ve laboratuvar kemirgenleri iizerinde
yapilan aragtirmalarda, uzun siireli bellek olusumunda ¢ok sayida aktif sinaptik
baglanti ve morfolojik degisimin olduguna dair deliller elde edilmistir (67).
Memelilerde sinir devreleri oldukca karisik oldugu icin daha basit olan omurgasiz
deniz salyongozu, Aplysia’de hiicresel diizeyde sinir devreleri incelenmistir. Aplysia,
uzun siireli bellek ile iligkilendirilebilecek, pratikle kazanilan ¢ok 6zel davraniglari
ogrenebilmektedir. Bu canli habitiiasyon olayindaki gibi, siirekli olarak yapilan
zararsiz uyarilara gittice zayiflayan cevaplar vermeyi Ogrenmistir. Tam tersine
Aplysia’ye, tekrarlayan zararli bir uyarana karsi, siddeti gittige artan cevap vermeyi
O0grenmis ve buna da sensitizasyon denmistir. Hem sensitizasyonda hem de
habitiiasyonda duyusal motor refleks deneyimle degismektedir. Sensitizasyon ve
habitiiasyon, aksiyon potansiyeline cevap olarak kalsiyum akisindaki degisimlerle
sekillenen presinaptik diizeyde bir araya getirilir. Habitiiasyonda Ca®" akis1, duyusal
néron ucuna dogru azalir ve sonu¢ olarak glutamatin salinimi azalir. Bu olaya
sinaptik baskilama denir. Buna karsin sensitizasyonda, kolaylastirici bir serotonerjik
ara ndronun aktivitesi, duyusal ndéron sonlanmasinda cAMP konsantrasyonunu
artirir, aksiyon potansiyeli ile wuyarilan depolarizasyonun uzamasit potasyum
kanallarinin fosforilasyonuna ve protein kinaz A (PKA)’nin aktivasyonuna yol agar.
Ca’" artmasi glutamat salinmmuni daha da artinir. Buna ise, sinaptik potansiyalizasyon

(kuvvetlendirme) denir (18, 53).
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Klasik kosullanmada hayvana, zayif, zararsiz ve kosullu bir uyaranla iligkili
giiclii ve acili kosulsuz bir uyaran verilir. Denemelerden sonra bu iki uyaranin
tekrarlt eslestirmesini takiben hayvan bu iki uyarani birlestirmeyi 6grenir ve siddeti
artmig bir cevapla izole olmus kosullu uyarana tepkide bulunur. Klasik
kosullanmada, noronal devrede duyu ndronu ve motor ndron arasindaki girdi
baglantilarinin sinaptik giicli oldukc¢a artmistir. Kosullanma gerceklesmeksizin
olusan 6grenmedeki degiskenlige bakildiginda bu potansiyasyon hem presinaptik
hem de postsinaptik mekanizmalar1 igermektedir. Bu iki uyaran arasindaki ¢akisma,
sinapsin her iki tarafinda yerlesik olan 6zel ¢akisma belirleyiciler tarafindan ortaya
cikarilir. Presinaptik diizeyde ¢akisma belirleyici, adenil siklazdir. Adenil siklazin G
proteini tarafindan saglanan aktivasyona verdigi cevap, kosullu yolun aktivasyonu
tarafindan hizlandirilan Ca®" akigindaki artis1 takiben Ca-kalmodilin baglanmasi
aracilifiyla aktive edilir. Post sinaptik kisimda ise ¢akisma belirleyici, ligand ve
voltaja bagimli glutamat NMDA reseptoriidiir. Ca** kanali yalniz glutamat tarafindan
acilamaz. Ciinkii post sinaptik néron dinlenme durumunda iken Mg®" iyonlari
tarafindan bloke edilir. Bununla beraber glutamat salinimi, kosulsuz ve kosullu
uyaranlarin eslestirildigi zamanda oldugu gibi, post sinaptik depolarizasyonla
baglantili oldugu zaman, Mg*" blogu kaldirilir ve kanal acilabilir. Bu sartlar altinda
Ca”" akis1 protein kinazlarmn aktivasyonuna, reseptdrlerin fosforilasyonuna ve ¢oklu
enzim kaskadlarinin aktivasyonuna neden olan sinyal artirim serilerini baglatir (18,
53, 64). Eksplisit bellek iizerinde yapilan g¢alismalar daha komplekstir. Ciinkdi,
eksplisit bellek ¢coklu duyusal girislerin integrasyonu ve bilingli bir hatirlama siirecini
icermektedir. Bu ylizden, bu c¢alismalar omurgasizlar ve daha diisiik omurgalilarda
anlamli degildir ve memeli sinir sisteminin kompleksligini gerektirmektedir.
Memelilerde eksplisit bellegin molekiiler mekanizmasini aciklayan ¢alismalar,
hipokampal parcalardaki aglar {izerindeki, sinaptik plastisite calismalarindan
yararlanilmistir. Uzamsal bellek ve cismin farkina varabilme testleriyle eksplisit
bellek degerlendirilmistir. Kemirgenlerde ve insanda bu tip bilingli 6grenmede
merkezi bir rol oynayan beyin alani hipokampustur. Dogrudan deneysel kanitlar
hipokampusun tiim eksplisit bellek tiirlerinde, 6zelliklede uzamsal bellekte yer

aldigin1 géstermektedir (53).
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Deneklerin bir harita veya bir yol iizerinde zihinsel olarak caligmalarini
iceren tiim gorevlerde orta temporal lobun aktivasyonunu gosteren fMRI (fonsiyonel
manyetik rezonans goriintiileme) calismalari, bilingli bellegin c¢esitli formlarinda
hipokampusun 6nemini gostermektedir. Hipokampus, sinaptik plastisitenin en ¢ok
caligilan ve en cok bilinen beyin bolgesidir. Canlinin deneyimi ile hipokampal LTP
tesvik edilir ve tersine LTP’nin bozuldugu veya kayboldugu durumunda ise 6grenme
bozulur (64).

LTP, eksplisit bellegin hiicresel mekanizmalarina iligkin tiim 6zelliklere
sahiptir ve omurgasizlarda tanimlanan Ogrenme mekanizmalariyla benzerlik
gostermektedir (55). Hem presinaptik hemde postsinaptik mekanizmalar, LTP
olusumunun erken fazlarina katilmaktadir. NMDA glutamat reseptorlerinin islevi
retrograt habercilerin olusumu ve Ca”*’/kalmodulin bagimli protein kinaz II
(CaMKII)’yi igeren ¢oklu kinaz yollarinin aktivasyonunu baslatmaktir (67). LTP nin
gec sathalar1 ise CREB aktivasyonunu ve CREB hedef genlerinin transkripsiyonunun
diizenlenmesini icermektedir. Bu olay protein ya da mRNA sentezini Onleyen

ilaglarla bloke edilmektedir (53).

2. 7. HIPOKAMPUSUN YAPISI

Hipokampus, beynin medial temporal lobunda bulunan, lateral ventrikiiliin alt
boynuz tabani boyunca uzanir. Bellek ve yon bulmada 6nemli rolii olan beyin
bolgesidir (4). Sekil olarak denizatina benzedigi i¢in yunanca denizati anlamina
gelen hipokampus (Yunanca: hippos = at, kampos = deniz) ad1 verilmistir (68, 69).

Hipokampus, duygusal davraniglar1 ve motivasyon giidiilerini kontrol eden
limbik sistemde rol alir. Hipokampus, kendine bagli temporal ve pariyetal lob ile
beraber hipokampal yapiyr olusturur. Bu yap1 serebral korteks, amigdala,
hipotalamus, septum, mamiller cisimler gibi limbik sistem bolgeleriyle dolayli olarak

baglantilidir (69).
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Cingulate cortex

Seplal area
Hypothalamus
Hippocampus

Amygdala

Sekil 2. 8. Hipokampus.

Hipokampusun dis yiizii kogboynuzuna benzediginden dolay1 Cornu
Ammonis (CA) adi ile anilmistir. Hiicre yapisindaki degisikliklerden dolay1 dort
alana boliinen bu kisim CA1, CA2, CA3 ve CA4 olarak adlandirilmistir (68,69).

Cornu ammonis (=CA)

Sekil 2. 9. Hipokampusun yapist.

CAl subikuluma, CA4 ise dentat girusa en yakin olan alanlardir.
Hipokampusun tabakalarina histolojik olarak bakildiginda, yedi ayr1 tabakadan
olustugu goriilmektedir (68).
1-Alveus: Subikulum ve hipokampuse ait piramidal hiicre aksonlarini igerir.
2-Stratum oriens: Piramidal hiicrelerin bazal dendritleri ile interndronlarin yerlestigi
tabakadir. Aksonlarin ¢ogu alveus liflerine katilirken bir kismi ise derindeki

molekiiler tabakaya uzanir.
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3-Stratum piramidalis: Cogunlukla biiyiik piramidal ve Golgi Tip II hiicreleri
bulunur. Hipokampusa asil seklini veren buradaki hiicrelerin diziligidir.

4-Stratum lucidum: Dentat girustan CA3 alanina giren yosunsu lifleri igerir.
Insanlarda daha belirgindir.

5- Stratum radiatum

6- Stratum lakunosum

7- Stratum moleculare, (68)

2.7. 1. Hipokampal Yolaklar

2.7.1. 1. Afferent Yollar

Entorinal alandan gelen duyular hipokampusa dort yolla iletilir.

1-Prefrontal yolak: Entorinal korteksten gelen aksonlar, CA4 alanmi hari¢ biitiin
hipokampusa dagilir ve dentat girusa geger.

2-Yosunsu (Mossy) lifler: Graniil hiicrelerinin aksonlarim1 icermekte ve
hipokampusun CA3 bolgesindeki piramidal hiicrelerde sonlanmaktadir.

3-Schaffer kollateralleri: CA3 ve CA2’den uzanan piramidal hiicre uzantilari, CAl
bolgesinde sonlanmaktadir (64).

Schaeffer kellateral velu (LTE ile iligkih )

Yosunzu hf velu Prefrontal lif volu
(LTP ile iliskili degil) (LTP ile iligkili)

Sekil 2. 10. Hipokampal yollar.

4- Alvear lifler: Bu lifler subkortikal alanlardan gelirler ve hipokampusun CA1 ve

subikulumun i¢ tabakasina dagilirlar (68).
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Mossy fiber yolaktaki LTP presinaptiktir ve ndrotransmitter olarak glutamat
salimir. Glutamat ise hedef piramidal hiicrelerdeki NMDA ve NMDA olmayan
reseptorlere baglanmaktadir. Bu yolakta postsinaptik NMDA ve metabotropik
glutamat reseptdrlerinin blokajmin ve postsinaptik Ca*" giriginin LTP iizerine etkisi
yoktur.

Schaffer kollateral yolagindaki LTP ise postsinaptiktir ve ndrotransmitter
olarak glutamat kullanmaktadir. Schaffer kollateral yolaktaki LTP, NMDA tip
glutamat reseptdr aktivasyonuyla baslar. Bu yolaktaki LTP pek ¢ok afferent aksonun

uyarilmasini gerektirmektedir. Bu duruma isbirligi (cooperativity) denmektedir (64).

2.7. 1. 2. Efferent Yollar
Forniks hipokampusun en biiyiik efferent yoludur. Hipokampus beyin
alanlan ile iliskidedir. Hipokampus, efferent liflerini, esas olarak entorinal alana,

subikuluma ve septal ¢ekirdeklere projekte eder (68).

2.7. 2. Hipokampusun Bellek Olusumundaki Rolii

Yapilan calismalar hipokampusun yeni bellek olusumda rol oynadigini
gostermektedir (54). Cevreden gelen duyusal deneyimler hipokampusun kiigiik bir
kismini aktive eder ve limbik sistemin diger kisimlarina sinyaller gonderir. Boylece,
gelen duyusal sinyaller farkli amaglar i¢in uygun davranis modellerini baslatir.

Hipokampusda olusan ciddi hasarlanmalar yeni bellek olusumuna biiyiik
zararlar vermektedir (54). Hipokampusu epilepsi hastaliginin tedavisi amaciyla
cikarilan hastalar, dnceden 6grenilen bilgileri hatirlasalar bile, gliniin biiyiik kismini
beraber gecirdikleri kisilerin adlarini hatirlayamamiglardir. Daha eski anilarin
bozulmamasi, zaman i¢inde anilarin, hipokampustan beynin diger kisimlarina
transfer edildigi diisiincesine yol agmistir. Ancak; hipokampus hasarlari, yeni motor
ve biligsel becerileri 6grenme faaliyetlerini etkilemez. Bu ise, baz1 yeteneklerin farkl
bellek tiirlerine ve farkli beyin pargalarina bagl oldugunu diisiindiirmektedir (19).

Hayvanlarda yapilan deneyler, hipokampustaki bir¢ok sinir hiicresinin
mekansal bellekle ilgili bilgileri tagidigini1 ve hayvan bildik yerlerden gegerken bu
sinirlerde hareketlenme oldugunu gostermistir. Mekansal bellekle ilgili hiicreler,

hipokampusun piramidal sinirleri disinda dentat girusun graniillii hiicrelerinde de
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bulunur. Hipokampus ndronlarinin geri kalan kisminin ¢ogunu olusturan inhibitor
sinir hiicreleri de yere bagli aktivasyon gosterirler ama bunlar daha zayiftir.

1970'lerde bu mekanla ilgili hiicrelerinin kesfi, hipokampusun, cevre
topografyasinin sinir sistemindeki temsilini olusturan biligsel bir harita oldugu
diisiincesini ortaya ¢ikartmistir. Saglam bir hipokampuse sahip olmayan kisilerin yon
bulma konusunda ciddi sikintilar gosterdikleri bulunmustur. Beyin goriintiileme
teknikleri kullanilarak yon bulma i¢inde olan insanlarin hipokampusunun daha aktif
oldugu goriilmiistiir. Ornegin Londra’daki taksi soforleri ise baslamadan siki bir
testten gecerler ve kendilerinden pek cok yeri ve kisa yollari bilmeleri istenir.
Londra’da yapilan arastirmada, taksi soforlerinin hipokampuslarinin ilgili
kisimlarinin daha biiyiik oldugu, sofor deneyimi arttikca bu biiyiikliigiin daha da
arttig1 saptanmstir (57).

2. 8. OKSIDATIF STRES

Canlilar i¢in hayati bir oneme sahip oksijen, hiicrede enerji {iretiminde
kullanilmaktadir (70).

Organizmalarin normal metabolik aktivitelerinde veya herhangibir hasar
durumda ortaya ¢ikan serbest radikaller arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif
stres denen olaya yol agmaktadir (4, 70). Hiicrelerde ise oksidatif stresin temel
kaynag1 molekiiler oksijendir. Molekiiler oksijenin iki ortaklanmamis elektrona sahip
olmasi ozelligi ile yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimi
bulunmaktadir.

Oksidatif stres olusumuna bircok kaynak sebep olmakla beraber, bu
kaynaklar iki madde ile 6zetlenebilir (71, 72).

e Beslenme bozukluklarina bagli olarak gerceklesen antioksidanlarin
yetersizligi,
e C(Cesitli patolojik ve kronik hastaliklar sonucu serbest radikallerin

Uretiminin artmasi

2. 8. 1. Serbest Radikaller:
Ortaklanmamis bir ya da daha fazla elektrona sahip, kisa omiirlii ve diisiik

agirlikli olabilen atom veya molekiiller serbest radikaller olarak tanimlanir (70, 73,

74).
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Bu radikaller katyon, anyon veya notral olabilirler. Serbest radikaller elektron
transferi, enerji tiretimi gibi diger metabolik islevlere de katilirlar ancak kontrolsiiz
davraniglar1 hiicrede hasara sebep olmaktadir (71, 74). Ciinkii serbest radikaller,
hiicrelerin lipit, protein, DNA ve niikleotidler gibi 6nemli bilesiklerine etki ederler ve

yapilarinin bozulmasina sebep olurlar (73).
2. 8. 2. Reaktif Oksijen Tiirleri:

2. 8. 2. 1. Tekli (Singlet) Oksijen ('0,): Eslesmemis elektronu olmadig: icin reaktif
degildir ancak c¢esitli molekiiller i¢in oksidan olabilir (71, 74).

2. 8. 2. 2. Siiperoksit Radikali (O,7): Molekiiler oksijenin bir elektron alarak

indirgenmesi sonucu olusur (75). Elektron transport zinciri disinda hiicrede, enerji
metabolizmasinda oksidasyon sirasinda veya enzimlerin aktivitesinden sonra
olusurlar. Siiperoksit dismutaz enzimi ile inaktive edilir. Diger radikaller kadar

reaktif degildir ancak hidrojen peroksit (H;O;) kaynagidir. Gegis metallerinin
varliginda ise daha reaktif olan hidroksil (‘OH) radikaline doniisiir. Katalaz,

glutatyon peroksidaz gibi bazi antioksidan enzimlerin aktivitesini azaltabilir. Ayrica
NADH dehidrojenaz gibi enerji metabolizmasinda rol alan bazi enzimlerinde

aktivitesini azalttig1 belirtilmektedir (71, 74, 75).

2. 8. 2. 3. Hidrojen Peroksit (H,0,): Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil
{iretimi, siiperoksidin O,~ dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii
stiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijeni olustururlar. Hidrojen peroksit, Fe*” veya diger gecis metalleri ile

Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu olusumuna katilabilir. Bunun sonucunda
peroksinitrit (ONOO ) ile daha reaktif olan hidroksil radikalini (OH) olusturur (71,
74, 76).

SOD
20,~ +2H ===>H,0,+ 0,

Fe’" + H,O) ==——=> Fe" + OH +OH" Fenton reaksiyonu

0,” + H,0,+ H ====> 0,+ H,0 + OH" Haber-Weiss reaksiyonu
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0,” +NO + H" ====> ONOOH====> OH' + NO,

2. 8. 2. 4. Hidroksil Radikali (OH): Son derece reaktif bir radikaldir. Fenton,

Haber-Weiss ve peroksitnitrit reaksiyonlar1 sonucu olusurken, suyun yiiksek enerjili
iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucunda da olusur. Yarilanma 6mrii kisadir.
Baslica lipitler, proteinler, karbonhidratlar, sitokromlar ve niikleik asitler de olmak
tizere hemen tiim hiicre makromolekiillerine zarar verir. DNA’nin baz ve sekerlerine
zarar vererek DNA zincir kirilmalarina sebep olur. Eger hasar fazla ise onarici
sistemler tarafindan onarilamayip, hiicre 6liimiine sebep olabilirler. Olustugu yerde
tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli molekiillerden bir proton kopararak yeni

radikallerin olugsmasina ve sonug olarak biiyiik hasara sebep olabilir (71, 72, 74, 76).

H,O+ enerji===>H + OH

2. 8. 2. 5. Hipokloréz asit (HOCI): Viicuda yabanci bir organizma girdiginde
makrofaj sistemeleri uyarilir ve O, {iretilir. O, ise SOD enzimi tarafindan H,O,’ye

dontstiirtilir.  H,O,, miyoloperoksidaz enziminin aktiflemesi sonucu ortamda
bulunan klor iyonlar1 ile HOCI olusturur. Bir kisim H,O, de gecis metalleri
varliginda yabanci organizmalar ve ¢evredeki viicut hiicrelerine zarar veren OH

radikalini olusturur (71, 72, 74, 76).

HOCI + O, ===>OH + O, + CI

2. 8. 3. Reaktif Nitrojen Tiirleri:

2. 8. 3. 1. Nitrik Oksit (NO’): Hiicresel membranlar1 kolayca gegme yetenegine
sahip olan nitrik oksit, oksijen ve azot atomunun ortaklanmamis elektronlarinin
birlesmesiyle olugsur. Nitrojen monoksit de denen nitrik oksit molekiilii hidrofobik ve
yiikstiz  0zelliktedir. NO’nun siipliriicii etkisinin olmasinin yaninda, yiiksek
miktarlarda olmasi c¢esitli hasarlara sebep olur. Normal konsantrasyonlarda guanilat
siklaz ve protein kinazlar gibi hiicrei¢i habercileri uyararak, damar diiz kasinin

gevsemesine neden olur. Fazla konsantrasyonlarda DNA hasarina sebep olur.
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Kan basincinin diizenlenmesi, bagisiklik hiicreleri tarafindan patojenlerin

yikimi ve sinirsel iletimde gorevleri vardir (71, 72, 74).

2. 8. 3. 2. Peroksinitrit Anyonu (ONOO): Nitratlayic1 ve giiclii oksidan ajandir.
NO' ve Oy ’nin etkilesimiyle oraya ¢ikan, DNA kirilmasi ve lipit peroksidasyonuna

neden olan bu anyon giiglii toksik 6zellige sahiptir (75).

2. 8. 4. Serbest Radikallerin Hiicre Icindeki Etkileri:

Serbest radikaller etkilerinin ¢esitli doku ve organlarda hasarlar olusturarak
gosterirler (77). Hiicrelerin protein, lipit, karbonhidrat, DNA ve enzim gibi yapilarina
zarar verirler (70, 74, 76). Lipitler hiicre membrani, mitokondri ve niikleus
membraninin énemli bir bilesenidir (70). Fosfat gruplari igeren fosfolipitler hiicreleri
saran yapilardir ve bunlarin radikaller tarafindan hasar goérmesi hiicre Omriini
kisaltmaktadir. Kolesterol ve yag asitlerinin ¢oklu doymamis baglar1 oksidanlara
kars1 duyarlidir. Oksidanlarla tepkimelerinden peroksidasyon firiinleri olusur. Yag
asiti yan zinciri karbon atomlarindan bir hidrojen koparir ve merkezinde karbon olan
bir radikal olusturur. Bu radikalin oksijen ile birlesmesinden peroksi ya da peroksil
radikalleri olusur. Bunlar ise diger yag asidi zincirleriyle tepkimeye girerek lipit
hidroperoksitlerini olustururlar. Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin
aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sonlanir. Boylece tiyobarbitiirik
asit ile Olgiilebilen malondealdehit (MDA) ve 4- hidroksinonenal (4-HNE) olusur.
MDA lipit peroksidasyon diizeylerinin o6lgiimiinde siklikla kullanilir. Lipit
peroksidasyonu sonucu olusan reaktif aldehitler hiicre bilesenlerine ciddi zararlar
verirler. Hidrofobik olduklarindan membran gecirgenligini degistirirler. MDA ve 4-
HNE niikleik asitlerle tepkimeye girerek, genetik malformasyona ve kanser
olusumuna sebep olabilirler (76).

Serbest radikaller proteinleri de 6nemli derecede etkilemektedir. Ancak etki
mekanizmas1 aminoasitlerin kompozisyonlarina gére farklilik gosterebilir. Ozellikle;
sistin, sistein, metiyonin, histidin gibi siilfiir iceren aminoasitler hidroksil radikalinin
oksidasyonuna daha duyarlilardir. Reaktif oksijen tiirleri ile etkilesen enzimler

inaktif hale, proteinler ise li¢ boyutlu yapilarinin degismesiyle denatiire olabililer.
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Basta hidroksil radikali olmak iizere serbest radikaller niikleik asitleri baz ve
seker yapilarina etki ederek yapilarini bozabilirler ve zincir kirilmalarina sebep
olabilirler. DNA’dan kodlanan proteinlerde degisiklik olusturabililer. DNA onarici
mekanizmalar1 inhibe ederek DNA tamirine engel olabilirler. Bunlarin sonucunda da
karsinogenez, mutagenez, hiicre yaslanmasi ve hiicre 6liimiine neden olurlar (70, 71,

72, 75).

2. 8. 5. Antioksidanlar:

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlart 6nleyen ve
serbest radikalleri yakalayip, etkilerini durduran maddelerdir.

Antioksidanlar etki sekillerine gore; siipiiriicli, bastirici, onaric1 ve zincir
kiric1 olarak smiflandirilabilir (71, 72, 74). Mekanizmalarina gore ise birincil ve
ikincil antioksidanlar olarak ikiye ayrilir (74).

Birincil antioksidanlar hiicresel antioksidanlar olup, yeni serbest radikal
olusumunu 6nleyen bilesiklerdir. Ikincil antioksidanlar ise membran ve ekstraseliiler
antioksidanlar1 olup, oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarin

kiran bilesiklerdir (74).

Antioksidanlar
A
4 N
Birincil Antioksidanlar Ikincil Antioksidanlar

(Enzimatik olanlar) (Enzimatik Olmayanlar)
— Siiperoksit dismutaz (SOD) — C vitamini

— Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) — E vitamini

— Katalaz (CAT) —Urik asit

— Bilurubin
— B-karoten vs.

Sekil 2. 11. Antioksidanlar, (74).

2. 8. 5. 1. Siiperoksit dismutaz (SOD):
Stiperoksit anyonunun, hidrojen perokside ve oksijene doniisiimiinii katalize

ederek bu radikallerin etkilerini azaltir. H,O, de O, gibi bir oksidan olmasina
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ragmen daha az reaktif ve toksik etkiye sahiptir. Sitozolik kisimda Cu-Zn igceren
SOD ile mitokondride Mn igeren SOD ve ekstraseliiler SOD olmak tizere ii¢
izoformu vardir (70). Cu-Zn iceren SOD hiicrede en fazla bulunan izomer olmakla

beraber siyanidle inhibe olurken, Mn igeren SOD siyanidle inhibe olmaz (72, 74).

20, +2H" =======>H,0,+ 0,

2. 8. 5. 2. Glutatyon ve Glutatyon Peroksidaz:

Tiyol grubu tasiyan bir tripeptit olan olan glutatyon (GSH), serbest
radikallerin yikict etkilerini azaltan veya Onleyen bir¢ok enzimin (transferaz,
peroksidaz gibi) substrati olarak gorev yapar. GSH hiicre membranini lipit
peroksidasyonuna kars1 korur.

Bir¢ok hiicrede bulunan GSH hiicre igindeki tekli oksijen, siiperoksit anyonu
ve hidroksi radikalleri gibi zararli oksidanlarla enzim katalizi olmadan tepkimeye
girebilir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) dort Se atomu iceren sitozolik bir enzimdir.
Substrat1 olan GSH ile H,O,’nin suya doniigiimiinii ve okside glutatyonu (GSSG)
katalizler. Glutatyon rediiktaz ise NADPH varliginda okside glutatyonu (GSSG)
indirgeyerek glutatyon ve NADP" olusumunu saglar (72, 74).

GSH-Px
2 GSH + H,0, =======> GSSG +2 H,0

Glutatyon Rediiktaz
GSSG + NADPH +H" ======> 2 GSH + NADP"

2. 8. 5. 3. Katalaz:
Katalaz peroksizomlarda yerlesmis olup, dort adet hem grubu igerir. SOD
enzimi etkisiyle meydana gelen ve zararli olan hidrojen peroksit (H,0O,), katalaz ile

su ve oksijene doniistiiriiliir. OH™ olusumu 6nlenir (72, 74).



Katalaz

Tablo 2. 5. Diger Antioksidanlar ve Etkileri, (76).
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Antioksidan Etkileri
Karotenoidler Hidrofobik antioksidan
Vitamin E Hidrofobik antioksidan
Askorbik asit Hidroksil radikal giderici
Niasin, Triptofan NADH/NADPH onciisii
Riboflavin GSH rediiktaz i¢in kofaktor
Selenyum GSH peroksidazin tamamlayicisi
Zn*/Cu”™ SOD tamamlayicisi
Manganez SOD tamamlayicist
Biyoflavanoidler Hidrofobik antioksidan
Bitki Fenolleri Hidrofobik antioksidan
GSH Endojen hidrofilik antioksidan
Ubikinon Endojen hidrofobik antioksidan
NADH/NADPH Endojen hidrofilik antioksidan

Serbest demir iyonlarin1 baglayarak fenton

Transferin reaksiyonunu inhibe eder.
Glukoz Hidroksil radikali gidericisi

2. 8. 6. Diyabet ile Oksidatif Stres Arasindaki liski:

Diyabetle, insiilin yetersizligi veya insiiline diren¢ sonucu, glikozun
hiicrelerden tarafindan alinamayisi, kandaki glikoz konsantrasyonunun artmasina
sebep olmaktadir. Hiperglisemi olarak bilinen bu durum oksidan iiretiminde artmaya
ve antioksidan sistemlerde bozulmalara sebep olmaktadir (76, 77).

Diyabetle gelisen hiperglisemi, serbest oksijen radiklerinde artisa sebep
olmaktadir. Bircok diyabetik komplikasyonlarin etiyolojisinde oksidatif stresin

olduguna dair kanitlar vardir (76).
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Sorhitol Yol
Alktivitesi

Nonenzimatik

Glikasyon

AN

Diyahet ve Diyahetin Metaholik
Olugturdugu Sires
Eomplikasyonlar

~ ™.

Hipoksi ve Iskemi

Antioksidan Savunma

Sistemini Bozma Reperfiizyon

Sekil 2. 12. Diyabetin olusturdugu komplikasyonlar.

Diyabet ile artan serbest radikaller lipidler, proteinler ve niikleik asitlerle
etkileserek membran biitiinliiglinlin kaybina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel
degisikliklere ve genetik mutasyonlara yol a¢maktadir (78). Hipergliseminin
oksidatif stres ile olan iliskisi in vivo ¢aligmalarla desteklenmistir. Deneysel diyabet
olusturmak icin kullanilan N-nitroso tiirevi streptozotosinin oksidan maddeler
meydana getirdigi ve Langerhans adaciklarini tahrip ederek diyabete sebep oldugu
belirtilmektedir (73).

Diyabette, yag ve kas dokular tarafindan insiiline bagimli glikoz aliminin
bozulmasi, glikoz konsantrasyonunun kanda yiiksek diizeyde kalmasina sebep olur.
Sonrasinda, insiilinden bagimsiz dokular tarafindan glikoz alimi artar. Glikoz
miktarindaki bu artis, hem oksidan iiretimini artirir, hem de antioksidan savunma
mekanizmalarini bozar. (77).

Glikoz hiicrelerde enerji kaynagi olarak kullanilir ancak kullanilmayan glikoz
polyol yolu ile sorbitol ve fruktoza cevrilir. Aldoz rediiktaz ile olusan sorbitol
normalde membran1 gecemez ancak yiiksek konsantrasyonlarda osmotik basing ile
insiilinden bagimsiz hiicrelere gegebilir. Bu durumda NADPH/NADP" orani azalir.
NADPH ise okside olan glutatyonun rediikte forma ge¢mesinde ve NO

sentezlenmesinde rol oynar. Ancak NADPH’daki azalma bu olaylarin olusumunu
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engeller. Bu durum oksidan {iretimine ve vaskiiler komplikasyon gelisimine sebep
olur. Vaskiiler komplikasyon sonucu ise endondrol kan akimi azalir, hipoksi veya
iskemi gelisir. Ayrica sorbitoliin hiicre i¢inde artmasi, miyoinozitol diizeyinde
azalmaya sebep olur. Bu azalma ile Na-K ATP,,’in aktivitesi azalir ve sinir iletim
hizinda yavaslama meydana gelir (77).

Artmis glikoz, diagil gliserol (DAG) kinazi inhibe eder ve fosfolipaz C’nin
aktivasyon mekanizmalariyla, yeni DAG sentezine sebep olup, protein kinaz C
(PKC)’y1 aktiflestirir. PKC’nin artmasi, mitokondriyal NADPH oksidaz1 aktive
ederek oksidatif stresi artirir. Oksidatif glikoz rediikte forma gegemedigi igin
stiperoksit anyonunun mitokondrideki iiretimi artar. Stiperoksit anyonu ise hidroksil
radikali ve hidrojen peroksidaza doniislir. Ayrica, mitokondriyal siiperoksit
anyonunun artmasi, gliseraldehit—3-fosfat dehidrojenazin (GAPDH) aktivitesini
inhibe eder. Sonugta, glikolitik aracilar GAPDH’nin inhibe olmasiyla birikir ve
DAG’nin daha fazla artmasmna yol agar. Glikozamin—6-fosfat, heksozamin
biyosentetik  yolu ile fretilir.  Glikozamin—6-fosfat,  glikozamin—6-fosfat
dehidrojenazin aktivitesini inhibe eder. Glikozamin—6-fosfat dehidrojenaz ise
NADP ’nin NADPH’a indirgenmesini saglar ancak inhibe oldugundan bu
indirgenme olmaz ve NADPH/NADP" orani daha da diiser ve oksidatif stres artar.
Bu sartlarda 6nemli hiicresel antioksidanlar, yapilarini koruyamaz ve olusumlar1 da
azalir. NADPH’1n azalmasi, okside glutatyondan (GSSH) indirgenmis glutatyonun
(GSH) azalmasi, H,0,’yi H,O ve O,’ne ¢eviren katalaz enzimi aktivitesini azaltir
(73, 77).

Yiiksek hiperglisemik sartlarda, glutatyonun ve NADPH’1n vaskiiler endotel
dokularda azalmasiyla, diiz kas hiicreleri ve makrofajlar tarafindan NO sentaz
aktivitesi uyarilir ve serbest radikal olan NO aciga ¢ikar. NO ise siiperoksit anyonu
ile reaksiyona girme egilimi gosterir ve daha da reaktif iiriin olan peroksinitriti
(ONOQO) olusur. Bu ise lipit peroksidasyonunu, protein nitrasyonunu ve LDL
oksidasyonunu artirir. Ek olarak oksidatif streste, PKC aktivasyonun artmasiyla
serbest yag asitleri artar. PKC’nin asir1 aktivasyonu NF-kB inhibitorii olan IkB-a’y1
azaltir. Stres, serbest radikaller, UV 1sinlari, okside LDL, bakteriyel ve viral
antijenlerle uyarilan NF-kB, DNA hasarina sebep olmaktadir (76).
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2.9. PROPOLIS

Propolis, bal arilarinin ¢esitli bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden topladig
oOziitleri, bal mumu ve diger bitkisel maddelerle karistirarak olusturdugu, yapiskan
re¢inemsi organik bir maddedir (79). Adin1 eski Yunanca’dan alir, 6n, giris anlamina
gelen “pro” ve topluluk, sehir anlamima gelen “city” kelimelerinden olusmaktadir

(80).

2.9. 1. Propolisin Ozellikleri ve Antioksidan Etkileri:

Arilar, kovani, kovandaki gatlak yerleri ve igerisindeki besinleri ve larvalari
korumak igin propolisi kullanir. Kovani propolis ile sararak, kovant hem disaridan
gelen tehdit edici uyarilara korurlar hem de kovanin dezenfeksiyonunu saglarlar.
Kovan i¢ine alinan 6lmiis canlilar1 propolis ile mumyalayarak kokusmasini onlerler
(80). Oda sicakliginda yar1 kati halde bulunan propolis, koyu sar1 veya kahverengi
renkte olabilmektedir.

Propolisin anti bakteriyel, anti viral, anti fungal, anti inflamatuar, antibiyotik,
anti oksidan, immiin uyaric1 etkileri yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir. Insanlar gok
eski zamanlardan beri propolisi yaralarin iyilestirilmesi, kanser i¢in tedavi edici
olarak kullanmiglardir (80, 81, 82). Propolisin kimyasal igerigi, bulunulan bdlgeye ve
o bolgedeki bitkilerin tiirlerine gore degisir. Ancak propoliste genel olarak bir¢ok
maddeden s6z edilmektedir. Bunlarin baglicalari; flavonoidler, terpenler, streoidler,
cesitli aminoasitler, polisakkaritler, hidrokarbon, alkol, hidroksibenzen, aromatik
asitler ve ester bilesiklerdir (5, 80).

Yapilan c¢aligmalarda, propolisin icerdigi flavonoidler ve fenolik bilesikler
sayesinde, yiiksek anti oksidan etkisinin oldugu belirtilmistir (81, 84). Flavanoidler,
iz elementlerle veya radikallerle antioksidan Ozellik gostermektedirler (85).
Propolisin sulu ve alkol ile hazirlanmis oOziitleri elde edilebilir (81). Cesitli
bolgelerden toplanan propolisin sulu Oziitlinlin, siiperoksit anyonuna karsi
antioksidan oldugu belirtilmistir (83). Lipit peroksidasyasyonunun artmasi sonucu
SOD aktivitesindeki azalma, propolis uygulandiktan sonra degismistir. Propolis

uygulanmasi ile SOD aktivitesi artmig ve lipit peroksidasyonu azalmistir. Diyabet
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sonucu yiliksek miktarda olusan NO ve NOS, propolis uygulandiktan sonra azalma
gostermistir (86).

Ayrica yapilan c¢alismalarda antioksidan 6zelligi olan propolisin sulu
Oziitliniin, beyni c¢esitli noron kaynakli hastaliklardan ve Alzhemier Hastaligindan
korudugu gosterilmistir (87).

Propoliste bulunan bazi mineraller ¢inko (Zn) basta olmak iizere, kalsiyum
(Ca), magnezyum (Mg), potasyum (K), sodyum (Na), demir (Fe), bakir (Cu), ve
mangan (Mn) olarak belirlenmistir (85, 88).

Cinko, pankreasin alfa ve beta hiicrelerinde bulunur. Ozellikle beta
hiicrelerinde bulunan ¢inko, insiilinin sentezinde, depo edilmesinde ve salinmasinda
onemli rol oynar (89). Ayrica, ¢inko, serbest radikal siipiiriicli enzimlerin 6nemli bir
bileseni olup, lipit peroksidasyonunu engellemektedir (70).

Bakir, serulaplazmin, sitokrom c oksidaz, superoksit dismutaz, dopamin (-
hidroksilaz gibi metalloproteinlerin fonksiyon gorebilmesi i¢in gereklidir (101).
Calisgmamizda SOD aktivitesine katilan bakirin serumdaki degerlerine bakmay1
incelemeye deger gordiik.

Kalsiyum viicudumuz i¢in O6nemli bir eser elementtir. Kemik ve dislerin
yapisinda yer alan kalsiyum, fonksiyonel olarak kanin pihtilagmasi, hormonlarin
salgilanmasi, iyonlarin transportu ve ndronlarda ekzositozla norotransmitterlerin
salinmasi gibi viicutta bircok gorevi listlenmistir. Viicudumuz i¢in bu kadar énemli
olan bu elementin homeostazindan bagirsak, bobrekler ve kemikler sorumludur.
Kalsiyum homeostazini bozan ¢esitli durumlar olmakla birlikte, birisi de diyabet

durumudur. Diyabetle, kalsiyumun bobreklerden emilimi azalir (90).

2.10. DIYABET OLUSTURMANIN DENEYSEL MODELLERI

Gilintimiizde bir¢ok deneysel diyabet modelleri bulunmaktadir. Cesitli hayvan
tirlerinde diyabet kimyasal yolla, cerrahi yolla, viriisle veya genetik yollarla
yapilabilmektedir. Deneyler daha cok kii¢iik kemirgenler (sigan, fare, hamster)
kullanilarak yapilmaktadir (91). En sik kullanilan yaklagimlardan biri kimyasal

yollarin kullanimidir.
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Kimyasal uygulamalar streptozotosin ve alloksanla yapilmaktadir. Her iki
kimyasal da glikoz analogu sitotoksik maddelerdir ve pankreasin beta hiicrelerine
secicilik gosterirler (92).

Bu ilaglardan en cok streptozotosin kullanilir (%69) (93). Insiiline bagimli ve
insiilinden bagimsiz diyabetin her ikisini de tetiklemek igin kullanilir. Intravenz,
intraperitonal veya subkutan olarak uygun ¢ozelti ve pH da 40—-60 mg/kg olarak 1
gece Oncesinde a¢ birakilan siganlara uygulanir. STZ uygulamasindan 6 saat sonra,
glikoz ¢dzeltisi, sonrasinda da normal yem ve sular verilir. 72 saat sonra aclik kan
glikoz degerleri, kuyruktan alinan 1 damla kan ile glikozmetre ile dl¢iliir (91, 93,

94).

2. 10. 1. Streptozotosin (STZ) ve Hiicre Hasan

Kimyasal olarak 2—Deoksi—2-(3-Metil-3-Nitrosotireido)-D-Gluko-piranoz
seklinde adlandirilir. Streptomyces achromogenes ’den orjinal olarak elde edilir (94).
[Ik kez 1963’te Rakieten ve arkadaslari tarafindan diyabetojenik oldugu o©ne
stiriilmistiir. Streptozotosin alkilleyici bir ajandir ve oksidan 6zellige sahiptir. DNA

zincirleri arasindaki ¢apraz baglar alkilleyerek RNA ve protein sentezini etkiler (92).

Ho H

Sekil 2. 13. Streptozotozinin yapisi.

STZ, yapisindaki glikoz molekiilii ile beta hiicrelerinde bulunan glikoz
reseptorlerine (GLUT 2) baglanir. STZ hiicre i¢ine alindiktan sonra metabolize olur
ve STZ ile indiiklenmis beta hiicrelerinde DNA’nin alkillemesine sebep olur.

STZ hiicrede metabolize olurken nitrik oksit (NO) vermeye baslar ve NO ise
pankreas beta hiicrelerinde STZ ile indiiklenmis DNA hasar1 olusturur. DNA
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hasarma karst Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) asirn1 sekilde sentezlenir ve
hiicresel NAD" depolari tiikenir (92).

Yapilan aragtirmalara gére STZ nin sitotoksik etkisi bununla sinuirli degildir.
STZ metabolizasyonu sonucu olusan NO, mitokondride krebs dongiisiinii etkiler.
NO, demir diizenleyici proteinlerde akonitaz enzim aktivasyonunu engelleyerek
mitokondrinin oksijen kullanimini azaltir. Bunun sonucunda ATP olusumu kisitlanir.
ATP’nin azalmasiyla beraber ksantin oksidaz artar ve buna bagl olarak iirik asit
tiretimi artar. Sonugta siliper oksit radikalleri artar ve hiicreyi nekroza gotiiren
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri olusur. Pankreas beta hiicreleri azalan ATP

sonucu insiilin sentezi ve sekresyonu yapamaz duruma gelirler (92, 93, 94, 95, 96).

Mitokondri
Streptozotosin —
NO— » < Ak

GLUT 2 glikoz tag1yicist ’
ile hiicreye girer. Ksantin Oksidazﬂ

DNA Alkillenmesi  Reaktif Oksijen Tiirleri {]
_.—/

—
DNA hagzari

'

Poli (ADP-riboz) polimeraz

! |
NAD* ﬂ ATP ﬂ

Hiicrede Nekrozis

Sekil 2. 14 Streptozotosinin etki mekanizmasi, (94).

Bu calismada, STZ ile siganlarda diyabet olusturarak, propolisin aglik kan
glikoz seviyesine, 0grenme ve bellek olusumlarina, viicut agirligina, viicuttaki iz

element seviyelerine ve oksidatif stres belirteclerine nasil etki edecegini arastirdik.
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Arastirma Tipi:
Bu calisma Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan

desteklenen 2010/132 no’lu yiiksek lisans tez ¢alisma projesidir.

3. 2. Arastirmanin Evreni:

Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi’nden eriskin (2,5
aylik) erkek Sprague Dawley cinsi 60 adet sican temin edildi. Siganlar 30 giinliik
deney siirecinde sabit oda (20°C £2) sicakliginda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
ve havalandirmali ortamda tutuldu. Her bir kafeste 5 sican kalacak sekilde
yerlestirildi. Deney gruplarinin 6zelligine uygun olarak hazirlanan besin icecekleri
her glin ayni saatte yenilendi. Kafeslerin temizligi haftada iki defa olmak iizere

yapild.

3. 3. Kullanilan Arag ve Geregler:

Santrifiij Heraeus Labofuge 200

Su Banyosu MO96K Elektro-Mag

Hassas Terazi PM 100 Mettler

Hassas Terazi Ar2140 Ohaus

Derin Dondurucu Nuaire NU-6501E
Spektrofotometre Shimadzu UV-1601 ve UV-120-01
Ph Metre Metteler Toledo MP 220

Saf su cihazi Barnstead D11931 ve MP-6A
Sogutmal1 Santrifii Hettich Rotina 48 RC

Isitict Elektro-Mag MK318
Calkalamali Benmari Memmert W014

Distile Su Cihazi Barnstead D11931-MP-6A

Homojenizator IKA WERK RW T25B
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3. 4. Orneklem Biiyiikliigii ve Yontemler:
Rastgele secilen sicanlardan her grupta 15 sican olacak sekilde 4 grup
yapildi. Tek tek tartilan sicanlarin agirliklar1 kaydedildi. Deney siiresince Olen ve

diyabet olmayan sicanlar ¢aligmaya dahil edilmedi.

3. 4. 1. Deney Gruplar:

1. Grup: Kontrol

2. Grup: STZ

3. Grup: Propolis + STZ (P+STZ)

4. Grup: STZ + Propolis (STZ+P)
1. Grup: Kontrol grubuna deney siiresince normal pellet sican yemi verilip herhangi
bir kimyasal islem uygulanmadi. Normal ¢esme suyu istenildigi kadar verildi.
2. Grup: STZ grubuna distile suda ¢6ziinen STZ bir giin 6ncesi ag¢ birakilan siganlara,
45 mg/kg tek doz olacak sekilde intra peritonel olarak uygulandi (97).
3. Grup: Propolis+STZ (P+STZ) grubuna, 6nce Alves de Lima ve arkadaslarinin
uyguladiklar1 yonteme gore STZ uygulamasindan 2 giin 6nce, taze olarak hazirlanan
0,012 g/ml propolis suda ¢oziinmiis olarak verildi. Sonrasinda STZ grubundaki gibi
STZ uygulamasi yapildi ve propolis 30 giin boyunca suda c¢oziinmiis olarak
verilmeye devam edildi (98).
4. Grup: STZ+Propolis (STZ+P) grubuna, STZ uygulamasi yapildiktan 3 giin sonra
diyabet oldugu belirlenen sicanlara Alves de Lima ve arkadaslarinin uyguladiklar
yonteme gore hergiin taze olarak hazirlanan 0,012 g/ml propolis (30 giin) suda

¢Oziinmiis olarak verildi (98).

3. 4. 2. Streptozotosinin Hazirlanmasi:

Sigma Aldrich’den (>75% a-anomer basis, >98% powder “S0130”)
Streptozotosin temin edildi. STZ distile suda uygun sicaklik ve pH’da ¢oziilerek, 45
mg/kg olarak intra peritonal verildi (97, 99). STZ uygulandiktan sonra, siganlara 6
saat kadar %5’lik dekstroz ¢ozeltisi verildi. Sonrasinda normal taze sular1 ve yemleri

verilmeye devam edildi.
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3. 4. 3. Kan glikoz degerlerine bakilmasi:

STZ uygulamasindan 72 saat sonra siganlarin kuyruklarindan alinan 1 damla
kandaki glikoz degerlerine On Call Plus kan glikoz metresi yardimiyla bakildi (91).
Deneyin basinda ve sonunda olmak {izere iki kez kan glikoz degerlerine bakildi ve
not edildi. 200 mg/dl ve iizeri kan glikoz seviyelerinde olan siganlar diyabet olarak

kabul edildi (3).

3. 4. 4. Hayvanlarin Tartilmasi:
Her bir sigan kopiik kutu iginde tartildi ve agirliklart kaydedildi. Calismanin

basinda ve sonunda tartim iglemleri yapildi.

3. 4. 5. Propolisin Sulu Eksratinin Hazirlanmasi:

Zonguldak Ar Birligi’nden kestane propolisi elde edildi. Propolis normal
oda kosullarinda rutubetsiz ve karanlik ortamda saklandi. 100 g propolis iyice
pargaland1. Uzerine 900 ml 1lik su eklendi. Koyu renkli sisede +50 °C’de 8 saat su
banyosunda bekletildi. Daha sonra siispansiyon —20 °C’de oda sicakligina gelene
kadar bekletildi. Cozelti filtre edildi ve filtrat koyu renkli siseye alindi. Filtre edilen
kalintilara 600 ml 1lik su eklendi. Aym islemler tekrar edildi. Daha sonra filtre
kalintilarina 400 ml 1lik su eklendi ve ii¢ 1lik su eklemesinden sonra filtre edilen
propolis ¢ozeltisi koyu renkli sisede muhafaza edildi (71, 98). Son soliisyondaki
propolisin miktart 0,012 g/ml olarak hesaplandi.



44

Sekil 3. 1. Labirent uygulamasinin yapildigi ortam.

3. 4. 6. Isinsal Kollu (Sekiz Kollu) Labirent Uygulamasi:

Deneyde kullanilan biitiin sicanlara sekiz kollu labirent uygulamasi yapildi.
Labirent deney baglamadan 6nce hazirlanmis olup 6zellikleri su sekildedir:

Labirentin alt platformu koyu renkli tahta, kollar1 seffaf sert plastikten
yapilmustir. Orta kisimda merkezi platform olusturulup bu platforma 8 adet kol
yapilmistir. Platformun merkezi cap1 25 cm kadar ve 8 kolun her biri 10 x 50 cm’
boyutlarindadir.

Kollarin distal u¢ noktalarindan 2 cm igeride olacak sekilde bir besin kabi
gomiildii. Besin kab1 delikli bir bez ile alt ve iist kisma ayrildi. Normal pellet yem
besin kokusunun esit yayilmasi amaciyla biitiin alt kisimlara konuldu ve sigan bu
kistma ulasamadi. Ust kisma ise sicanin ulasabilecegi sekilde sadece 1, 3, 5 ve 7.
kollarin iist kisimlarina besin koyuldu. Diiz bir zemine kurulan labirentin yerden
yiiksekligi 50 cm’dir.

Labirent deney asamasinda beyaz fayansl, 151k ve sicakligi iyi ayarlanmis
odada bulunduruldu. Deney siirecinde labirentin bulundugu odadaki herhangi bir
nesnenin yeri degistirilmeyip odaya gerek olmadik¢a baska bir arastirmaci alinmadi.

Deney boyunca ortamin sessiz olmasina ve deneyin hergilin ayn1 saatte baslatilmasina
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dikkat edildi. Her deneme bitiminde labirentin kollar1 alkollii temiz bir bez ile
temizlendi.

Sicanlara deneyin ilk 20 giinii latent 6grenme calismalar1 yapildi. Latent
ogrenmede, a¢ birakilmayan siganlar 8 kollu labirenti tanima stirecine alindi. Burada
labirentin 1, 3, 5 ve 7 kollarina yem konularak, labirentin etrafindaki duvara gorsel
isaretler yerlestirildi. Orta bolmeye konulan sicanlar tek tek labirente alindi ve orta
bolmedeki sepetin kaldirilmasiyla yine her biri i¢in 300 saniye (5 dakika) stire
baslatildi. Bu siire i¢inde siganlarin etrafindaki isaretleri kullanarak kollara bir kez
girmesi “dogru”, kolla ikinci kez girisi “yanlis” olarak degerlendirildi. 5 dakikadan
once biitiin kollara giren sigcanlar labirentten ¢ikarildi ve labirentte gecirdikleri
toplam siire ile birlikte dogru ya da yanlis kola girme sayilar1 kaydedildi. Her si¢an
icin tek tek yapilan degerlendirmeler not edildi (62, 100).

Sekil 3. 2. Cok kollu labirent.

Sicanlar 20 giinilin sonunda kisa siireli ve uzun siireli bellek ¢alismasina tabi
tutuldu. Bir gece Oncesi a¢ birakilan sicanlar labirentin 1, 3, 5 ve 7 kollarina yem

konuldu. 2, 4, 6 ve 8 kollarina ise yem konulmadi. A¢ olan siganlar latent 6grenme
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caligmasinda 6grendikleri gibi kollara girip 5 dakika i¢indeki hareketleri kaydedildi.
Ayni kola tekrar girmeleri kisa siireli bellek hatasi, yem olmayan kola girmeleri ise
uzun stireli bellek hatasi olarak degerlendirildi. 5 dakikadan 6nce yem konulan
kollara giren sicanlar labirentten c¢ikarildi ve labirentte gecirdikleri toplam siireleri
kaydedildi. 10 giin boyunca yapilan bellek ¢aligmalar1 her bir sigan igin ayri1 ayri
yapilarak not edildi (62).

3.4.7. Cerrahi Uygulamanin Yapilmasi:

Labirent uygulamalarindan sonra biitiin gruplar anestezi verilmeden dnce kan
glikoz 6l¢iimii glikoz metre ile yapilip kaydedildi. Ketamin/Xylazin (90mg/kg i.p./
10mg/kg 1.p.) anestezi uygulanan sicanlarin kalplerinden 5-6 ml kan ornekleri ve
hipokampus 6rnekleri alindi (71). Hipokampus dokular1 -80 °C’de enzim calismalari
icin saklandi. Kan drnekleri eser element caligsmalari i¢in hazirlanan tiiplere alindi.
Santrifiij sonras1 serumlari Ca®", Zn*" ve Cu®" caligmalari icin elde edildi ve ependorf

tiiplerine alinarak -80 °C’de saklandi.

3.4. 8. Eser Element Analizleri:

3.4.8.1. Serumda Ca** diizeylerine Bakilmasi:
Alnan serum &rneklerindeki Ca®" miktarlar Turgut Ozal Tip Merkezi’nde

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda, Architect 16000 iinitesinde analiz edildi.

3.4.8.2. Serumda Zn*" ve Cu*" diizeylerine Bakilmasx:

Alinan serum o6rnekleri Turgut Ozal Tip Merkezi'nde Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali’'nda Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi (Analyst 800 alev
{initesinde) ile Zn®" ve Cu®" diizeylerine bakildi. Serum ornekleri kullamlarak
9%0,3liik Nitrik oksit ¢6zeltisi ile standartlar olusturuldu.

0,125 ppm, 0,250 ppm, 0,50 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 4 ppm’lik standartlara kars1
korlenen atomik absorbsiyon spektrofotometresinde serum Cu®’ miktarlart pg/dl
olarak okundu.

0,0625 ppm, 0,125 ppm, 0,250 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm’lik standartlarina kars1
koérlenen atomik absorbsiyon spektrofotometresinde serum Zn>" miktarlart pg/dl

olarak okundu.
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3. 4.9. Hipokampus Dokularimin Enzim Calismalar i¢in Hazirlanmasi:

Calisma giinii, derin dondurucudan ¢ikarilan hipokampus dokulari, hassas
terazide tartilarak agirliklar1 kaydedildi. SOD, GSH-Px, CAT enzim aktiviteleri,
TBARs ve protein ¢alismalar1 igin dokularin hazirlanmasinda Tris-HCI tamponu
kullanildi. Cam tiiplere konulan doku iizerine 2 ml Tris-HCl (pH=7,4) tamponu
eklendi. Buz doldurulmus plastik kap igerisine yerlestirilen cam tiipteki doku 16.000
devir/dk hizda 2 dakika homojenize edildi. Son hacim; Tris- HCI tamponuyla 3
ml’ye tamamlandi. Vorteksle 1-2 dakika karistirildiktan sonra homojenattan 1ml
yedege alindi. 0,5 ml homojenat TBARs Ol¢limii i¢in ependorflara alindi. Geriye
kalan 1,5 ml homojenat Cu-SOD, GSH-Px ve CAT enzim aktivitesi Ol¢limii i¢in
4000 rpm’de ve +4 °C sicaklikta 15 dakika santrifiij edilerek siipernatan elde edildi
ve derin dondurucuda saklandi.

3.4.9. 1. SOD enzim aktivite diizeylerine bakilmasi:
Kullanilan Kimyasallar:

— Ksantin

— Na,EDTA

— NBT

— Na,CO»

— BSA

— Ksantin oksidaz

— (NH4)2S04

— CuCl,

SOD enzim aktivitesi, Sun ve arkadaslarinin metoduna gore,
nitrobluetetrazoliumun (NBT) ortaya c¢ikan siiperoksit radikallerinin indirgenmesi
esasina dayanarak yapildi. Ksantin-ksantinoksidaz siiperoksit iireticisi olarak
kullanildi. Stiperoksit radikalleri tetrazolium tuzlarini indirgeyerek suni kromojenik
formazon boyas1 olusturmaktadir. Bu formazonlar 560 nm dalga boyunda maksimum
absorbans vermektedir. SOD varliginda ise NBT’den formazon olusumu
engellenmektedir. Enzim miktar1 ve aktivitesine bagli olarak daha acik renk
olusmaktadir. Enzimin bulunmadig1 ortamda ise bu indirgeme meydana gelmeyip

mavi-mor renk olugmaktadir. Okunan absorbanslara asagidaki formiil uygulanarak
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numunelerdeki % inhibisyon degeri bulundu. Sonuglar U/mg protein olarak ifade
edildi (101).

% inhibisyon = Ak- An/Ak x 100

Ak: Absorbans kor

An: Absorbans numune

3.4.9. 2. CAT enzim aktivite diizeylerine bakilmasi:
Kullanilan Kimyasallar:
— NaH,P04.2H,0
— Na, HPO412H,0
— % 30’luk H,O; ¢ozeltisi

Katalaz aktivitesi Aebi’nin yontemine gore Olciildii. H,O, ¢aligma ortamina
eklendiginde katalaz tarafindan H,O ve O;’ne parcalanmakta ve 240 nm’de
maksimum absorbans veren bu doniisiim UV spektrofotometrik 6l¢iimde absorbans
azalmasi olarak goriilmektedir. Bu absorbans azalmasi katalaz enzim aktivitesiyle
iligkilidir. Absorbans1 H,O; ile optik dansitesi 0.500’e ayarlanmis fosfat tamponuna,
numune eklenmesiyle 240 nm dalga boyunda 5 dakika boyunca absorbanslardaki
diisiis kaydedildi. Degerler asagidaki formiile gore hesaplanarak, aktiviteler K/g
protein olarak ifade edildi (102).
K=[2.3xlog (A-Ay)] / At (sn)
K: H,O; nin par¢alanma hiz sabiti
Aq: Tk okunan absorbans

A,: Son okunan absorbans

3.4.9. 3. GSH-Px enzim aktivite diizeylerine bakilmasi:
Kullanilan Kimyasallar:

— NaH,P04.2H,0

— Na, HPO412H,0

— % 30’luk H,O; ¢ozeltisi

— Na,EDTA

— GSH

— NADPH
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— NaN;
— GSH rediiktaz
— (NH4)2SO4
— % 30’luk H,O; ¢ozeltisi

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) aktivite calismasi Paglia ve arkadaglarinin
metoduna gore yapildi. Metod; ortamda bulunan NADPH’1in, glutatyon rediiktaz
enziminin aktivitesiyle ortamdan uzaklastirilip, 340 nm ’de absorbansin azalmasi
Olciimiine dayanir. GSH-Px substrat1 olan GSH ile H,O, nin suya doniisiimiinii ve
okside glutatyonu (GSSG) katalizler. Glutatyon rediiktaz ise NADPH varliginda
okside glutatyonu (GSSG) indirgeyerek glutatyon (GSH) ve NADP' olusumunu
saglar. Sonugta NADPH absorbansi giderek azalir (103).

U/L= [ (AA/t) /6.22 x 10-6] x (1/0.02) seklinde hesaplanan GSH-Px enzim
aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.

SH-Px
2G3H+H,O0; =—=> G35G +21H;0

Glutatyon Rediiaz
G55G +NADPH HH™ > 2 GSH +NADF

3.4.9.4. TBARs diizeylerinin ol¢iimii:
Kullanilan Kimyasallar:
— NaH,POq4
— TBA (tiyobarbitiirik asit)
— % 85°1lik H3PO4 ¢ozeltisi
— n- butanol
— 1,1,3,3 tetrametoksipropan

Uchiyama ve arkadaslarinin metoduna gore yapildi. Lipit peroksidasyonu
sonucu olusan malondialdehit (MDA), tiyobarbitiirik asit ile olgiildi. Olgiim,
MDA’nin 95 °C’ de tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesiyle olusan pembe renkli
homojenata, N-butanol eklenip, liriiniin spektrofotometrede 535 ve 520 nm de
Olciilmesiyle belirlendi. Tetrametoksipropan ile olusturulan standartlara karsi

sonuclar degerlendirildi. Sonuglar nmol/g yas doku olarak ifade edildi (104).
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3.4.9.5. Lowry Protein Metodu:
Kullanilan Kimyasallar:

— CuS04.5H,0

— Nagsitrat

— Na,CO»

— NaOH

— Folin-Ciocalteu

— BSA (Bovine Serum Albumin)

Protein 6lglimii modifiye Lowry yontemi ile yapildi. Metod; alkali kosullar
altinda Cu- protein kompleksinin olugsmasi ve ayiractaki asit ile Folin-Ciocalteu
reaksiyonu sonucunda mavi renk olusmasi esasina dayanir. Koyu mavi renk olusumu
karakteristiktir ve 750 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir. Rengin
koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu arttik¢a artar. BSA ile standart ¢ozeltiler
olusturulup, bu stok ¢ozeltilere gore protein miktarlar1 pg/ml olarak degerlendirildi

(105).

3. 4. 10. istatistiksel Analiz

Bu calismada elde edilen verilerin, gruplar arasinda karsilagtirilmasi amaciyla
yapilan analizlerde, parametrik olmayan veriler icin kullanilan istatistiksel
tekniklerden Kruskal-Wallis teknigi kullanildi. Bu teknigin tercih edilmesindeki
temel neden c¢alisma gruplarinin her birinde bulunan denek sayisinin az olmasi ve
esit saylda olmamasidir. Analizlerin tamaminda, tip I hata yapma olasilig1 i¢in p<
0,05 diizeyinde bir istatistiksel onemlilik analizi yapildi. Anlamli bulunan farkliliklar
icinse Mann-Whitney U testi ile ikili karsilastirmalar yapildi. Ikili karsilastirmalarda
ise tip I hata orani olarak belirlenen 0,05 degerinin korunmasi i¢in tiim ikili analizler,
Bonferroni diizeltmesi yapilarak, p<0,008 diizeyinde yapild:.

Gruplar agisindan her bir gruba ait ilk ve son Ol¢limler arasinda fark olup
olmadigina dair karsilastirmalar i¢in ise Wilcoxon testi kullanildi. Wilcoxon testi

analizleri de p<0,05 diizeyinde yapildi.
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4. BULGULAR

Deney siiresince biitlin deney gruplarindaki si¢anlara iligkin gorsel gozlemler
ve sayisal veriler kaydedildi. Deney boyunca siganlarin, aclik kan glikoz degerleri,
agirliklari, toplam dogru ve yanlis kola girme sayilari, labirentte gegirdikleri toplam
stireleri belirlendi. Ayrica biitiin gruplardaki si¢anlarda goriilen davranigsal ve
morfolojik degisiklikler dikkatle izlendi. Deney siiresince STZ verilen hayvanlarda
idrar miktarinda artma, yem ve su aliminda artma, harekette yavaslama, tiiy renginde
kahverengilesme goriildii. STZ+propolis ve propolistSTZ gruplarinda da idrar
miktarinda artma ve tily renginde koyulasma gozlendi. Ancak deneyin sonuna dogru
rengin normale dondiigii ve yem-su alimlarinin STZ grubundaki sicanlardaki gibi
fazla oldugu gozlendi. Kontrol grubunda ise herhangi bir idrar artmasi, yem ve su

aliminda artma, harekette yavaslama ya da tiiy koyulagsmasi goriilmedi.

Calismada gruplar arasi1 farkliliga iliskin analizler ve ikili karsilagtirma

analizi sonuclar1 su sekildedir:

Tablo 4. 1. Kandaki aglik glikoz miktarinin, deneysel islem baslangicinda
(STZ uygulamasindan 72 saat sonra) ve deneysel islem sonundaki degerlerinin

karsilastirilmasina iliskin analiz sonuclari.

Ortalama/ SS
Grup | Ac¢hk Kan Sekeri V4 D
(mg/dl)
Kontrol | Deney Bas. AKS 88,21+11,49
-3,18 | <0,05*
(n=14) | Deney Son. AKS 169,64+64,94
STZ Deney Bas. AKS 313,83+47,31
-2,77 | <0,05*
(n=12) | Deney Son. AKS 341,42+56,18
P+STZ | Deney Bas. AKS 320,08+59,96
-2,82 | <0,05*
(n=12) | Deney Son. AKS 259,17+£71,26
STZ+P | Deney Bas. AKS 301,08+56,42
-1,54 | 0,124
(n=13) | Deney Son. AKS | 253,15+100,22

Tablo 4. 1’e gore kontrol grubunun deneyin basindaki ile sonundaki aclik kan
glikoz diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme s6z konusudur. Ancak

aclik kan glikoz degeri, diyabet olusturacak kadar yiiksek degildir. Sadece STZ
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uygulanan gruba bakildiginda, STZ uygulamasindan sonraki aglik kan glikozunun,
deney sonundaki kan glikozu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yiikseldigi ve diyabetik smirin {iizerinde bir degere sahip oldugu
goriilmektedir (>200mg/dl). Propolis uygulanan gruplardan P+STZ grubuna
bakildiginda, STZ uygulamasindan sonraki aclik kan glikozu ile deney sonrasi aglik
kan glikozu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis goriilmektedir. STZ+P
grubunda ise aglik kan glikoz diizeyinde diisme gdzlenmesine ragmen bu disiis

istatistiksel olarak anlamli degildir.

Tablo 4. 2. Deneysel islem sonundaki aglik kan glikoz miktarlarinin

karsilastirilmasina iliskin analiz sonuclari.

. Mann-
Ki- Ikili
Grup SD P Whitney Z p
kare Karsilagtirma
U
Kontrol Kontrol / STZ 4,5 -4,09 | <0,008*
(n=14)
Kontrol / P+STZ 26 -2,98 | <0,008*
STZ
(n=12)
3 22,22 | <0,05 Kontrol / STZ+P 44 -2,28 0,023
P+STZ
(n=12) STZ / P+STZ 25 -2,71 | <0,008*
STZ+P STZ / STZ+P 32,5 -2,48 0,013
(n=13) P+STZ/STZ+P | 76 | <011 | 091

Not: p<0,05 diizeyinde, “*” isareti ilgili istatistigin 0,008 diizeyinde anlamli oldugu gostermektedir.
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Deneysel islem sonrasi aglik kan glikoz degerleri
500 -
5 400 - b
£
< 300 | c | a,b,c T
N
o
= 200 - a T l l
o
E 100 - L
0
Kontrol S1Z P+STZ STZ+P
Deneysel gruplar

p <0,008 diizeyinde anlaml
Not: Farkli harfler, gruplar arasinda p<0,008 diizeyinde anlamli fark oldugunu gostermektedir.

Sekil 4. 1. Deneklerin deneysel islemler sonrasi aglik kan glikoz degerleri.

Tablo 4. 2 ve Sekil 4. 1’deki analiz sonuglarina gore deneysel islem
sonundaki aglik kan glikoz degerine bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkin oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin hangi gruplar arasinda
oldugunu belirlemek i¢in yapilan Post Hoc (Mann-Whitney U) testlerde, kontrol
grubunun aglik kan glikoz diizeyinin, sadece STZ uygulanan gruptan istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu belirlenmistir. Yine kontrol grubunun,
deneysel islem sonundaki aglik kan glikoz degerlerinin, P+STZ grubunun
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha diisik oldugu
goriilmektedir. Fakat kontrol grubu ve STZ+P grubunun deneysel islem sonrasi aglik
kan glikoz diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark s6z konusu degildir.
Ayrica, propolis uygulanan gruplardan P+STZ nin, deneysel islem sonrasi aglik kan
glikoz diizeyinin, sadece STZ uygulanan gruptan istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde daha diisiik oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4. 3. Deneklerin deneysel uygulama Oncesi ve sonrasi viicut

agirliklarina iligkin analiz sonuglari.

Ortalama/ SS
Grup Agirhk V4 P
(2)
Kontrol Deneyden Onceki Agirlik | 241,43+£14,70
-2,98 | <0,05*
(n=14) Deney Sonunda Agirlik | 266,86+29,84
STZ Deneyden Onceki Agirlik | 241,00+£25,99
-2,28 | <0,05*
(n=12) Deney Sonunda Agirlik | 219,08+22,66
Deneyden Onceki Agirlik | 242,83+26,04
P+STZ (n=12) 0,98 | 033
Deney Sonunda Agirlik | 233,50+30,19
STZ+P Deneyden Onceki Agirlik | 233,54+20,37 a3 | o1s
(n=13) Deney Sonunda Agirlik | 225,00424,07 | ’

Not: “*” igareti ilgili istatistigin 0,05 diizeyinde anlamli oldugu gostermektedir.

Tablo 4. 3’e gore kontrol grubunun viicut agirh@inda istatistiksel olarak
anlamli bir yiikselme s6z konusudur. Sadece STZ uygulanan grupta, viicut agirliginin
deneysel uygulama siirecinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig
belirlenmistir. Propolis uygulanan gruplarda ise viicut agirliklarinda istatistiksel

olarak anlamli bir degisme gerceklesmemistir.

Tablo 4. 4. Deneklerin viicut agirliklarinin deneysel islem sonundaki

degerlerinin karsilastirilmasina iliskin analiz sonuglart.

G sp| X ikili Karsil Mann- z
rup Kare p ili Karsilagtirma Whitney U p
Kontrol Kontrol / STZ 45,50 -1,98 | 0,048
(n=14)
Kontrol / P+STZ 35,00 2,52 | 0,012
STZ
(n=12) Kontrol / STZ+P 21,50 3,37 | <0,008*
3 | 13,41 | <0,05
P+STZ STZ / P+STZ 61,00 0,64 | 053
(n=12)
STZ / STZ+P 47,50 -1,66 | 0,097
STZ+P
(n=13) P+STZ / STZ+P 61,50 -0,90 0,37

Not: p<0,05 diizeyinde, “*” isareti ilgili istatistigin 0,008 diizeyinde anlamli oldugu gostermektedir.
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350 -
300 -
250 -
200 -
150
100 -

50 -

Agirlik (g)

Deneysel islemler sonrasi viicut agirlik degerleri

a,b

——

—H

Kontrol

STZ

P+STZ

Deneysel gruplar

STZ+P

p <0,008 diizeyinde anlamli.

Not: Farkli harfler, gruplar arasinda p<0,008 diizeyinde anlamli fark oldugunu gostermektedir.

Sekil 4. 2. Deneklerin deneysel islemler sonrasi viicut agirliklarinin degerleri.

Tablo 4. 4 ve Sekil 4. 2’deki analiz sonuglarma gore, deneysel islem

sonundaki viicut agirlik degerlerine bakildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farkin oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin hangi gruplar arasinda

oldugunu belirlemek i¢in yapilan Post Hoc (Mann-Whitney U) testlerde, kontrol

grubunun viicut agirliginin, STZ+P grubunun viicut agirligindan, istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Tablo 4. 5. Serumdaki Zn*" miktarlarina iliskin analiz sonuglart.

7T
/n

. Mann-
Ki- Ikili
Grup (ng/dl) SD p Whitney | Z p
kare Karsilagtirma
Ort/SS u
Kontrol
(n=14) 119,56+26,71 Kontrol / STZ 72,50 -0,59 0,55
STZ
(n=12) 123,92+22,97 Kont. / P+STZ 22 -3,19 | <0,008*
I(’+SIT2§ 156.08£17.43 | > | 19794 <005 e e /sTzep 26 -3,15 | <0,008*
n=
STZ /P+STZ 18 -3,12 | <0,008*
STZ+P
(n=13) 158,57+25,17 STZ / STZ+P 23,50 -2,97 | <0,008*
P+STZ/STZ+P 78 0,000 | 1,000

Not: p<0,05 diizeyinde, “*” isareti ilgili istatistigin 0,008 diizeyinde anlamli oldugu gostermektedir.
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Serumdaki ¢inko miktarina iligkin degerler
200 ~
c T c,d T
— 150 |
e 50 aT a,b L J_
2
° 100 ~ l
=
£
© 50
0
Kontrol STZ P+STZ STZ+P
Deneysel gruplar

p <0,008 diizeyinde anlamli
Not: Farkli harfler, gruplar arasinda p<0,008 diizeyinde anlamli fark oldugunu gostermektedir.

Sekil 4. 3. Deneklerin serumdaki Zn®" miktarina iliskin degerler.

Tablo 4. 5 ve Sekil 4. 3’deki deneysel islem sonundaki, serum Zn**
diizeylerine iliskin yapilan analizlere gore, gruplar Zn** degerleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga sahiptir. Bu farkliligin hangi gruplar arasinda
oldugunu belirlemek i¢in yapilan Post Hoc (Mann-Whitney U) testlerde, kontrol
grubunun, serum Zn>* diizeyinin, STZ+P ve P+STZ gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde STZ grubunun

serum Zn”" diizeyinin, STZ+P ve P+STZ gruplarindan istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde daha diisiik oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4. 6. Serumdaki Cu*" miktarlarina iliskin analiz sonuglart.

Cu™ (ug/dl)
Grup Ort/SS SD Ki-kare »
Kontrol (n=14) 117,6749,76
STZ (n=12) 115,62427.10
P+STZ (n=12) 123,50+17,31 . 1001 0.801
STZ+P (n=13) 118,80+15,41

Not: p<0,05 diizeyinde anlaml1

Tablo 4. 6°da goriildiigii gibi deneysel islem sonrasinda, serumdaki Cu®”
degerleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir.

Tablo 4. 7. Serumdaki Ca®" miktarlaria iliskin analiz sonuclar1.

Ca™ (ug/dl)
Grup Ort/SS SD Ki-kare p
Kontrol (n=14) 9,71£0,40
$TZ (n=12) 9,87+1,22
P+STZ (n=12) 0,52£0,98 3 2,97 0,397
STZ+P (n=13) 9,63+0,30

Not: p<0,05 diizeyinde anlaml1

Tablo 4. 7°de goriildiigii gibi deneysel islem sonrasinda, serumdaki Ca®"
degerleri acisindan, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir.
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Kol Sayisy/Toplam siire Grup Ort/SS Grup SD | Ki-kare )2
Kontrol (n=14) 133,43+24,94
STZ (n=12) 107,00+28,38
Girilen Toplam 6.56 0.09
P+STZ (n=12) 120,08+40,94
Dogru Kol Sayist
STZ+P (n=13) 125,62+24,95
Kontrol (n=14) 28,64+9,96
Kontrol
Girilen Toplam STZ (n=12) 31,17+18,32 3.68 0.30
Yanlis Kol Sayis P+STZ (n=12) 40,92+27,58 STZ
STZ+P (n=13) 40,38+14,69
3
Kontrol (n=14) | 162,07+31,79 | P+STZ
STZ (n=12) 138,17+44,38
Girilen Toplam STZ+P 3.21 0.36
P+STZ (n=12) 161,33+64,47
Kol Sayist
STZ+P (n=13) | 166,00£32,85
Kontrol (n=14) 76,43+14,45
STZ (n=12) 87,0449,66 7.33 0.06
Toplam Siire
P+STZ (n=12) 86,67+14,60
STZ+P (n=13) 81,5449,72

Not: p<0,05 diizeyinde anlaml1

Tablo 4. 8’deki analiz sonuglarina gore deneysel islem siirecinde “girilen

toplam kol sayis1”, “girilen toplam yanlis kol sayis1”, “girilen toplam dogru kol

sayis1” ve “toplam siire” degerlerine bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farkin olmadig1 goriilmektedir.
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Tablo 4. 9. Bellek hatalarina iliskin verilerin analiz sonuglart.

Degisken Grup Ort/SS SD | Ki-kare P

Kontrol (n=14) 10,57+6,55

STZ (n=12) 11,00+5,24
Kisa Siireli Bellek Hatas: 0.30 0.96
P+STZ (n=12) 10,92+6,08

STZ+P (n=13) | 10,23+6,15

Kontrol (n=14) 26,21+6,19

STZ (n=12) 24,83+5,59
Uzun Siireli Bellek Hatas1 4.33 0.23
P+STZ (n=12) 27,75+£2,93

STZ+P (n=13) | 22,92+6,14

Not: p<0,05 diizeyinde anlaml1

Tablo 4. 9’daki analiz sonuglarina gore, “kisa siireli bellek hatalar1” ve “uzun
stireli bellek hatalara” iliskin degerler agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik goriillmemistir.

Tablo 4. 10. Deneklerin cevap gecikmesine iliskin (toplam siire/girilen

toplam kol sayis1) degerlerinin karsilastirilmasina iliskin analiz sonuglart.

Ki- Ikili Mann-
Grup Ort/SS | SD p . Z p
kare Kargilagtirma | Whitney U
Koiltrol 0,3940,14 Kont. / STZ 67 -0,87 0,38
(n=14)
Kont./P+STZ 40 -2,26 0,02
STZ
+
(n=12) 0,34x0,10 Kont./STZ+P 23 -3,30 | 0,001%*
3 | 15,84 | <0,05
P+_STZ 0,26+0,07 STZ/P+STZ 44 -1,62 0,11
(n=12)
_ *
STZAP STZ/ STZ+P 23 2,99 | 0,003
(n=13) 0,27+0,16
P+STZ/STZ+P 48 -1,63 0,10
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Deneklerin cevap gecikmesine iligskin degerleri

0,6
0,5 - T
0,4 - a
0,3 l ab | b [
02 I l
0,1 -
0
sTZ P+STZ STZ+P

Kontrol

Deneysel gruplar

p <0,008 diizeyinde anlaml

Sekil 4. 4. Deneklerin cevap gecikmesine iligkin degerler.

Not: Farkli harfler, gruplar arasinda p<0,008 diizeyinde anlamli fark oldugunu gostermektedir.

Tablo 4. 10. ve Sekil 4. 4°de goriildiigii gibi, STZ+P grubu, kontrol ve STZ

gruplarindan anlamli bir sekilde daha az cevap gecikmesi gostermistir. Kontrol, STZ

ve P+STZ gruplarinda cevap gecikmesi agisindan anlamli bir farklilik yoktur.

Tablo 4. 11. Hipokampus dokusundaki TBARs ve enzim ¢alismalarina iliskin

degiskenlerin analiz sonuglari.

) Karsilagtirilan
Degisken Grup Ort/SS SD | Ki-kare | p
Gruplar
Kontrol(n=7) 0,30+0,09
STZ(n=6) 0,31+0,09
TBARs nmol/g 3.87 |0.28
P+STZ (n=6) 0,39+0,11
STZ+P(n=7) 0,33£0,04
Kontrol(n=7) 15,514£3,19
Kontrol
STZ(n=6) 18,65+7,30
SOD U/mg 6.40 | 0.09
P+STZ (n=6) 23,12+6,20 STZ
STZ+P(n=7) 21,224+5.25
Kontrol(n=7) 1,82+0,48 P+STZ 3
STZ(n=6) 1,97+0,48
CAT K/g 598 | 0.11
P+STZ (n=6) |  1,29+0,66 STZ+P
STZ+P(n=7) 2,31+0,82
Kontrol(n=7) 24,50+4,79
STZ(n=6) 28,75+7,92
GSH-PXU/mg 346 | 0.33
P+STZ (n=6) 31,23+£7,25
STZ+P(n=7) 27,60+6,91

Not: p<0,05 diizeyinde, “*” isareti ilgili istatistigin 0,008 diizeyinde anlamli oldugu gostermektedir.
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Tablo 4. 11°deki analiz sonuglarina gore deneysel islem sonundaki
hipokampus dokusuna ait TBARs, SOD, CAT ve GSH-Px degerlerine bakildiginda

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemektedir.
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5. TARTISMA

Diyabet, viicuttaki bir¢ok organda tahripler olusturan kronik, metabolik bir
hastaliktir. Gorme kaybi, ndropati, kardiyovaskiiler hastaliklar bunlardan en sik
goriilenler olmakla birlikte, biligsel fonksiyonlar {izerine de etkileri literatiirde
belirtilmektedir. ilk kez 1922 yilinda, diyabetli hastalara bellek ve dikkat testleri
uygulanmis ve testlerin sonuglari, kontrol ile karsilastirildiginda bellek ve dikkatte
bozulmalar oldugu goriilmiistiir. Bu tarihten sonra ise diyabetin bilissel fonksiyonlar
tizerine etkisi ile ilgili ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir (106).

Bu arastirmada, diyabetin bellek ve 6grenme {lizerine etkilerine propolis
uygulamasinin nasil bir etki yapacag arastirilmistir. Calismamizda, bellek ve
ogrenmeye iliskin sonuglar tartisilmadan 6nce, diyabetle iliskisi olan aglik kan glikoz
diizeyi, agirlik, serumdaki iz elementlerin (Cu2+, Ca2+, Zn2+) diizeyleri, oksidatif stres
enzim diizeyleri gibi parametrelere iligkin sonuglar tartigilmistir.

Ik degisken olarak, aglik kan glikoz diizeyi, STZ uygulanan grupta diger
gruplara gore daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni, deneysel diyabet olusturmak
icin kullanilan STZ’nin, pankreas beta hiicrelerine girerek, hiicreye toksik etki
gosterip, beta hiicre haraplamasina sebep olmasidir. Sonugta pankreas beta hiicreleri
tahrip olur, insiilin {iretimi ve salgilanmasi durur ve kalici diyabet olusur (96).
Insiiline bagimli glikoz tasiyicilari, insiilin yetersizliginde, hiicrelere yeteri kadar
glikozu tasiyamaz ve kanda glikoz seviyesi artmaya baslar (96). Aclik kan glikoz
seviyesi, STZ verilen gruplarda artmistir. A¢lik kan glikoz diizeyi agisindan STZ’yi
takip eden diger gruplar; P+STZ ve STZ+P’dir. Kontrol grubuna ise herhangi bir
islem yapilmadigindan, diyabet durumu s6z konusu degildir. Deneyin sonundaki,
aclik kan glikoz degerleri dikkate alindiginda, propolis uygulanan gruplarda, aclik
kan glikoz seviyesinde anlamli bir azalmanin oldugu belirlenmistir. Bu durum,
literatlirde de belirtildigi gibi, propolisin hiicre aktivitesini artirmasi ve STZ ile tahrip
olmus pankreasin beta hiicrelerinin rejenerasyonunu artirarak insiilin yetersizligini
gidermesi seklinde aciklanabilir. Fuliang ve arkadaslari, propolisin kan glikoz
konsantrasyonunu diizenledigine ve diyabetli hayvanlarin aglik kan glikoz diizeyini
diisiirdiigiine dair sonuglar elde etmislerdir. (86).

Bir diger parametre olan viicut agirlig: ile ilgili sonuglara bakildiginda, STZ

uygulanan gruplarda deneyin basi ile sonunda elde edilen viicut agirlik dl¢timlerinde,
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istatistiksel olarak anlamli kilo kayb1 oldugu goriilmektedir. Diyabet olusumu ile en
cok gozlenen belirtiler, politiri, polidipsi, kilo kaybi, halsizlik ve yorgunluktur.
Diyabet gelisimi ile hastalarda, kalori kaynagi olan glikozun idrar yolu ile kayb,
lipolize neden olmakta ve subkutan yag dokusunun azalmasiyla, kilo kayiplari
gozlenmektedir (10). Diyabette glikoz kullaniminin azalmasi sonucu kalori kaybi ile
birlikte, asir1 yeme (polifaji) ve canli agirlikta azalma meydana gelir (107). Deneyin
sonunda kontrol grubunun kilo artisinda, beklenen yonde, anlamli bir fark
bulunmustur. Diyabet olusturmadan 6nce veya diyabet olusturulduktan sonra
propolis verilen gruplarda kilo azalmasinda meydana gelen diisiis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Burada propolisin diyabetle gelisen kilo verme yoniindeki
etkilerini durdurmaya basladigini sdyleyebiliriz.

Bu calimada incelenen diger dnemli degiskenler, serumdaki Cu®*, Ca*" ve
Zn*" diizeyleridir. Bu ¢alismada, STZ grubunun, serum Cu®" diizeyinin, kontrole ve
propolis verilen gruplara gore daha diisiik oldugu Tablo 4. 6’da goriilmektedir.
Diyabette eser elementlerin 6nemli gérevleri bulunmaktadir. Cu®* ve Zn** SOD
enzim aktivitesinde gorevlidir ve bu elementlerin eksikliginde lipit
peroksidasyonunda artma oldugu literatiirde belirtilmektedir (108). Aktif bir metal
olan Cu®’, oksidatif hasar1 baslatabilir veya yiiksek konsantrasyonda lipitler,
proteinler ve DNA’da oksidatif hasara yol agabilir. Ancak Cu*’, Cu-Zn SOD
enziminin bir pargasidir ve antioksidan savunma mekanizmasi i¢in Cu2+’ya ihtiyag
vardir (108). Literatiirde diyabetlilerin serum Cu*” diizeylerine iliskin ¢eligkili
sonuclar bulunmustur. Bazi c¢alismalarda, diyabetli hastalardan alinan kan
6rneklerinde, serum Cu”" diizeylerinde azalma oldugu goriiliirken, bazi ¢alismalarda
ise Cu®" diizeylerinde artma goriilmiistiir. Ancak diyabetliler ve kontrol arasinda,
Cu?*” degerleri agisindan, anlamli bir fark bulunamayan c¢alismalarda mevcuttur (108,
109). STZ grubundaki Cu®" azalmasimin diyabetle iliskili oldugu, P+STZ ve STZ+P
gruplarmdaki Cu®* degerlerinin daha yiiksek olmasinin ise propolis igerigindeki Cu*"
ile iliskili oldugu sdylenebilir. Ancak, serum Cu®" degerlerinin gruplar arasinda farkli
oldugu goriilse de bu farkliliklarin, istatistiksel olarak anlamli olmadigi Tablo 4. 6’da
gosterilmistir.

Calismamizda, STZ grubunun serum Zn>" diizeyinin kontrol grubuna gore

yiiksek oldugu Tablo 4. 5’de goriilmektedir. Ayn1 zamanda, P+STZ ve STZ+P
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gruplarindaki serun Zn®" diizeyleri, kontrol ve STZ gruplarindan anlamli bir sekilde
farklidir. Literatiirde diyabetlilerin serum Zn®" diizeylerine iliskin yapilan
calismalarda da celiskiler goriilmektedir. Jarres ve Riikgauer’in yaptiklari ¢alismada,
diyabetli hastalarin serum Zn”>" diizeylerinde artma oldugu gésterilirken (109), Koca
ve arkadaglarinin yaptiklari calismada, diyabetli hastalarin serum Zn>* diizeylerinde
azalma oldugu belirtilmistir (108). Bu ¢alismada, propolis uygulanan gruplarda Zn*"
diizeylerinin anlamli bir sekilde artis gostermesi, literatiirde de belirtildigi gibi,
propolisin Zn** iceriginin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. (85, 88).

Bu calismada, Tablo 4. 7°de goriildiigii gibi serum Ca®" diizeyleri agisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur. Ancak, STZ grubunun serum Ca"
seviyesinin, diger gruplara gore biraz daha fazla oldugu goriilmektedir. Yapilan
calismalarda serum Ca®’ diizeyindeki artmanin, yiiksek kan basinci ve bozulmus
glikoz toleransi ile iliskili oldugu belirtilmektedir (110). STZ grubunun aglik kan
glikoz seviyesinin yiiksekligi, literatiirde belirtildigi gibi, kan glikoz seviyesinin
yiiksekligi ile serum Ca®" konsantrasyonu arasindaki pozitif yondeki anlamlh
iligkiden dolayidir (111). Propolis verilen gruplarda ise serum Ca*" diizeyleri hemen
hemen kontrol grubuna yakindir. Bunu ise propolisin aclik kan glikoz seviyesini
diisiirerek, serum Ca”” seviyesini de diisiirdiigii seklinde agiklayabiliriz.

Tablo 4.10 ve Sekil 4. 4’te gruplarin cevap gecikmesine iliskin degerler
verilmistir. STZ+P grubunun cevap gecikme durumu, diger gruplardan istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha diisiik bulunmustur. Burada, STZ uygulamasindan
sonraki propolis uygulamasinin cevap gecikmesi iizerine olumlu etki gosterdigi
goriilmektedir.

Diyabet ile iligkili oldugu diisiiniilen diger 6nemli degiskenler, oksidatif stres
enzim diizeyleridir. Bu ¢alismada, lipit peroksidasyon degerlerine bakildiginda, en az
degerin kontrol grubunda oldugu, en yiiksek degerin ise P+STZ grubunda oldugu
Tablo 4. 11°de goriilmektedir. Ancak gruplar arasinda, hipokampusta bakilan TBARs
ile dlgiilen lipit peroksidasyon degerlerinde, GSH-Px, SOD ve CAT enzim aktivite
degerlerinde anlamli bir fark bulunmadigi yine Tablo 4. 11°de goriilmektedir.
Literatiirde, diyabetin siiresinin uzamasiyla sicanlarin  beyinlerinde lipit
peroksidasyon iriinlerinin arttig1 belirtilmektedir. Fakat lipit peroksidayonunun

beyindeki bu etkisini gostermesi, diyabet siiresi ile dogru orantilidir (112).
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Literatiirde, diyabet sonucunda TBARs ile 6l¢iilen lipit peroksidayon degerlerinde,
GSH-Px, SOD ve CAT enzim aktivite degerlerinde degismelerin oldugu konusunda
celiskili sonuclar bildirilmistir. Baz1 ¢aligmalarda diyabetle, lipit peroksidasyonunda
artma goriiliirken, bazilarinda ise diyabetli gruplar kontrolle karsilastirildiginda,
anlaml fark cikmadigi ancak plazma lipit peroksidasyonunda farklilarin oldugu
belirtilmistir (112, 113, 114, 115).

Bu ¢aligmada, incelenen diger iki 6nemli degisken, 6grenme ve bellektir. STZ
ile diyabet olusturdugumuz gruplari, 6grenme ve bellek acisindan, kontrol grubu ile
kargilastirdigimizda, Ogrenme ve bellek olusumlarinda, hata sayisinda artma
goriilmiistiir. Calismamizda, Tolman ve Honzik’in 1930 yilinda yaptiklar1 “latent”
(gizil) 6grenme calismasina benzer olarak, biitiin gruplara latent 6grenme deneyi
yaptirilmistir. Sadece STZ verilen grup, diger gruplara gore daha az sayida dogru
kola girmis, buna ragmen, labirentte daha fazla siire ge¢irmislerdir. En az yanlis kola
giren ve labirentte daha az zaman gegiren grup ise kontrol grubudur. P+STZ ve
STZ+P gruplarinin toplam kol sayis1 ve toplam dogru kola girme sayilarina
bakildiginda, kontrole yakin degere sahip olduklar1 goriilmektedir. Toplam yanlis kol
say1s1 ve toplam siire agisindan bakildiginda ise, STZ grubuna yakin degerlere sahip
olduklar1 goriilmektedir. Burada propolis verilen gruplarin degerlerinin kontrol ve
STZ grubunun degerleri arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica latent Ogrenme
degerlerindeki bu degisimler, gruplar acisindan karsilagtirildiginda, istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 Tablo 4. 8’de goriilmektedir. Bilissel fonksiyonlar {izerine
diyabetin etkileri c¢esitli arastirmacilarca arastirllmig ve kronik (12 haftalik)
diyabetin, biligssel fonksiyonlari olumsuz yonde etkiledigine dair sonuclara
ulasilmistir (4, 47, 56, 116, 117).

Diyabetin beyine etkileri, hayvan modelleri iizerinde c¢alisilmistir.
Kemirgenler iizerinde yapilan ¢aligmalarda, kronik diyabetin beyin iizerinde,
ndrofizyolojik, norokimyasal, ndroradyolojik ve yapisal etkilerinin oldugu
goriilmiistiir. Ayrica kronik diyabetin, Ogrenme hatalarina sebep oldugu ve
hipokampusun CA1 alaninda LTP olusumunu engelledigi belirtilmistir (56).

Kamal ve arkadaslari, diyabetik sicanlardan aldiklar1 hipokampal kesitlerde
sinaptik plastisitede 6nemli degisimlerin oldugunu gozlemlemislerdir. Alt1 ile sekiz

haftalik diyabet siirecinde, LTP ekspresyonundaki ilerleyen hatalarin hipokampusun
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CA1 alaninda saptamiglardir. Bu LTP olusumundaki bozulmalarin, 12 hafta sonra en
yiiksek deger ulastigin1 ve LTP hasarlarinin kalict oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica,
12 haftalik diyabet sonunda, LTD’da bir artis saptamiglardir (56).

Papovi¢ ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, diyabetli siganlarin, basit gérme
gorevlerinde, ilk gin daha az dogru cevaplar verdigini ve kontrolle
karsilagtirildiginda daha fazla yanlis yaptiklari goriilmiistiir. Calismanin ii¢lincii
giiniinde ise diyabetlilerin 6grenme gorevlerindeki performanslarinin kontrolle
benzer cevaplar verdigini ve diyabetik hayvanlarin bozulmus performansinin
duyusalmotor hatalardan kaynaklanmadigini belirtmislerdir. Diyabetli si¢anlarin
katarak gelisenleri c¢alismadan ¢ikarilmistir. Geri kalan diyabetik hayvanlarin
ogrenme aktivitelerinin de kontrolle benzerlik gdsterdigini belirtmislerdir.

Calismamizda, diyabetli sicanlarin 6grenme performans deneyleri ile ilgili
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamayisimizin sebebi, ¢alismamizin 4 hafta ile
sinirlandirilmis  olmasindan kaynaklanabilir. Ciinkii Kamal ve arkadaslari 6-8
haftalik diyabetli sicanlarin hipokampuslarinda LTP olusumunda bozulmalar
gormiislerdir. Bunun insiilin uygulandiginda, normal seyrine dondiigiinii, 12 haftalik
diyabetli si¢anlarda ise LTP bozulmasinin diizelmedigini belirtmislerdir (117).
Ayrica Gispen ve Biessels’in Spraque Dawley cinsi diyabetli siganlar iizerinde
yaptiklar1 c¢aligmada, 6-8 haftalik diyabetli sicanlarin hipokampuslarinda AMPA
reseptorleri i¢in glutamatin affinitesinin azaldigini, ancak NMDA reseptorleri igin
glutamatin affinitesinin azalmadigini belirtmislerdir (9).

Gruplarin uzun ve kisa siireli bellek hatalarina bakildiginda, degerlerin
birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Tablo 4. 9°da degerlerin istatistiksel olarak
anlamli olmadig goriildii. Ancak, gruplar arasinda ufak farklhiliklar goze
carpmaktadir. Tablo 4. 9°da STZ grubunun kisa siireli bellek hatasi diger gruplara
gore yiiksektir. En fazla uzun siireli bellek hatasini ise P+STZ grubunun yaptig
goriilmekte ve bu sonuclardan propolis dnce verilmesinin 6grenme ve bellek {izerine
etkisinin 6nemli diizeyde olmadig ¢ikarilabilir.

Gardoni ve arkadaslarinin yaptigi calismada, STZ ile diyabet olusturulan
eriskin sigcanlarin hipokampuslarindaki NMDA reseptor komplekslerinde, 1 ay sonra
bozulmalar olmadig1, ancak, 4 ay sonra NMDA reseptor alt {initelerinde bozulmalar

oldugu belirtilmektedir (118).
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Diyabetin siiresi, 6grenme ve bellek olusumunu 6l¢mek igin Onemlidir.
Diyabetten hemen sonra yapilan bellek degerlendirmelerinde, diyabetin 6grenme ve
bellegi etkilemedigini belirten caligsmalar da mevcuttur (119).

Sonug olarak ¢alismamizda, STZ ile deneysel diyabet olusturulan sicanlarda,
propolisin aclik kan glikoz degerlerini anlaml1 olarak diisiirdiigii goriildii. Ogrenme-
bellek ve oksidatif stres olusumu {izerine diyabetin olumsuz etkileri goriilse de, bu
etkiler istatistiksel olarak anlamli degildi. Ancak diyabetin siiresinin 4 hafta degilde
12 hafta kadar uzatilmasi durumunda olumsuz etkilerin artacagi diisiiniilmektedir.

Propolisin diyabetli gruplara verilmesinin, sonuglara anlamli bir yansimasi
olmamustir.

Diyabet, 6grenme-bellek ve propolisin etkileri {lizerine, ilerde yapilacak olan
arastirmalarda, diyabetin siiresinin de8ismesiyle etkilerinin de degisecegi hesaba

katilarak deney tasarlanmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kemirgenlerde diyabet modeli olusturmak i¢in STZ uygun doz ve yOntemle
siganlara verilmistir. Kan glikoz seviyesine bakilip, siganlara diyabet tanisi
konmustur. STZ ile pankreasin 3 hiicrelerinde hasar meydana gelmis ve glikozun
hiicreler tarafindan kullanimi bozulmustur.

Bozulmus glikoz homeostazi, ¢esitli komplikasyonlara sebep olmaktadir.
Diyabet, insanlarda oldugu gibi sicanlarda da cesitli norofizyolojik parametrelerde
bozulmalara sebep olmustur. Beyin, bozulan glikoz metabolizmasindan olumsuz
sekilde etkilenmektedir. Ogrenme-bellek olusumunda bozulma, harekette yavaslama
meydana getirmistir. Ancak, akut diyabetli sicanlarda 6grenme ve bellek bozulmalari
ve oksidatif stres Uriinleri artmamistir. Ama bozulmalara karsi bir egilim olmustur.
Dokularda, hiperglisemi sonucu oksidatif hasar iirlinleri olusmakta ve beyin bu
olusumlardan zarar gérmektedir. Ayrica, viicutta Gnemli gorevleri olan Cu®, Ca*" ve
Zn*" elementlerinin akut diyabetten etkilenmedigi belirlenmistir.

Propolisin antioksidan o6zelliginin yanisira, pankreasin [ hiicrelerindeki
hasarlanmalar1 diizelttigi de bilinmektedir. Calismamizda da propolis, diyabet sonucu
artan kan glikoz seviyesini diisiiriicli etki gostermistir.

Diyabetin, kisinin yasamini etkileyen beyin yiiksek bdlgelerinde ve
hipokampusta olusturdugu komplikasyonlarini 6nlemek icin, propolis kullanim1 daha

genis kapsamda aragtirilmalidir.
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