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OZET

Hiperglisemik Néropati ve Mitokondriyal Fonksiyonun flintisi: Mitokondri
(Dis)fonksiyonu ve Mitofaji/Otofaji Modiilasyonunun Potansiyel Noroprotektif EtKkisi

Uzerine in vitro Arastirmalar

Noropati, kronik hiperglisemili hastalarin yaklasik yarisinda gelisen en yaygin
komplikasyondur. Mitokondri disfonksiyonunun ve mitofaji/otofaji modiilasyonundaki
bozukluklarin, hiperglisemik noropatinin patogenezinde kritik rolleri oldugu gosterilmistir;
ancak bu modiilasyonlar1 diizenleyen ajanlarin noroprotektif etkisi aragtirilmamistir. Bu
baglamda tez ¢alismasinin amaci, bu modiilasyonlar1 diizenledigi bilinen se¢ilmis ajanlarin
(anetol trition, irolitin A, rapamisin ve metformin ile kombinasyonlarinin), dorsal kok
gangliyon (DKG) noron hiicre kiiltiirtinde hiperglisemi ile tetiklenen in vitro strese karsi

noroprotektif etkilerini test ederek, tedavi edici potansiyelleri i¢in kanit sunmaktir.

Hiperglisemik ndropatinin hiicresel modeli olarak (12 haftalik) C57BL/6J farelerden
elde edilen DKG noronlar kiiltiire edildi. Test ajanlarinin yiiksek glukoz konsantrasyonunda
(YG, 50 mM) inkiibe edilen noronlar iizerindeki noroprotektif etkileri, 70 saat boyunca
gercek zamanli hiicre analizi yontemi (XCELLigence) ile “hiicre indeksi” ana Ol¢iim
parametresi kullanilarak incelendi. Istatistik analizler, tek yonlii ANOVA ve Fisher’in LSD

post-hoc testi ile gergeklestirildi ve 0.05’ten kiiglik p degerleri anlamli kabul edildi.

Y G maruziyeti, DKG néronlarinin hiicre indeksinde anlamli diizeyde diisiise yol agti
(p=0.006). YG ile eszamanli anetol trition uygulamasinin herhangi bir dozunda YG
norotoksisitesini anlamli olarak 6nleyemedi (p>0.05). YG ile eszamanl tirolitin A (10 uM
veya 30 uM) veya rapamisin (0.1 uM veya 0.3 uM) uygulamasinin YG norotoksisitesini
onledigi saptandi (sirasiyla p=0.01, p=0.04, p=0.036 ve p=0.008). YG ile es zamanl
metformin veya test ajanlariyla kombinasyonlarinin YG nérotoksisitesini anlamli diizeyde

onleyemedigi tespit edildi (p>0.05).

Bu tez c¢alismasi ile, mitofaji/otofaji modiilatérii ajanlar olan {rolitin A ve
rapamisin’in fare DKG noronlarinda doz bagimli olarak YG norotoksisitesine karsi
noroprotektif kapasiteye sahip olduguna dair 6zgiin kanitlar elde edildi. Bu calismanin
sonuglaria ve aracilik eden molekiiler mekanizmalar hakkinda kanita yonelik daha ileri in

vivo preklinik ve klinik ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Sozciikler: Diyabetik Noropati, Hiperglisemi, Mitofaji, Mitokondri, Otofaji

Xvii



ABSTRACT

Hyperglycemic Neuropathy and Its Relevance to Mitochondrial Function: in vitro
Investigations on the Potential Neuroprotective Effect of Mitochondrial (Dys)function

and Mitophagy/Autophagy Modulation

Neuropathy is the most prominent complication (approximately in half of patients)
of chronic hyperglycemia. Mitochondrial dysfunction and mitophagy/autophagy
demodulation have been indicated to play crucial roles in pathogenesis of hyperglycemic
neuropathy; however, whether agents that provide these modulatory effects have
neuroprotective effects has not investigated. In this context, the aim of this thesis study is to
evaluate the neuroprotective effects of selected agents known to provide aforementioned
modulations (anethole trithione, urolithin A, rapamycin and their combinations with
metformin) against in vitro stress induced by high glucose (HG) in dorsal root ganglion

(DRG) neuron cell culture and to provide evidence for their therapeutic potential.

DRG neurons from (12 weeks old) C57BL/6J mice were cultured as a cellular model
of hyperglycemic neuropathy. The neuroprotective effects of test agents on HG-induced
neurons were examined using "cell index™ as main parameter with xCELLigence real-time
cell analyzer for 70 hours. Statistical analyses were performed by one-way ANOVA and
Fisher's LSD post-hoc test, with significance set at p<0.05.

HG (50 mM) exposure caused a significant decline in cell indices in DRG neurons
with physiological glucose levels. Co-treatment of anethole trithione with HG-induction
failed to significantly attenuate HG-induced neurotoxicity at any dose (p>0.05). Co-
treatment of urolithin A (10 uM or 30 uM) or rapamycin (0.1 uM or 0.3 uM) with HG-
induction significantly prevented HG-induced decrease in cell index (p=0.01, p=0.04,
p=0.036 and p=0.008 respectively). Co-treatment of metformin or its combinations with

other test agents failed to significantly attenuate HG-induced neurotoxicity (p>0.05).

This thesis study indicates unique evidence that urolithin A and rapamycin, which
modulate mitophagy/autophagy, have dose-dependent neuroprotective capacity against HG-
induced neurotoxicity in murine DRG neurons. Further in vivo preclinical and clinical
studies are warranted to address the results of this study and providing evidence on the

mediating molecular mechanisms.

Keywords: Diabetic Neuropathy, Hyperglycemia, Mitophagy, Mitochondria, Autophagy
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1. GIRIS ve AMAC

Glukoz  homeostazinda  kroniklesen denge bozukluklari kan  glukoz
konsantrasyonunda siklikla sliregen olan bir artisa (hiperglisemi) neden olabilmektedir.
Kronik hiperglisemi, diabetes mellitus (diyabet) hastalik grubunun karakteristik bir
bulgusudur ve genellikle hastaligin baslangicindan yalnizca birka¢ yil sonra gelisen
diyabetik komplikasyonlarin ana nedeni olarak kabul edilmektedir (1). Diyabet; insiilin
saliniminda, etki goOsterme siirecinde veya her ikisindeki defektlerden kaynaklanan,
hiperglisemi ile karakterize, bir grup metabolik hastaliktir (2). Diyabetle gelisen kronik
hiperglisemi; 6zellikle gozler, bobrekler, kalp; kan damarlar ve sinirler olmak tizere farkli
organ ve dokularin uzun vadede hasarina, fonksiyon kaybi ve/veya yetmezligine yol

a¢cmaktadir (3).

Tez calismasiin merkezindeki hastalik grubu olan diyabet (tip 1, tip 2 ve spesifik alt
tipleri); uzun seyri ve yiiksek kiiresel prevalansi nedeniyle ¢ok ciddi ekonomik boyutlar
olan dnemli bir toplum saglig1 sorunudur (4). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerince
iilkemizde, 2008’den 2019 yilina dek, bir yilda saglik kurulusuna bagvuran bireyler
arasindan diyabet tanis1 alanlarin orani %5.9’dan %10.2’ye yiikselmistir (5). Tiirk Diyabet,
Obezite, Hipertansiyon ve Endokrin Hastaliklar Epidemiyolojisi Aragtirma Grubunun
(TURDEP-II) son verilerine gore, tilkemizde 20 yas istii niifusun %45.7’sinin prediyabetli
ve diyabetli oldugu tespit edilmistir (6). Diyabete bagli kiiresel saglik harcamalart 2007
yilindan 2019 yilina dek 232 milyar Amerikan dolarindan 760 milyar Amerikan dolarina
yiikselmistir ve 2019 yil1 itibariyle lilkemiz, toplam saglik harcamalarinin %24 {inii diyabet
ve komplikasyonlarina yonelik tedavi ve girisimlere ayirarak Avrupa tilkeleri arasinda ilk
sirada yer almistir (7). Kiiresel saglik harcamalarinin %34.7’sinin, diyabetin ve diyabetle
gelisen durumlarin maliyetini olusturdugu tespit edilmistir (8). Biitiin bu istatistiksel veriler,
mevcut hastalifin ve komplikasyonlarinin insan saghigin1 ve kiiresel ekonomiyi ne denli

etkiledigini agikca ortaya koymaktadir.

Glukoz homeostazi; insiilin saliverilmesi, hiicrelere glukoz alimi ve hepatik glukoz
tiretimi  seklindeki fizyolojik siireclerin yliksek diizeyde koordineli etkilesimi ile
saglanmaktadir. Glukoz homeostazi; glukoz alimi (gastrointestinal sistemden glukoz
emilimi), dokuda kullanim1 (glikoliz, pentoz fosfat yolu, trikarboksilik asit dongiisii,
glikojen sentezi) ve endojen iiretimi (glikojenoliz ve glukoneogenez) arasindaki dengeyi

temsil etmektedir (9).



Hiicrenin [yliksek enerjili fosfat baglari iceren adenozin trifosfat (ATP) sentezini
saglamas1 nedeniyle] enerji santrali olarak nitelendirilen mitokondrinin son yillarda
homeostazin devamliligi i¢in son derece kritik oldugu anlasilmis ve pek ¢ok hastaliin
patogenezinde mitokondri disfonksiyonunun yer aldigi tespit edilmistir (10). Mitokondri;
hiicrede oksidatif fosforilasyon, trikarboksilik asit dongiisii, yag asitlerinin oksidasyonu,
hem biyosentezi ve amino asit metabolizmasinda rol oynamaktadir ve enerji Onciilii
molekiillerin kisitliligina, ¢cevresel toksinlere ve oksidatif strese olduk¢a duyarlidir (11). Bu
nedenlerle, mitokondri disfonksiyonu pek ¢ok hastaligin temel patogenezini olusturdugu
icin, ilgili hastaliklarin tedavisine yonelik yaklagimlarda mitokondri fonksiyonunu regiile

eden ajanlar dogal olarak potansiyel aday olmustur (12).

Noropati, etkin glisemik kontrol saglanamadigi kronik bir siirecte gelisen en yaygin
diyabetik komplikasyonlardan biridir ve diyabetik néropatinin patogenezi heniliz tamamen
anlasilamamistir (13). Hiperglisemi, hipertansiyon, hiperlipidemi, yiiksek beden-Kkitle
indeksi, sigara kullanimi ve diyabetli bireylerin hastalik yasi; diyabetik noropatinin
gelismesindeki en 6nemli risk faktorleri olarak degerlendirilmektedir (14). Diyabetli erigkin
bireylerin yaklasik yarisinda bir dereceye kadar noropati gelismekte (13), néropati bulgulari
olmaksizin sinir ileti anormallikleri de hesaba katildiginda bu oran %100’e ulasmaktadir (15,
16). Diyabetik néropati ¢esitli klinik bulgularla ortaya ¢ikabilmektedir, bunlardan en yaygin
olan1 distal simetrik duyusal polindropatidir (17, 18). Diyabetik noropatili hastalarda ciddi
agrilar, duyu kaybi, hipo-/hiper-estezi, ayak iilserleri, enfeksiyon, yara iyilesmesinde
gecikmeler ve kangren meydana gelebilmekte; birgok vakada nihai komplikasyon alt
ekstremite ampiitasyonu olabilmektedir (19). Alt ekstremite ampiitasyonu, diyabetli
bireylerde diyabeti olmayan kisilere kiyasla on-yirmi kat daha fazladir (20) ve tahmini olarak
kiiresel dlgekte her otuz saniyede bir, alt ekstremitenin bir pargas: diyabetin komplikasyonu

nedeniyle ampiite edilmektedir (21).

Hiperglisemiden ve hiperlipidemiden kaynaklanan oksidatif stresle iliskili
mitokondriyal disfonksiyonun, diyabetik periferik noéropati gelisiminde kritik bir
mekanizma oldugu ileri sirilmiistir (22—24). Mitokondri fonksiyonunu gelistiren
farmakolojik ajanlarin kullanimi; diyabetik periferik ndropatinin gelisimini 6nlemeye veya
noropati prognozunun iyilesmesine yol agtigi belirlenmistir (25). Mitokondriyal

disfonksiyon, merkezi ve periferik sinir sistemlerinde nérodejenerasyonun ana mekanizmasi



olarak gosterilmis (26, 27); noronlarda ve damar endotel hiicrelerinde diyabetin

komplikasyonlarinin 6nemli bir modiilatorii olarak ileri siiriilmistiir (17, 28).

Diyabet ve 6nemli bir komplikasyonu olarak ndropatinin patogenezinde diyabette
degisen kan glukoz konsantrasyonlarina bagl hiicre igi stres ile tetiklenen hiicresel otofaji
de yer almaktadir (29). Otofaji; lizozomlar ile hasarli hiicresel bilesenlerin geri
doniistiiriildiigii ve hiicrenin kendi kendini sindirdigi katabolik bir siirectir (30). Mitofaji,
otofagozomun yapisinda disfonksiyone mitokondrinin bulundugu hiicresel otofajidir (31).
Mitofaji tetikleyicileri, diyabetik komplikasyonlarin (kardiyak komplikasyonlar, diyabetik

nefropati vb.) yonetiminde kullanilmak iizere test edilmeye baglanmistir (32, 33).

Bu baglamda arastirmanin amaci; mitokondri disfonksiyonunu Onledigi ve
mitofaji/otofaji modiilasyonu saglayict etkisi bilinen se¢ilmis ajanlarin [anetol trition,
irolitin A, rapamisin ve bu test ajanlarinin (tipta yaygin kullanilan bir antidiyabetik ve ayni
zamanda bir mitofaji/otofaji modiilatorii olan) metformin ile kombinasyonlar1 (34-36)]
diyabetik periferal néropatiyi in vitro diizeyde modelleyen duyusal néron hiicre kiiltiirii ile
DKG hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda glukoz (YG) ile tetiklenen in vitro metabolik
strese karst noroprotektif etkilerini (ger¢ek zamanl hiicre canlilif1 analizi ile) test ederek,

terapotik fayda saglama potansiyelleri hakkinda deneysel diizeyde kanit sunmaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Glukoz ve Glukoz Homeostazi

Enerji elde etme ve kullanma dongiisii, canliligin en énemli kriterlerden biridir ve
canli organizmanin hareketi, biiylimesi, liremesi, stres, aclik, asir1 beslenme, egzersiz ve
benzeri durumlar nedeniyle olusan biitiin eylemlere karst yanit verebilmesi i¢in enerji
stirekliligini saglamak zorundadir. Bu nedenle canli organizmalar, molekiil ve iyonlarin
hiicresel yapilar arasinda aktif transportu, biyolojik makromolekiillerin basit baglangi¢
bilesiklerinden sentezlenmesi ve hiicre veya organ diizeyinde hareketlerdeki mekanik
fonksiyonlarin yerine getirilmesi igin siirekli bir serbest enerji kaynagina ihtiya¢ duyarlar.
Bu enerjiyi yasam boyunca siirekli elde edebilmek ic¢in termodinamigin yasalar
cergevesinde canli hiicrelerin ve dokularin alevler i¢inde yanmadan veya patlama reaksiyonu
gostermeden yasamini tehlikesizce siirdiirmeye olanak saglayan bir dizi biyokimyasal

stireglere gereksinim vardir.

Organizmadaki hiicrelerin canliligini siirdiiriilebilmesi igin hiicre dist sivi ortaminda
bulunan besin kaynaklarini ve iyonlar1 kullanip enerji elde etmesi gereklidir. Bu baglamda,
19. yiizyilda yasamis Fransiz fizyolog Claude Bernard tarafindan, biitiin hiicrelerin ayni
hiicre dis1 s1vi ortaminda “milieu intérieur- i¢ ¢evre” biyolojik madde alig-verisinde denge
halinde bulundugu tanimlanmis ve 20. yiizyilin baslarinda Amerikali fizyolog Walter
Cannon tarafindan “bu i¢ ¢evrede ideal dengenin siirdiiriillmesi”” anlaminda homeostaz terimi
ilk kez kullanilmistir (37). Bu baglamda homeostaz, canli organizmalarin dis ortamdaki
faktorlerde meydana gelen degisikliklere ragmen cesitli fizyolojik degiskenleri dar bir
aralikta diizenleyerek i¢ dengeyi korudugu biyolojik siirecler biitiinii olarak tanimlanmistir
(38). Canli organizmalarin enerji elde etme baglaminda homeostazi saglamak igin ana
hedefleri; kisa vadede depo edebilen bir enerji kaynagi, indirgeyici (rediiktan) molekiiller ve

biyosentez i¢in yapi taslari iiretebilmektir (39).

Canli organizmalarin hiicresel diizeyde tek enerji kaynagi; bir adenin bazi, bes
karbonlu bir riboz sekeri ve {i¢ fosfat birimi igeren ATP molekiiliidiir (Sekil 1). Bir ATP
molekiiliiniin fosfat baglarimin hidrolizi ile agia ¢ikan enerji, bir biyolojik reaksiyonun
dengesini yaklasik milyonlarca kez {iriinler lehine doniistiirmektedir; bdylelikle
termodinamik agidan miimkiin olmayan bir¢ok biyolojik reaksiyon, yeterli miktarda ATP
molekiiliiniin hidrolizi sayesinde milisaniyeler i¢inde gerceklesebilmektedir (39). Canli

organizmalarin ATP hidrolizini ger¢eklestirmek i¢in kullandigi ham maddeler,
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karbohidratlar, yaglar ve proteinler olup; en sik kullanilan ham madde, en temel karbohidrat

bilesigi olan glukozdur (40).
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Sekil 1. Bir ATP molekiiliiniin modeli

Glukoz, her bir molekiilii alt1 karbon, on iki hidrojen ve alt1 oksijen atomundan olusan
bir monosakkarit olup, insanda aerobik veya anaerobik hiicresel solunumun

gerceklesebilmesi adina birincil enerji ham maddesidir (Sekil 2) (41).
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Sekil 2. Bir a-D-Glukoz molekiiliiniin modeli

Insanda kan glukozu konsantrasyonundaki uzun siireli degisimler, sonu &liime
gidebilen ¢esitli hastaliklara neden olabilmektedir. Bu nedenle, kan glukozu
konsantrasyonunun yasam boyu ideal seviyeler i¢inde bulunma ve sorunsuz bir enerji elde

etme siireci, hayati 6nem tagimaktadir ve bu siirece glukoz homeostazi denir (42).

Birincil enerji ham maddesi olan glukoz, insanda dogrudan diyetle alim veya
karaciger ve bobrekte sonradan sentez yoluyla elde edilir. Glukoz ile diger monosakkaritler
(glikozlar); yag asitleri, amino asitler ve glikojenin onciisii olarak rol oynamaktadir. Ayrica
hiicrelerin c¢esitli katabolik yollar1 tarafindan oksitlenirler, DNA ve RNA i¢in pentoz
sekerlerinin sentezinde gorev alirlar ve ayrica lipitlerin sentezi i¢in indirgeyici olarak

nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) iiretirler (43).



2.1.1. Monosakkaritlerin Hiicrelere Tasinmasi

Karbohidrat metabolizmasinin ilk adiminda polisakkaritlerin monosakkaritlere
doniistimii ve monosakkaritlerin plazma membranlarindan tasinmasi yer almaktadir. Glukoz
ve diger monosakkaritlerin hidrofilik dogasindan dolayi, plazma membraninin lipit ¢ift
katmani bu maddelere karsi gecirgen degildir. Bu nedenle, plazma membrani boyunca
monosakkarit taginmasina, glukoz tastyicilari (transporter) adi verilen membran proteinleri

aracilik eder (44).

Insanda; kolaylastiric1 glukoz tasiyicilar1 (GLUT), sodyum-glukoz kotransporter’lar
ve SWEET proteinleri olmak iizere ti¢ tip glukoz tasiyici protein bulunmaktadir. Bu
tastyicilara “glukoz tasiyicilar1” denilmekle birlikte yalnizca glukozu degil ayni zamanda

fruktoz, fukoz, ksiloz, vitaminler, iyonlar vb. gibi diger maddeleri de tagimaktadir (45).

GLUT proteinleri SLC2 genleri tarafindan kodlanir. Bu proteinler, membran
tastyicilarinin major kolaylastirici siiper ailesinin “major facilitator superfamily” iiyeleridir
ve substratlarin hiicresel membranlar boyunca bir konsantrasyon gradyani boyunca
diftizyonunu kolaylastiran uniporter tipi proteinlerdir (46). GLUT ailesi GLUT1-GLUT12,
GLUT14 ve HMIT (GLUT13) olmak iizere 14 izoformdan olusur. HMIT proteini, proton
giidiimlii miyoinositol tastyicisidir (47). Insan viicudundaki her hiicre tipinde bir veya daha
fazla ¢esit GLUT proteini eksprese edilir. Bircok GLUT proteini i¢in ana substratlarin heniiz

tanimlanmamis oldugu distiniilmektedir (48).
2.1.2. Glukoz Metabolizmasi

Canlilarda enerjiye ihtiya¢ duyuldugunda glukoz, yiiksek enerjili baglar igeren ATP
molekili iiretmek i¢in metabolize edilir. Glukoz oksitlenerek, miimkiin olan maksimum
verimle biiylik miktarda enerjinin elde edilmesini saglayan uzun bir dizi reaksiyona

girmektedir (49).
2.1.2.1. Glikoliz ve Oksidatif Dekarboksilasyon

Glukozun tamamen oksidasyonunu baslatan ilk metabolik yolaga glikoliz (Embden-
Meyerhof- Parnas yolu) adi verilir ve bu yolak sirasinda her glukoz molekiilii boliiniip ii¢
karbonlu iki birime doniistiiriiliir. Glikolizin bir sonraki sonucu iki piruvat molekiili, iki
ATP ve iki nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) ve iki proton (H") tiretilmesidir.
Glikoliz sirasinda hiicre mevcut toplam enerjinin yaklasik %5'ini kullanmaktadir. Oksijen

varliginda, aerobik organizmalar piruvati karbondioksit (CO2) ve suya doniistiiriir. Oksijen
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yoklugunda piruvat, etanol (0rnegin maya hiicrelerinde) veya laktat (6rnegin kas
hiicrelerinde, eritrositlerde) gibi ¢esitli indirgenmis molekiil tiirlerine doniistiiriilebilir, bu

anaerobik isleme fermantasyon denir (50).

Glukozun aerobik metabolizmasi sirasinda piruvat, mitokondri organeli i¢ine
tasinmaktadir. Piruvatin asetil koenzim A (asetil CoA)'ya oksidasyonu (oksidatif
dekarboksilasyon), iki CO. ve NADH + H* molekiilii agiga ¢ikarmaktadir (51).

2.1.2.2. Trikarboksilik Asit Dongiisii

Mitokondrideki bir dizi reaksiyonla asetil CoA’nin, CO.'ye indirgenmesini saglayan
bir dizi reaksiyona "trikarboksilik asit dongiisii", "sitrik asit dongiisii" veya "Krebs dongiisii"
denir. Trikarboksilik asit dongiisiiniin yakit1 olan asetil COA molekiilii, glukozun yani sira
yag asitleri ve amino asitlerden de elde edilmektedir. Karbohidrat kokenli asetil CoA bu
dongiiye iki kez girmektedir, ¢linkii her glukoz iki piruvat molekiilii iretmekte ve oksidatif

dekarboksilasyon siirecinde iki asetil COA molekiilii olugsmaktadir (52).
2.1.2.3. Elektron Tasima Zinciri ve Oksidatif Fosforilasyon

Oksidatif fosforilasyon, trikarboksilik asit dongiisiinde meydana gelen NADH ve
flavin adenin diniikleotidden (FADH2) elde edilen elektronlarla mitokondride ATP
sentezleyen bir dizi reaksiyondur. Elektronlar ardi ardina sitokrom zincirinden aktarilmakta
ve her seferinde enerjilerinin bir kismini serbest birakmaktadir. Ardindan protonlar aktif
olarak membran boyunca kemiozmotik degisim ile mitokondriyal matrikse ATP sentaz
yoluyla pompalanmak i¢in kullanilmaktadir. Proton ve elektron vericisi NADH + H* ve bir
molekiil H2O oldugunda, elektron tasima zincirinin sonucunda iic ATP molekiilii; FADH>

oldugunda, bu siirecin sonucunda bir H20 ve iki ATP molekiilii elde edilmektedir (53).
2.1.2.4. Glikojenez

Glikojenez, glukozun basta karaciger ve kas hiicrelerinde olmak {iizere glikojen
olarak depolanmasini saglayan siiregtir. Glikojenez, yemek sonrasi kan glukoz seviyeleri
yiiksek oldugunda meydana gelmektedir. Glikojenin ¢ogu, karaciger hiicrelerinde (70 kg'lik
saglikl1 bir erkekte yaklasik 90 g) ve kas hiicrelerinde (70 kg'lik saglikli bir erkekte yaklasik
350 g) depolanmaktadir. Her glikojenez oldugu durumda karaciger ve kas hiicrelerinde

depolanmak iizere glikojen zincirlerine glukoz molekiilleri eklenmektedir (54).



2.1.2.5. Glikojenoliz

Kan glukoz seviyeleri diistiigiinde kaslarda ve karacigerde depolanan glikojenin
glukoz molekiillerine dontstiiriilmesine glikojenoliz denir. Karaciger, glikoliz sirasinda
glukoz-6-fosfati tiiketebilir, ayrica glukoz-6-fosfataz enzimini kullanarak fosfat grubunu
uzaklastirabilir ve serbest glukozu kan dolasimina birakabilmektedir. Kas hiicrelerinde
glukoz-6-fosfataz enzimi bulunmadigindan, glukoz-6-fosfat glukoza doniistiiriilemez ve bu

nedenle kas kasilmasi igin enerji tiretmek amaciyla glukoz-6-fosfat kullanilmaktadir (55).
2.1.2.6. Glukoneogenez

Gliserol, piruvat ve glikojenik amino asitler gibi karbohidrat olmayan 6nciillerden
glukoz iretilmesine glukoneogenez denir. Glukoneogenez temel olarak karacigerde
meydana gelmesine ragmen, metabolik asidoz veya aglik gibi metabolik stres kosullari
altinda bobrekte de glukoneogenez gerceklesmektedir. Karaciger glikojeni tiikkendiginde,
glukoneogenez yolu viicuda yeterli glukozu saglamaya ¢alismaktadir. Glukoneogenez igin
ana substratlar laktat (kas ve kirmizi kan hiicrelerinde olusur), amino asitler (kastan tiiretilir)
ve gliseroldiir (triagilgliserollerin degradasyonu ile iiretilir). Anaerobik glikoliz sirasinda
piruvat laktata indirgenir, laktat kan dolasimi ile karacigere tasinir, karacigerde laktat
glukoza donistiirtiliir ve daha sonra glukoz kaslar tarafindan enerji kaynagi olarak
kullanilmak iizere kana geri gonderilir (bu metabolik yolak Cori dongiisii olarak da

adlandirtlir, 56).

Glikolitik ara maddelere doniistiiriilebilen tiim amino asitler arasinda alaninin 6nemli
bir rolii vardir. Kas, drnegin egzersiz sirasinda biiyiik miktarlarda piruvat iirettiginde, bu
molekiillerin bazilar1 alanine doniistiiriiliir. Alanin karacigere tagiir, yeniden piruvata ve
ardindan glukoza dondstiiriilebilir (glukoz-alanin dongiisii). Glukoz-alanin dongiisii, kas ve
karaciger arasindaki o-keto asitlerin geri doniisiimiinde rol oynamanin yani sira amino
nitrojenin Karacigere taginmasi i¢in de 6nemli bir mekanizmadir (kas hiicreleri, amino

nitrojenden iire sentezleyememektedir, 57).
2.1.2.7. Pentoz Fosfat Yolu

Pentoz fosfat yolu temel olarak alti karbonlu glukozu bes karbonlu sekere ve
indirgeyici giice doniistiiren sitoplazmik bir anabolik yolaktir. Baglica iiriinleri, hiicreler
icindeki indirgeyici biyosentez reaksiyonlar1 igin NADPH + H*, niikleotidlerin ve niikleik

asitlerin sentezi i¢in riboz-5-fosfattir. Pentoz fosfat yolu sitoplazmada meydana gelir ve



oksidatif ve oksidatif olmayan asamalardan olusan bir metabolik yolaktir. Oksidatif
asamada, glukoz-6-fosfatin riboz-5-fosfata doniistiiriilmesinden elde edilen enerji
kullanilarak iki molekiil NADP*; NADPH + H" a indirgenir. Bu metabolik yolagin oksidatif
olmayan fazi, iiretilen riboz-5-fosfati, hem alti karbonlu (fruktoz-6-fosfat) hem de ii¢
karbonlu (gliseraldehit-3-fosfat) sekerlere doniistiiriir ve bunlar daha sonra glikoliz yolu

tarafindan kullanilabilir (58).

Glukoz metabolizmasina yonelik metabolik yolaklarin 6zeti Sekil 3’te sunulmustur.
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Sekil 3. Glukoz metabolizmasi 6zeti (Janson ve Tischler’den esinlenilmistir, 59).



2.1.3. Glukoz Homeostazinda Pankreasin Rolii

Glukoz metabolizmasi biiyiik 6l¢iide pankreasin Langerhans adaciklar tarafindan
salgilanan hormonlara baghdir. Organizma, aclik hipoglisemisi ve postprandiyal
hiperglisemiyi 6nlemek i¢in insiilin ve glukagon denilen birbirine karsit fonksiyon yerine
getiren hormonlar1 salgilayarak glukoz seviyelerini diizenlemektedir (60). Pankreasin
Langerhans adaciklarinda glukagon salgilayan alfa (a) hiicreleri, insiilin ve amilin salgilayan
beta (B) hiicreleri, somatostatin salgilayan delta (8) hiicreleri ve pankreatik polipeptid (PP)
salgilayan PP hiicreleri olmak iizere dort ana hiicre tipi bulunmaktadir. Ayrica, ¢ok daha az
miktarda, serotonin salgilayan enterokromafin hiicreler, gastrin salgilayan G hiicreleri ve

grelin salgilayan grelin-pozitif hiicreler de Langerhans adaciklarinda yer almaktadir (61).
2.1.3.1. Insiilin

Insiilin, glukoz homeostazinda son derece kritik rolii olan, pankreastaki B hiicreleri
tarafindan sentezlenen ve salgilanan ve organizmadaki birgok hiicreyi etkileyen bir peptid
hormondur. Insiilinin  birincil islevlerinden biri, glukozun hiicrelere  alimim
kolaylastirmaktir. Insiilin, dolasimdan glukoz alimim tesvik etmek icin iskelet kas1 ve yag
dokusu dahil olmak iizere periferik dokulara etki etmektedir. Iskelet kasinda insiilin,
fosfatidil inozitol-3 kinaz (P13K) / protein kinaz B (“Ak-strain transforming”- Akt) sinyal
yolunu aktive ederek, hiicre i¢i depolardan plazma membranina glukoz tasiyici 4 proteininin
translokasyonuna yol agmakta ve glukoz aliminin artmasini saglamaktadir. Yag dokusunda
insiilin, glukoz alimin1 ve depolanmak iizere trigliseritlere doniisiimiinii uyarmaktadir.
Insiilin ayrica glukoz iiretiminin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir. Karacigerde insiilin,
glukoneogenezi inhibe etmekte ve glikojen sentezini tesvik ederek kan glukoz seviyelerinde
diisiise yol acar ve glikojenolizi baskilamaktadir. Insiilinin bu fonksiyonlar1, kan glukoz

seviyelerini diisiirmeye ve glukoz homeostazini korumaya yardimei olmaktadir (62).

Adipositlerdeki mitokondriyal islev bozuklugunun insiilin duyarhiligini ve
adiponektin salgilanmasini bozarak @lukoz homeostazinda bozukluklara yol agtigi
gosterilmistir. Adipositlerin islev bozuklugu, tip 2 diabetes mellitus gibi metabolik

hastaliklarin gelisimine sebep olabilmektedir (63).

Ayrica insiilin, insiilin gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol oynar. Glukoz
uyarimi, insiilin gen transkripsiyonunun artan regililasyonuna yol acarak insiilin

biyosentezinin artmasina neden olur. Glukoz uyarimina yanit olarak salgilanan insiilin,
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insiilin gen transkripsiyonunu ayrica artirmaktadir. Bu pozitif geri besleme dongiisii, glukoz
homeostazini  korumak ic¢in yeterli insiilin i{iretiminin saglanmasina yardimci

olmaktadir (64).
2.1.3.2. Glukagon

Glukagon, insiiline zit diizenleyici bir hormon olarak hareket eder ve kan glukoz
seviyelerini diisitk oldugunda yiikseltmek icin pankreastaki o hiicreleri tarafindan
salgilanmaktadir. Glukagonun ana islevlerinden biri, glikojenden glukoz-1-fosfat salinimini
katalize eden glikojen fosforilaz enzimini aktive ederek glikojenolizi uyarmaktir. Bu glukoz-
1-fosfat daha sonra glukoz-6-fosfata ve ardindan kan dolagimina salinan glukoza
dontistiriilmektedir. Glukagon, glukoneogenezde yer alan kilit enzimlerin ekspresyonunu
ve aktivitesini artirmaktadir (65). Ayrica, glukagon karacigerdeki glukagon sinyal yollarinin,
disik  yogunluklu lipoprotein  (“low-density  lipoprotein”-LDL)  kolesteroliin
diizenlenmesinde rol oynayan bir protein olan proprotein konvertaz subtilisin/keksin tip 9

seviyelerini etkiledigi gosterilmistir (66).
2.1.3.3. Somatostatin

Somatostatin pankreastaki o hiicreleri tarafindan iiretilmekte ve parakrin ve endokrin
diizenleyici olarak gérev yapmaktadir (67, 68). Somatostatinin glukoz homeostazindaki ana
islevlerinden biri, pankreatik beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasini engellenmesidir (67,
69). Somatostatin, insiilin salinimini baskilamak igin somatostatin reseptorleri, 6zellikle
somatostatin reseptorii-2 (SSTR2) araciligiyla B hiicrelerine etki etmektedir (70). Bu negatif
geri besleme mekanizmasi, asir1 instilin salgilanmasini 6nlemeye ve kan glukoz seviyelerini
normal bir aralikta tutmaya yardimci olmaktadir. Somatostatin, insiilin {izerindeki inhibit6r
etkisine ek olarak, SSTR2 reseptorii araciligiyla a hiicrelerine etki ederek pankreatik o

hiicrelerinden glukagon salinimini da inhibe etmektedir (69).

Somatostatin, pankreas ekzokrin fonksiyonunu ve pankreas kan akisini diizenleyen
bir hormon olan PP salgilanmasini (70), ayrica gastrik asit salgilanmasinda rol oynayan ve
glukoz homeostazini etkileyen bir hormon olan gastrin salinimini da inhibe etmektedir (71).
Somatostatinin izole hepatositlerde bazal glukoz iiretimi (glukoneogenez veya glikojenez)
tizerinde dogrudan bir etkisinin olmadig1 ve in vivo olarak insiilin ve glukagon seviyeleri

korundugunda bazal glukoz {iretim hizin1 degistirmedigi tespit edilmistir (72).
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2.1.3.4. Amilin

Adacik amiloid polipeptidi olarak da bilinen amilin; glukoz, arginin ve yag asitleri
de dahil olmak iizere ¢esitli uyaranlara yanit olarak pankreas B hiicrelerinden instiilin ile
birlikte salgilanmaktadir. Amilin, mide bosalmasini yavaslatarak besin emilim oranin
azaltmaya ve yemekten sonra kan glukoz seviyelerinde hizli artiglari 6nlemeye yardimet
olmaktadir (73). Ayrica, amilinin pankreatik a hiicrelerinden glukagon salgilanmasini inhibe

ettigi gosterilmistir (74).

Amilin, mide bosalmasi1 ve glukagon salgilanmasi iizerindeki etkilerine ek olarak,
istah ve enerji dengesini diizenlemede islev gormektedir. Hipotalamusun arkuat
cekirdeginde, gida alimi1 ve enerji harcamasinin diizenlenmesinde rol oynayan bir bagka
hormon olan leptin ile sinerjistik etkilesime girmektedir. Amilin ve leptin arasindaki bu
etkilesim, enerji homeostazin1 kontrol etmeye ve asir1 gida aliminin Onlenmesini

saglamaktadir (75).

Amilinin fazla salgilanmasi, tip 2 diyabetin karakteristik bir 6zelligi olan adacik
amiloidinin olusmasina neden olabilmektedir. Bu amiloid birikimleri [ hiicre
disfonksiyonuna ve bozulmus insiilin sekresyonuna sebep olarak glukoz homeostazini

olumsuz etkilemektedir (76).
2.1.3.5. Pankreatik Polipeptid

Pankreatik polipeptidin pankreatik ekzokrin salgisini inhibe ettigi, gida alimini
azalttig, mide bosalmasini geciktirdigi ve pankreatik hormon salgisini modiile ettigi
gosterilmistir. PP, sindirim enzimlerinin salgilanmasini azaltmak i¢in pankreastaki asiner
hiicrelere etki etmekte ve boylece pankreatik enzimlerin gastrointestinal sisteme salinimini
azaltmaktadir. Ekzokrin salgimin bu sekilde engellenmesi, glukoz da dahil olmak iizere
besinlerin sindiriminin ve emiliminin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir. Hipotalamus
ve istahin diizenlenmesinde rol oynayan beyin bolgelerine PP nin etki ederek gida alimim
azaltti31; pankreatik adacik hiicrelerinden insiilin, glukagon ve somatostatin saliniminm
inhibe ettigi gosterilmistir. Aglik PP seviyelerinde azalma, akut pankreatit ve pankreas
kanseri olan hastalarda bozulmus glukoz regiilasyonu ile iliskilendirilmistir. Yag, protein ve
karbohidrat ile karisik bir 6giine PP yanitinin olmamasi, bozulmus glukoz homeostazinin bir
gostergesi olarak tanimlanmis ve PP'nin bozulmus glukoz homeostazi i¢in bir biyobelirteg

olabilecegi one siiriilmiistiir (60).
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2.1.4. Glukoz Homeostazinda Karacigerin Rolii

Karaciger; glikojenez, glikojenoliz, glikoliz ve glikoneojenez yolaklarini kontrol
ederek glukoz metabolizmasmi diizenlemektedir. Insiilin ve glukagon basta olmak iizere
hormonal sinyaller bu diizenlemede yasamsal rol oynamaktadir. Insiilin, glukoneogenezi
inhibe ederken karacigerde glukoz alimini ve depolanmasini tesvik etmektedir. Glukagon
ise karacigerde glikojenoliz ve glukoneogenezi uyararak kan glukoz seviyelerini
yiikseltmektedir. Hepatositlerde Akt yolaginin aktivasyonu glukoz alimimi, glikojen
sentezini ve protein sentezini tesvik ederken, glukoneogenez ve glikojenolizi inhibe
etmektedir. Akt, glikojen sentezini diizenleyen glikojen sentaz kinaz-3 gibi glukoz
metabolizmasinda yer alan gesitli hedef molekiilleri fosforillemekte ve aktive etmektedir.
Akt ayrica hepatik glukoneogenezin diizenlenmesinde kilit rol oynayan transkripsiyon

faktoriinii inhibe ederek glukoneogenezin baskilanmasina yol agmaktadir (77).

Rapamisinin memeli hedef proteini (“mammalian target of rapamycin”- mTOR)
yolagi, Akt yolaginin bir efektoriddiir ve karacigerdeki glukoz metabolizmasinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir: Hepatik lipogenez ve glukoneogenezi tesvik ederek
glukoz tiretiminin artmasina neden olmaktadir. Bu yolagin inhibisyonunun ¢esitli deneysel

modellerde glukoz homeostazi ve insiilin duyarliligini iyilestirdigi gosterilmistir (78).

Metabolik enzimlerin post-translasyonel modifikasyonlari ve allosterik kontrolii de
karacigerdeki glukoz metabolizmasimin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (77).
Ornegin, siklik AMP yanit elemani baglayici protein H'nin asetilasyonu agliga bagli hepatik
lipid metabolizmasini diizenlemekte ve bu da glukoz homeostazini etkilemektedir (79).
Protein fosfataz-1 diizenleyici alt birimi hepatik glikojenezi diizenleyerek postprandiyal kan

glukozu seviyelerinin regiilasyonuna katkida bulunmaktadir (80).
2.1.5. Glukoz Homeostazinda Bobreklerin Rolii

Glukoz homeostazindaki en Onemli siireglerden biri bobreklerde glukoz geri
emilimidir. Glukoz geri emilimi, proksimal kivrimli tiibiillerde sodyum-glukoz
kotransporterleri (SGLT'ler), ozellikle de SGLT2 araciligiyla gerceklesmektedir. SGLT2,
glukozun glomeriiler filtrattan kan dolagimina geri emilmesinden sorumludur. Bu siireg
idrarda glukoz kaybini 6nlemeye yardimci olur ve kan glukoz seviyelerinin korunmasina

katkida bulunmaktadir. Diyabette oldugu gibi renal glukoz geri emiliminin diizensizligi,
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glukoziiriye (idrarda glukoz) ve glukoz homeostazinin bozulmasina neden
olabilmektedir (81).

Diger bir dnemli mekanizma, bobreklerde glukoz iiretimini ve bunun kan dolasimina
salimmasini igeren renal glukoneogenezdir. Bobreklerdeki glukoneogenez, uzun siireli aglik
veya diisiik karbohidrat alimi dénemlerinde kan glukoz seviyelerinin korunmasina yardimci
olmaktadir. Renal glukoz aliminin insiilin tarafindan uyarildigi ve yemek sonrasi glukoz

homeostazina katkida bulundugu gosterilmistir (9).

Bobreklerde glukoz homeostazinin diizenlenmesi adina onemli faktorlerden biri,
peroksizom proliferatdrle aktive olan reseptér gama proteinidir (PPARy). PPARy,
bobreklerde lipid ve glukoz metabolizmasinda rol oynayan bir niikleer hormon reseptoriidiir,
sistemik kan basincinin kontroliinde rol oynar ve renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminde
yer almaktadir. PPARYy aktivasyonunun hiperglisemi kaynakli epitelyal-mezenkimal gecisi
tersine ¢evirdigi ve proksimal tiibiiler hiicrelerde fonksiyonel glukoz tasimnmasini geri

kazandirdig1 gosterilmistir (82).

Insiilin sinyallesme yolaginin da renal glukoz homeostazinin korunmasinda g¢ok
onemli bir gorev iistlenmektedir. GLUT2 ve Akt gibi glukoz metabolizmasinda yer alan kilit
proteinler bu siire¢ i¢in 6nemlidir. GLUT2, glukozun glomeriiler filtrattan kan dolagimina
geri emiliminden sorumludur. Insiilin sinyallesmesinin bir hedefi olan Akt, glukoz aliminin

ve kullaniminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. (83).

Ayrica, antibiyotik kaynakli mikrobiyom tiikenmesinin bobrek  glukoz
metabolizmasini degistirdigi ve bobrek hasarini siddetlendirdigi bulunmustur. Bagirsaktaki
bakteriyel kompozisyon, kan glukoz seviyelerini ve bdobrek glukoz kullanimini

etkileyebilmekte ve bobrek glukoneogenezinin bozulmasina neden olabilmektedir (84).
2.1.6. Glukoz Homeostazinda Hipotalamus-Hipofiz Aksinin Rolii

Hipotalamus-pankreas aksinda, otonom sinirler dogrudan karacigere giren ve
karaciger metabolizmasini etkileyen glukagon ve insiilin salgilamaktadir. Hipotalamus-
adrenal aksinda, otonom sinirler adrenal medulladan katekolaminleri salgilamakta ve bunlar
da karaciger metabolizmasimi etkilemektedir. Hipotalamustan gelen noroendokrin
yolaklardan olusan hipotalamus-hipofiz aks1 da farkli hormonlar salgilayan hipofiz bezine
sinyaller gondermektedir. Bu aks mekanizmalarinin karaciger glukoz metabolizmasinin

diizenlenmesinde yogun olarak rol oynadigi diisiiniilmektedir (85).
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Hipotalamus-hipofiz-adrenal aksi, hipotalamus, hipofiz bezi ve adrenal bez
arasindaki karmagik bir dizi homeostatik etkilesimi ifade etmektedir. Hipotalamus-hipofiz-
adrenal aksinin ¢ekirdegi hipotalamusun paraventrikiiler cekirdegidir. Paraventrikiiler
cekirdek, vazopressin ve kortikotropin salgilatict hormon (CRH) sentezleyen ve salgilayan
ndrokrin noronlar1 igermektedir. Bu iki peptid 6n hipofizden adrenokortikotropik hormon
(ACTH) salgilanmasini uyarmaktadir. ACTH da periferik dolasima girerek adrenal kortekse
ulasir ve Dburada glikokortikoid hormon firetimini (kortizol) tetiklemektedir.
Glikokortikoidler, sirasiyla CRH ve ACTH iiretimini baskilamak i¢in hipotalamus ve
hipofizin paraventrikiiler ¢ekirdegi ilizerinde negatif bir geri bildirim uygulamaktadir.
Glikokortikoidlerin in vivo aktivasyonu glikojen sentazin aktivasyonuna ve fosforilazin
inaktivasyonuna neden olarak glikojen sentezine yol agmaktadir (86). Glikokortikoidler yag
dokusunda lipolize ve iskelet kasinda proteolize yol agarak bu dokular tarafindan glukoz
alimini inhibe etmekte ve yag dokusundan gliserol ve kastan amino asit salinimina neden
olmaktadir. Buna karsilik, gliserol ve amino asitler karacigerde glukoz tiretmek i¢in substrat
olarak kullanilmaktadir. Glikokortikoidler hepatik glukoneogenezi uyarir ve insiilinin
karaciger ve kastaki etkilerini antagonize eder, boylece glukoz seviyelerini artirma egilimi
gostermektedir. GLUT4 ekspresyonu iskelet kasi ve yag dokusunda glikokortikoidler
tarafindan artirilmaktadir. Artan lipoliz, glikokortikoid kaynakli insiilin direncinde 6nemli
olabilmektedir. Glikokortikoidler pankreatik B-hiicrelerinden insiilin salgilanmasini inhibe
etmektedir (87, 88).

Tiroid bezinin fonksiyonunun siirdiiriilmesi hipotalamus-hipofiz-tiroid aksin
aktivitesi ile kontrol edilir. Hipotalamustan, biyosentezi uyaran tirotropin salgilattirici
hormonu (TRH, “thyrotropin-releasing hormone ) salgilanmakta ve TRH de 6n hipofizden
tirotropin saliimini saglamaktadir. Tirotropin; tiroksin (T4) ve triiyodotironini (T3)
dolagima salan tiroid bezini uyarmaktadir. Tiroid hormonu glukoz homeostazinin 6nemli bir
belirleyicisidir (89, 90). T3 hormonu glukoz metabolizmasinin (glukoz ve lipidlerin
oksidasyonu, glukoz depolanmasi, glikoliz ve kolesterol sentezi) gen ifadesini
diizenlemektedir (91). T3 hormonu, sigan iskelet kasinda bazal glukoz ve insiilin aracili
glukoz alimini dogrudan uyarmaktadir. Bu indiiksiyonun oncelikle GLUT4 protein

ekspresyonundaki bir artistan kaynaklandigi gosterilmistir (92).

Insan biiyiime hormonu karbohidrat ve lipid metabolizmasinin temel bir

diizenleyicisidir. Karacigerde dolayli olarak glukoz iiretimini artirir. Kana salinan gliserol,
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karacigerde glukoneogenez igin bir substrat gorevi géormektedir. Biiyiime hormonu insiilinin
etkisini antagonize eder; hepatik glukoneogenezi ve glikojenolizi artirarak aglik hepatik
glukoz ¢ikisini artirir ve glikojen sentezi ve glukoz oksidasyonunun inhibisyonu yoluyla

periferik glukoz kullanimini azaltmaktadir (93).

Ostrojen uygulamasi siganlarda pankreastan proinsiilin biyosentezini artirmaktadir.
Hamilelik sirasinda dstrojen reseptori, insiilin gen ekspresyonunu diizenlemek igin 0strojen,
glukoz ve kandaki diger besinlerden gelen bilgileri entegre etmekte ve bu nedenle insiilin ve
glukoz homeostazinin korunmasina katkida bulunmaktadir (94). Ostrojen, kan-beyin
bariyeri endotelinde glukoz tasiyicilarinin ekspresyonunu ve glukoz tasinmasini
artirmaktadir. Androjenler, insiilin duyarliligi ile iliskili olan viicut kompozisyonunu
etkileyebilmektedir. Testosteron, iskelet kasinda glukoz metabolizmasiyla iligkili sinyal
yolunu aktive etmektedir. Kadinlarda testosteron, subkutan adipositlerde secici insiilin

direncine neden olmaktadir (95).
2.2. Hiperglisemi Tanimi

Hiperglisemi, Yunanca ‘“hyper” (yiiksek), “glykys” (seker) ve ‘“haima” (kan)
kelimelerinden olugsmaktadir ve omurgali organizmalarin dolasim sistemlerinde bulunan
kanin veya organizma(lar)dan elde edilen hiicrelerin bulundugu ortamin glukoz
konsantrasyonunun normal degerlerinden yiiksek olmasi seklinde tanimlanmaktadir (96).
Hiperglisemi tanim1 gectigimiz yiizyilla gelismeye devam etmektedir ve canli tiirii, yas ve
diger faktorlere baglh olarak degiskenlik gdsterdigi i¢in kantitatif agidan tek bir sinir deger
ve tanim belirtilmesi olanaksizdir. Bununla birlikte, insanda sekiz saatlik aglik sonrasi kan
glukoz diizeyinin 100 mg/dL altinda olmasi, normal; 100-125 mg/dL olmasi prediyabet, 126
mg/dL ve iizeri kan glukoz degerleri (hiperglisemi i¢in referans deger) diyabet olarak kabul
edilmektedir (4). Insanlar igin bu referans degerleri, hipergliseminin retinopati
komplikasyonunu o©nleme adina belirlenmistir (97). Kemirgenlerde ise 250 mg/dL
tizerindeki kan glukozu degerleri, hiperglisemi igin esik de@er olarak kabul
edilmektedir (98).

Bir canli organizmada kronik hiperglisemi gelisip tedavi edilmediginde; goz,
bobrekler, sinirler, kalp ve damar sisteminde hasar gibi yagami tehdit eden birgok ciddi
komplikasyona yol agabilmektedir. Bu nedenle, olas1 komplikasyonlarin1 6nlemek icin

hiperglisemiyi etkili ve verimli bir sekilde yonetmek hayati 6nem tasimaktadir (4).
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2.2.1. Kronik ve Akut Hiperglisemi

Kronik hiperglisemi, uzun bir siire boyunca siirekli olarak yiiksek kan glukozu
seviyeleri ile karakterize bir durumdur. Insanda kronik hiperglisemi olusmasi i¢in belirtilen
stirenin kan dolasiminda bulunan glikozile-hemoglobin miktarinin yaklasik yarilanma 6mrii
(ortalama 90 giin) kadar siire olduguna dair yayinlar mevcuttur (99). Bu siire iginde
kemirgenlerde aglik kan glukoz diizeylerinin ortalamasinin 250 mg/dL’nin {izerinde seyir
gostermesi, kemirgenler i¢in kronik hiperglisemi olarak kabul edilmektedir; ancak bu sinir
degerleri, canlimin tiiri, yas ve diger faktorlerle degisiklik gosterebilecegi dikkate
alimmalidir (100, 101).

Akut hiperglisemi, aniden ortaya ¢ikan ve dakikalar veya saatler icinde meydana
gelen yiiksek kan glukoz seviyeleri ile karakterize bir durumdur (99, 102). Akut
hiperglisemi, serbest radikal aracili oksidatif hasara ve endotel disfonksiyonuna yol acabilen
oksidatif stresin artisi ile iligskilendirilmistir (103). Ayrica, akut hipergliseminin sistemik
enflamatuvar yolaklar1 aktive ettigi tespit edilmistir (104). Inme hastalarinda akut
hipergliseminin, beyin iskemisinin neden oldugu noéronal hasari artirdigi saptanmistir (105,
106). Akut hipergliseminin doku hasarina yol agmada, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlarin gelisiminde kronik hipergliseminin etkisine katkida bulunabilecegi
bir¢cok calisma ile ortaya konulmustur. Akut hiperglisemi, kronik hiperglisemi ile ayni
metabolik ve hemodinamik yollar1 aktive edebilmektedir. Ozellikle, hiperglisemi ile doku
hasarina aracilik eden yolaklarin aktivasyonu arasindaki baglanti olarak, mitokondri kokenli

reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) artmas1 6ne siiriilmiistiir (99).
2.2.2. Kronik Hiperglisemi ile Seyreden Hastaliklar

Kronik hiperglisemi, diyabet hastalik grubu basta olmak iizere bir¢cok hastaligin
baslica etyopatogenezinde rol almaktadir. Diyabet hastalik grubu, viicudun insiilin
hormonunu etkili bir sekilde kullanamamas1 veya liretememesi nedeniyle veya her iki
durumun da birlikte yasandigi, ortalama kan glukozu seviyelerinin yiiksek olmasiyla
karakterize kronik bir tibbi durumdur. Ug ana diyabet tiirii bulunmaktadir: Tip 1 diyabet;
bagisiklik sisteminin, insiilin {ireten B hiicrelerini hasara ugrattig1 otoimmiin bir durumdur.
Tip 1 diyabetli kisilerin kan glukozu seviyelerini diizenlemek i¢in omiir boyu insiilin
tedavisine gereksinimleri bulunmaktadir. Tip 2 diyabet; diyabetin en yaygin seklidir ve tipik
olarak viicut hiicrelerinde insiilin reseptdr sayisinin azalmasindan kaynakli insiilin direnci

ile karakterizedir. Tip 2 diyabet durumunda, zamanla pankreas daha az insiilin
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tiretebilmektedir. Tip 2 diyabet genellikle yasam tarzi degisiklikleri, agizdan alinan ilaglar
ve bazen de insiilin veya diger enjekte edilebilir ilaglarla yonetilebilmektedir. Gestasyonel
diyabet: Bu diyabet tiirii hamilelik sirasinda meydana gelmektedir ve genellikle gegici bir
tibbi durumdur. Hamilelik sirasinda hormonal degisiklikler insiilin direncine yol agtiginda
gestasyonel diyabet ortaya ¢ikmaktadir. Gestasyonel diyabet, genellikle gegici bir durum
olsa da hem annenin hem de bebegin sagligin1 korumak i¢in, uzman bir hekim tarafindan

kanita dayal1 bilgi ile dikkatli bir izlem ve yonetim gerektirmektedir (4).

Bu diyabet tiirleri ile birlikte kronik hiperglisemi ile seyreden baska hastaliklar da
bulunmaktadir, ancak kronik hiperglisemi durumunun zamanla insiilin {retimini,
salgilanmasint  ve viicut hiicrelerinde insiilin reseptor modiilasyonunu olumsuz
etkilemesinden (ve boylelikle diyabete doniismesinden) dolay1; bu hastaliklar da Amerikan
Diyabet Cemiyeti (American Diabetes Association) tarafindan, diyabet hastalik grubu
kapsami altinda “Diger nedenlere bagl spesifik tipler” baghiginda incelenmistir (4). Bu tez
caligmasinin basliginda “diyabetik noropati” yerine “hiperglisemik noropati” belirtilmis
olmasinin nedeni, kronik hipergliseminin in vitro olarak modellendigi bu ¢aligmanin, kronik
hiperglisemi ile seyreden biitiin hastaliklarda meydana gelebilecek olan ndrotoksisiteye
yonelik bulgularin sunulmus olmasidir. Ayrica, diyabet gelismeden (insiilin metabolizmasi
bozulmadan) once kronik hipergliseminin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin gelismeye
baglamasi, “hiperglisemik noropati” kelime Obeginin tercih edilmesinin diger

nedenidir (107).

Krornik  hiperglisemi ile seyreden hastaliklarin  kapsamli  bir listesi

Tablo 1’de sunulmustur.
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Tablo 1. Kronik hiperglisemi ile seyreden hastaliklarin listesi (4)

Tip 1 diabetes mellitus
Otoimmiin
Idiyopatik

Tip 2 diabetes mellitus

Gestasyonel diabetes mellitus

Diger nedenlere bagh spesifik tipler
B-hiicre fonksiyonunun genetik kusurlari
Genglerin yasli tipi diyabeti tip 1-6, 9, 10
Mitokondriyal DNA hasart
Insiilin etkisinde genetik kusurlar
Tip A insiilin direnci
Rabson-Mendenhall sendromu
Leprikonizm
Lipoatrofik diyabet
Ekzokrin pankreas bozukluklari
Pankreatit
Pankreas neoplazmi
Pankreatik cerrahi
Hemokromatozis
Kistik fibroz
Endokrinopatiler
Akromegali
Glukagonoma
Cushing sendromu
Somatostatinoma
Feokromositoma
Hipertiroidizm
flag kaynakli
Glikokortikoidler
Kontrol noktasi inhibit6rii immiinoterapisi
Nikotinik asit
Pentamidin
Kalsinorin inhibitorleri
a-interferon
Diazoksit
B-adrenerjik agonistler
Tiyazidler
Fenitoin
Organ nakli sonrasi
Enfeksiyonlar
Sitomegaloviriis
Konjenital kizamik¢ik
Bagisiklik aracili, diyabetin yaygin olmayan bigimleri
Anti-insiilin reseptor antikor varhigi
"'Stiff-man" sendromu
Kronik hiperglisemi (ve de diyabet) ile seyredebilen diger genetik sendromlar
Down sendromu
Klinefelter sendromu
Porfiria kutanea tarda
Friedreich ataksisi
Wolfram sendromu
Huntington koresi
Prader-Willi sendromu
Turner sendromu
Laurence-Moon-Biedl sendromu
Miyotonik distrofi
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2.2.3. Kronik Hipergliseminin Komplikasyonlari

Kronik hiperglisemi, ilerleyen siire¢te morbidite ve mortalite riskini artiracak
diizeyde, vaskiiler yapilarda olumsuz komplikasyonlara neden olmaktadir. Bu
komplikasyonlar, baslica mikrovaskiiler ve makrovaskiiler olarak iki grupta
degerlendirilmektedir. =~ Makrovaskiiler ~— komplikasyonlar, aterosklerozda  gdriilen
komplikasyonlarin aynisi olup, kronik hiperglisemi ile daha da hizli gelisebilmektedir.
Mikrovaskiiler komplikasyonlar ise, kronik hiperglisemiye (ve zamanla gelisen diyabete)

Ozgii olup, sinir sistemi, retina ve bobrekler gibi doku ve organ hasari ile karakterizedir (4).
2.2.3.1. Makrovaskiiler Komplikasyonlar

Kronik hipergliseminin makrovaskiiler komplikasyonlari, temel olarak ateroskleroza
ikincil olarak meydana gelir, cilinkii kronik hiperglisemi basli basina ateroskleroz i¢in bir
risk faktoriidiir (108). Tip 2 diyabet hastalarinda makrovaskiiler komplikasyonlar 6liimlerin
en sik nedenidir ve bu komplikasyonlarin yaklasik %601 koroner kalp hastaligidir (109).
Kronik hiperglisemi ve diyabet; siklikla dislipidemi ve hipertansiyon ile birlikte seyir
gostermesine ragmen, ateroskleroz igin de baslica bir risk faktorii olusturmaktadir. Kronik
hiperglisemik ortam; LDL artis1, okside veya glikozile LDL artig1, trombosit agregasyonu
artis1, hiperviskozite, endotel hiicre fonksiyon bozuklugu, fibrinoliz, fibrinojen ve pihtilasma
faktorlerinin artigt gibi ateroskleroz etyopatogenezine zemin hazirlamaktadir (108).
Ozellikle insiilin direncinin bulundugu tip 2 diyabet i¢in, hiperinsiilinemi, diiz kas hiicre
cogalmasini uyararak makrovaskiiler komplikasyon meydana gelmesine neden olmaktadir
(109). Ateroskleroz, biiyiik vaskiiler yapilar1 (kalp, beyin ve alt ekstremite arterlerini)
tutarak; siklikla miyokard infarktiisii, bacak ve ayak kangrenleri ve serebrovaskiiler hastaliga

neden olabilmektedir (108).

Kronik hipergliseminin meydana getirdigi makrovaskiiler komplikasyonlar diyabetik
kalp hastalig1, periferik arter hastaligi ve serebrovaskiiler hastalik olmak iizere ii¢ ana
patoloji olarak meydana gelmektedir. Diyabetik kalp hastaligi; koroner arter hastaligi,
diyabetik kardiyomiyopati ve kardiyak otonom ndropati olarak {i¢ ayr1 patolojiden

olugsmaktadir (109).

Koroner arter hastaligi, kalbin 6zellikle distal arterlerinde (ancak biitiin damarlarin
tutulumu gozlenebildigi) arteriyoskleroz ile gelisen, zamanla miyokardda infarktiis ve kalp

yetmezligi ile sonuglanan bir hastaliktir. Bu durum, kan glukozunun hiicrelere dagitimini da
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ayrica bozarak, diyabetik komalara (ketoasidoz veya hiperglisemik non-ketotik) sebep
olabilmektedir. Bir kisirdongii olusturarak, diyabetik ketoasidoz da miyokard enfarktiisiinii

tetikleyebilmektedir (108).

Diyabetik kardiyomiyopati, kalp kapak hastaligi, hipertansif veya konjenital kalp
hastalig1 olmaksizin kronik hiperglisemin meydana getirdigi ve genellikle ani olarak belirti
veren kalp yetmezligidir. Diyabetik kardiyomiyopatide zamanla kardiyomegali, miyokard
fibrozu, miyokardda kapiller bazal membran kalinlasmasi ve kapiller mikroanevrizmalar
gelisebilmektedir. Diyabetik kardiyomiyopati gelistiginde, ekokardiyografik olarak diyastol
fonksiyon bozuklugu saptanabilmektedir (108).

Kardiyak otonom ndropati, ani kardiyak dliimlerin siklikla nedeni olup kardiyak
fonksiyon bozukluklarina yol acan, diyabetin hem makrovaskiiler hem de mikrovaskiiler bir

komplikasyonudur (109).

Periferik arter hastaligi; kronik hipergliseminin sonucu olarak gelisen tiiriinde ¢ok
daha erken baslangigli ve agresif bir seyir gostermektedir, cogunlukla kangren olusumu ile
karakterizedir ve el ve ayak gibi u¢ ekstremite bolgelerinden itibaren amputasyon(lar)i

gerektirebilmektedir (109).

Serebrovaskiiler hastalik; beyindeki biiyilkk damarlarda ateroskleroz nedeniyle
trombiis (piht1) olusarak ilgili beyin bodlgesine yeterli kan akiminin saglanamamasidir.
Kronik hipergliseminin meydana getirdigi hiperkoagiilabilite, trombiis olusumunu
tetiklediginden serebrovaskiiler hastalik gelisme riskini de artirmaktadir. Diyabetik

hastalarin yaklasik %20-40’1 serebrovaskiiler hastaliklardan kaybedilmektedir (110).
2.2.3.2. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar

Kronik hiperglisemiye maruziyet sonucu bdbrekte (renal glomeriiler kilcal
damarlar), retinada ve sinirlerde (vasa nervosum) bulunan ince damar yapilarinin hasar
gormesinden kaynaklanan (sirasiyla) nefropati, retinopati ve ndropati olarak tanimlanan

komplikasyonlar, mikrovaskiiler komplikasyonlar olarak siniflandirilmistir (111).

Diyabetik nefropati; diabetes mellitusun yaygin bir komplikasyonudur ve glomeriiler
mezangial genisleme, podosit kaybi, tubulointerstisyel hasar ve fibrozis ile karakterizedir
(112, 113). Janus kinaz-sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatori (JAK/STAT)

yolagi, diyabetik nefropatinin patogenezinde Kkilit siire¢ler olan enflamasyon, fibrozis ve
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oksidatif stresin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (112). Hiperglisemi kaynakli oksidatif

stresin diyabetik nefropati gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi ortaya konulmustur (114).

Diyabetik retinopati; kronik hipergliseminin neden oldugu, goziin retinasindaki kan
damarlarinda meydana gelen hasar1 tanimlamaktadir. Retinal arteriyoler dilatasyon,
diyabetik mikrovaskiiler disfonksiyonun spesifik bir isareti ve diyabetik retinopatinin
preklinik bir belirteci olarak tanimlanmistir. Retinal arteriyollerin genislemesinin diyabetik
retinopati insidansini artirdigi ve ilerlemesini 6ngordiigii gosterilmistir (115). Diyabetik
retinopatinin patogenezinde retinal mitokondri fonksiyonlarinin hasarlandigi ve siiperoksit
radikallerinin iretiminin arttig1 ortaya konulmustur (116). Niikleer ve mitokondriyal
transkripsiyon faktorleri tarafindan siki bir sekilde kontrol edilen mitokondriyal biyogenez
de diyabetik retinopatide etkilenmektedir (117). Bir antioksidan enzim olan manganez
stiperoksit dismutazin (SOD) asir1 ekspresyonunun mitokondriyal disfonksiyonu ve
diyabetik retinopati gelisimini 6nledigi gosterilmistir (116). Mitokondriyal SOD’nin retinal
hiicre o6liimiindeki koruyucu rolii, gelecekteki miidahaleler i¢in potansiyel bir molekiiler
hedef oldugunu gostermektedir (118). Retinal damarlanmanin fraktal analizi de diyabetik
retinopati ile iligkilendirilmistir. Retinal damarlanmanin goriintiilenmesi ve glisemi, lipidler,
kan basinct ve viicut agirhigr dlgtimleriyle ilgili biyobelirtegler, diyabetik retinopatinin

taranmasi ve teshisi i¢in klinik uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir (119).
2.3. Diyabetik Noropati

Noropati, glisemik kontrol olmadiginda kronik bir siirecte gelisen en yaygin
diyabetik komplikasyonlardan biridir ve diyabetik noropatinin patogenezi heniiz tamamen
anlagilamamistir (13). Hiperglisemi, hipertansiyon, hiperlipidemi, yiiksek beden-Kkitle
indeksi, sigara kullanimi ve diyabetli bireylerin hastalik yasi; diyabetik noropatinin
gelismesindeki en 6nemli risk faktorleri olarak degerlendirilmektedir (14). Diyabetli erigkin
bireylerin yaklagik yarisinda bir dereceye kadar noropati gelismekte (120), ndropati
bulgular1 olmaksizin sinir ileti anormallikleri de hesaba katildiginda bu oran %100’e
ulagsmaktadir (15, 16). Diyabetik noéropati ¢esitli klinik bulgularla ortaya ¢ikabilmektedir,
bunlardan en yaygin ve hasar verici olani distal simetrik duyusal polindropatidir (17, 18).
Diyabetik noropatili hastalarda ciddi agrilar, duyu kaybi, hipo-/hiper-estezi, ayak iilserleri,
enfeksiyon, yara iyilesmesinde gecikmeler, Charcot nodroatropatisi (kemik, eklem ve
yumusak dokuyu etkileyen progresif ve deforme edici bir hastalik) ve kangren meydana

gelebilmekte; bircok vakada nihai komplikasyon alt ekstremite ampiitasyonu olabilmektedir
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(19). Alt ekstremite ampiitasyonu, diyabetli bireylerde diyabeti olmayan kisilere kiyasla on-
yirmi kat fazladir (20) ve tahmini olarak kiiresel Olgekte her otuz saniyede bir, alt

ekstremitenin bir pargasi diyabetin komplikasyonu nedeniyle ampiite edilmektedir (21).

2.3.1. Diyabetik Noropatinin Klinik Goriiniimleri, Siniflamas1 ve Genel Terapotik

Yaklasim Modaliteleri

Diyabetik noropati, diyabetli kisilerde goriilen en yaygin noropatik sendromdur.
Toronto Diyabetik Noropati Konsensiis Paneli, diyabetik ndropatiyi 'kronik hiperglisemiye
maruz kalma ve kardiyovaskiiler risk ortak degiskenlerinin bir sonucu olarak metabolik ve
mikrovaskiiler degisikliklerine atfedilebilen simetrik, uzunluga bagli sensorimotor
polindropati' olarak tanimlamigtir. Siklikla subklinik olan sinir iletim testlerindeki bir
anormallik, durumun ilk objektif nicel gostergesi olarak kabul edilmektedir (18). Daha az
yaygin noropatik sendromlar arasinda kraniyal monondropatiler ve proksimal motor
ndropati gibi fokal noropatiler yer almaktadir. Diyabetik ndropati ayak parmaklarinda baslar
ve yavas yavas proksimale dogru ilerlemektedir. Alt uzuvlarda iyice yerlestikten sonra, tipik
'eldiven ve corap' dagilim modelini izleyen duyu kaybiyla birlikte iist uzuvlar da
etkilemektedir (121). Diyabette goriilen diger yaygin noropatiler; kardiyak otonom néropati,
gastrointestinal dismotilite, diyabetik sistopati ve impotans gibi otonom ndropatileri
icermektedir (Sekil 4). Fokal noropatiler, daha az yaygin olmakla birlikte, izole
monondropatilere yol agan bireysel periferik sinirlerin islev bozuklugunu veya daha az

yaygin olarak radikiilopati veya poliradikiilopatileri ifade etmektedir (Sekil 4).
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Sekil 4. Diyabetik noropatide sinir hasari paternleri. Noropati paternlerine 6rnek olarak (a)
diyabetik sensorimotor polindropati, kiigiik lif baskin ndropati veya tedaviye bagh
noropati; (b) radikiilopleksopati; (C) monondropati ve (d) otonom noropati (sekilde
en sik etkilenen organlar gdsterilmistir) veya tedaviye bagli ndropati verilebilir.
(Peltier ve ark.nin makalesinden esinlenerek hazirlanmistir, 122).

Diyabetik noropatiler heterojen bir klinik sendrom grubunu kapsamaktadir. Tipik

olarak, bu sendromlar ndrolojik tutulum sekillerine gore kategorize edilmektedir (Tablo 2).
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Tablo 2. Diyabetik néropatilerin siniflandiriimasi (123)

A.Generalize simetrik polindropatiler

1. Diyabetik sensdrimotor polindropati
a. Miks sensdrimotor ndropati
b. Kiiciik-lif agirlikli néropatiler
c. Biiyiik-lif agirlikli néropatiler
d. Safkiigiik-lif noropatileri

2. Akut agrili-distal sensoérimotor polindropatiler
a. Tedaviye bagli néropati
b. Hiperglisemiye bagl noropati

3. Otonomik noropati
a. Gastrointestinal otonom ndropati
b. Kardiyovaskiiler otonom ndropati
c. Siidomotor disfonksiyon
d. Urogenital noropatiler

4. Pupiller disfonksiyon

5. Metabolik (hipoglisemik) néropati

B.Fokal veya multifokal néropatiler
1. Monondropati
a. Kraniyal siniri etkileyen monondéropatiler (6r. fasiyal sinir felci)
b. Periferal sinirleri etkileyen monondéropatiler (6r. peroneal sinir felci)
2. Monondritis miiltipleks
3. Radikiilo-pleksus noropatisi
a. Radikiilopati
I. Torasik radikiilopati
ii. Torako-abdominal radikiilopati
iii. Abdominal radikiilopati
b. Radikiilo-pleksopati
I. Servikal radikiilo-pleksopati
ii. Lumbosakral radikiilo-pleksopati
4. Tuzak noropatileri (0r. karpal tlinel sendromu, ulnar ndropati)

Diyabetik noropatinin erken evrelerinde onemli motor yetersizliklere yaygin olarak

rastlanmamaktadir. Diyabetik noropatili birey, tipik olarak ilk evrelerde kas gligsiizliiglinden

sikdyet etmez; semptomlar mevcut oldugunda, bunlar néropatinin dogas1 geregi duyusal

olma egilimindedir. Semptomatik kas gii¢siizliigii hastaligin ilerleyen donemlerinde ortaya

cikabilmektedir. Yanma, karmncalanma ('ignelenme' veya parestezi), ates basmasi (elektrik

carpmasi gibi) veya batma (bigak saplanmasi) gibi agrili semptomlar diyabetik néropatili

bireylerin yaklasik iicte birinde ve tiim diyabetik bireylerin yaklasik %20'sinde mevcuttur

(121). Bu semptomlara genellikle uyku kalitesini diiserecek derecede geceleri daha siklikla

karsilagilmaktadir. Giin i¢indeki agrili semptomlarla birlikte, bu durum genellikle bireyin

giinliik aktivitelerini gergeklestirme becerisinde azalmaya yol agmaktadir (124). Kronik
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olarak devam eden agrili diyabetik ndropatiler yasam kalitesini son derece zorlayabilmekte
ve anksiyete ile birlikte derin depresyonla iligkili olabilmektedir (125). Daha da 6nemlisi,
semptomlar sinir hasarinin ciddiyetinin giivenilir bir gostergesi olmayabilir: Siddetli agri
semptomlar1 olan bazi1 ndropatili bireylerde ¢ok az duyusal eksiklik bulunurken, agrili
semptomlar1 olmayan diger hastalarin ayaklari tamamen uyusmus olabilmektedir (ve bu
bireyler ayak iilseri agisindan son derece yiiksek risk altindadir). Duyarsizlik veya agr1 kayba,
ayak tilserine ve bir dizi ciddi yaralanmaya yol agabilmektedir. Ellerinde his kaybi olan
bireyler 1s1y1 algilayamazlar ve o6rnegin yemek pisirirken ya da iitii yaparken sik sik
kendilerini yakabilirler ve ayrica kii¢lik nesneleri tutmakta zorluk c¢ekebilirler. Ayaklarinda
his kaybi olanlar; siklikla enfekte olabilen ve/veya {ilserlesebilen ve ampiitasyona yol
acabilen delinme yaralari, siirtinme yaralar1 ve yaniklara maruz kalabilirler. Bununla

birlikte, uygun ayak bakimi ile iilserasyonlarin énemli bir kism1 6nlenebilmektedir (126).

Diyabetik noropatinin yonetimine yonelik mevcut yaklasimlar; yasam tarzi
degisikliklerini, 6zellikle diyet ve egzersiz ile birlikte optimal lipid kontroliinii, kan basinct
kontroliinii ve iyi glisemik kontrolii igermektedir. Alfa lipoik asit, benfotiyamin, miihiir yag1
omega—3 ¢oklu-doymamis yag asidi takviyesi, aldoz rediiktaz inhibitorleri gibi diyabetik
noropatinin patogenezine yonelik ¢esitli tedaviler gelistirilmistir (127). Agrili diyabetik
noropatide ise antikonviilsanlar, serotonin ve ndradrenalin geri-alim inhibitorleri ve trisiklik
antidepresanlar etkisi kanitlanmig tedavi modaliteleridir (123). Agr tedavisinde opioid
analjeziklerin oldukg¢a yiiksek bir etkinligi olmasina ragmen giincel tedavi rehberlerinde
opioid kullanimi, diyabetik noropatide cok gerekmedikge terapotik modalite olarak

onerilmemektedir (127).
2.4. Nosisepsiyon Tanimi

Nosisepsiyon, kaginma davranisini tetikleyen asirt sicaklik, mekanik stimiilasyon
gibi zararli veya potansiyel olarak hasar verebilen uyanlarin merkezi ve periferik sinir
sistemi tarafindan kodlanmasi ve islenmesi ile ilgili sinirsel siire¢ olarak tanimlanmaktadir.
Agri, bu yollarin aktivasyonu sonucunda hissedilen 6znel bir deneyimdir. Ancak bu alg,
aksiyon potansiyeli frekansina, her bir aksiyon potansiyeli arasindaki zaman araligina ve tist
diizey beyin merkezlerinden gelen girdilere baghdir. Agr1 genellikle viicut tarafindan bir
seylerin ters gittigini gosteren bir sinyal olarak kullanilir, ancak sinirlerin yanlis ateslenmesi

veya hasar gormesinden de kaynaklanabilmektedir (128).
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Nosiseptif bilginin iletilmesinden sorumlu reseptorler nosiseptor olarak adlandirilir.
Bunlar deride, eklemlerde, i¢ organlarda ve kaslarda bulunabilmektedir. Reseptorler ¢esitli

noropeptidlerin yani sira asir1 sicaklik, yiiksek basing ve enflamasyona neden olan doku

hasart ile de aktive olmaktadir (129-131).

Agr1 algisi, sinir uclarinda kilifsiz olan ancak bunun disinda Schwann hiicreleri ile
cevrili olan birincil néronun dallar1 olan serbest sinir uglari ile baglamaktadir. Cok sayida
farkli reseptor, DKG’de (ekstremitelerden ve viicut govdesinden gelen uyaran) ve trigeminal
gangliyonda (yiizden gelen uyaran) bulunan néronal hiicre govdelerinde birlesen bilgileri
iletmektedir (132-134). Nosiseptif lifler, fiziksel 6zelliklerine ve ilettikleri potansiyel

duyusal uyaranlara gore dort farklr alt tipe ayrilir:

Ao lifleri: Propriosepsiyonda islev gormektedir, termal duyarlilik yoktur,
miyelinlidir, 13 ila 20 pm capindadir, iletim hizlar1 80 ila 120 m/s'dir, uzuvlarin, kaslarin ve

eklem kapsiillerinin konumuna iligkin bilgi tasimaktadir (135).

AB lifleri: Mekanoresepsiyonda islev gormektedir (1 ila 1,5 mN kuvvet esigi), termal
duyarlilig1 yoktur, miyelinlidir, 6 ila 12 pm c¢apindadir, iletim hizlar1 35 ila 90 m/s'dir,
deriden dokunma ve basing bilgisini tasimaktadir (136).

AJ lifleri: Nosisepsiyonda islev gérmektedir (5 mN kuvvet esigi), termal olarak
duyarhdir, miyelinlidir, 1 ila 5 pm ¢apindadir, iletim hizlar1 5 ila 40 m/s'dir, alternatif olarak
deriden sicak, soguk ve mekanotermal bilgiyi; termal duyarlilig1 olmayan bazi sinir lifleri

bunun yerine deriden dokunma ile ilgili bilgiyi tasimaktadir (136).

C lifleri: nosisepsiyonda islev gormektedir, termal olarak duyarlidir, miyelinsizdir,
0,02 ila 1,5 pm ¢apindadir, iletim hizlar1 0,5 ila 2 m/s'dir, mekanik, termal ve/veya kimyasal
nosisepsiyona iligkin polimodal bilgileri tasimaktadir (137).

Kisaca, tiim A lifleri miyelinlidir ve tiim C lifleri miyelinsizdir; A lifleri C liflerine
kiyasla daha hizli iletim hizlarina ve daha biiyiik capli aksonlara sahiptir, ancak A liflerinden
sadece AJ lifleri nosisepsiyonda rol oynamaktadir. Daha biiyiik ve daha hizli mekanotermal
Ab lifleri, zararli bir uyaranla karsilagildiginda ilk olarak aktive olur, "ilk" veya hizli agn

olarak bilinen duyuyu saglarlar (138, 139).
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2.4.1. Diyabetik Noropatinin in vitro Bir Modeli Olarak “Dorsal Kok Gangliyonu”

Dokusunun Incelenmesi

Duyusal noronlar sicaklik, dokunma, kas uzunlugu, organ hacmi veya viicuda gergek
veya potansiyel zarar gibi gesitli i¢sel ve ¢evresel ipuglar1 hakkinda bilgi aktarmaktadir.
Duyusal noronlarin hiicre govdeleri 6ncelikle DKG’lerde veya trigeminal gangliyonlarda
bulunur (140). Son otuz yilda, DKG néronlarin elektrokimyasal, hiicresel ve molekiiler
Ozelliklerinin anlagilmasinda, oOncelikle hayvan c¢alismalarindan kaynaklanan onemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Bu ¢alismalar biiylik 6l¢iide kronik ve/veya noropatik agrinin
gelisimi  ve  patofizyolojisinin  altinda ~ yatan = mekanizmalar1  anlamaya

odaklanmistir (141-144).

DKG’leri sadece primer duyusal néronlarin hiicre gévdelerini degil, ayn1 zamanda
noronal hiicre govdeleri etrafinda bir tabaka olusturan uydu hiicreler olarak adlandirilan,
belirli bir glia formuna benzer ¢esitli diger hiicre tiplerini de icermektedir (145). Noronlar
ve uydu hiicreleri islevsel olarak yakin bir iliski igindedir (146). Noronlar ve uydu
hiicrelerine ek olarak DKG; kiigiik kan damarlari, dolayisiyla endotel ve diiz kas hiicreleri
icermektedir ve duyusal néronlarin yogun enerji ve dolayistyla oksijen ihtiyacini karsilamak
icin kan saglamaktadir. Bir metre kadar uzun aksonal yapilarda, proteinlerin onlarca
milimetre boyunca devam eden sentezi ve tasinmasi, normal noronal fonksiyon i¢in kritik
oneme sahiptir. Kan damarlart DKG icinde genis bir arteriyol ve kilcal damar ag:
olusturmaktadir (147). DKG'deki duyusal noron birikimleri ve kan damarlari arasindaki
arayliz benzersizdir. DKG'deki kilcal damarlar fenestralidir, kan-beyin bariyerinin
yoklugunda, kanla taginan bir¢ok molekiil dogrudan DKG'ye girebilir ve néronal ve noronal
olmayan hiicrelerle etkilesime girebilmektedir (148). Noronal olmayan hedef hiicreler, DKG
icinde bulunan ve esas olarak makrofajlar ve T hiicrelerinden ve daha az sayida

B hiicrelerinden olusan bir grup bagisiklik hiicresini icermektedir (149).

Insan DKG'si kolajen bag dokusundan olusan kalin bir dura mater tabakas1 igeren
meninkslerle kaplidir. Floresan ve 151tk mikroskobu, insan DKG noéronlariin genellikle
yiiksek oranda otofloresan madde birikimleri veya kahverengimsi madde birikimleri
icerdigini gostermektedir. Bu, lipidler, yanlis katlanmig proteinler ve seker molekiillerinin
bir karisimindan olusan lipofusin pigmentidir (150). insan DKG néronlari, melanin
birikimlerinin eslik ettigi yasa bagl lipofusin inkliizyonlar1 gdstermektedir. insan DKG

noronlarinin ¢ekirdekleri normalde hiicre govdesine gore goreceli biiytikliikte bir niikleolus

28



icerir ve Cajal cisimciklerine sahiptir (151). West ve ark.nin bir ¢alismasinda C5
seviyesindeki DKG’de yaklasik 60 000, C7 seviyesinde DKG’de ise yaklagik 100 000 néron
bulundugu tespit edilmistir (152).

Kiiltiirlenmis, ayristiritlmis insan DKG néronlarinin ¢ap1r 28 ila 56 pum arasinda
degismektedir (153). DKG'deki ndoronlar, hiicre govdesinden bir baslangic segmenti
araciligiyla ¢ikan T seklinde psddoiinipolar bir yapiya sahiptir. Insan DKG’si karakteristik
olarak voltajla aktive olan sodyum kanallarini, voltaj-kapili kalsiyum kanallarini, kalsiyumla
aktive olan potasyum kanallarini, piirinerjik reseptorleri, gegici reseptor potansiyel-katyon
kanallarin1 “transient receptor potential cation channel” igeren iyon kanallarina sahiptir
(154, 155). Ayrica DKG néronlarindan salinan néromediyatorler nosisepsiyon siirecinin
gerceklestirilmesini saglar: kalsitonin gen iliskili peptid, P maddesi, galanin, somatostatin,
endotelin-1, anjiotensin gibi néropeptidler; sinir bitylime faktorii, glial kokenli norotrofik
faktor, beyin kokenli norotrofik faktor gibi norotrofinler; izolektin-B4; nitrik oksit sentaz;
gama amino biitirik asit ve fosfolipaz B3, DKG ndronlarin merkezi ve periferik

sonlanmalarinda transmitterlerle birlikte salinan néromodiilatorlerdir (155).

Dorsal kok gangliyon ndronlari, periferik ndropati arastirmalar i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (156). Norotoksisite ile noropati arasinda mekanizma olarak ilinti vardir ve
norotoksisite analizi ndropati i¢in model olarak kabul edilmektedir: Diyabete bagli periferal
noropatinin tam mekanizmast bilinmemekle birlikte, DKG duyusal néronlarda gelisen
norotoksisitenin klinik néropati mekanizmasina ¢ok benzedigi (periferden gévdeye dogru
doz bagimli bir nérotoksisite gelistigi) gosterilmistir (157, 158). DKG duyusal noronlar, kan-
beyin veya kan-sinir bariyeri tarafindan korunmamasi (159), metabolik aktivitesi ve kan
perflizyonunun da yiiksek olmasi (160), buna ragmen mikro-gevrelerinde oksijen perfiizyon
basmcinin diisiik olmasi (161) gibi nedenlerle; diyabete bagli mikro-anjiopati ve sonugta
noropati gelisimine duyarlidir. Bu nedenle, DKG néronlarinda diyabete bagli ndrotoksisite
analizleri (periferik sinir uzantilarinin degerlendirilmesi ile birlikte) néropati i¢in bir model
olarak kabul edilmektedir. Biitiin yonleriyle ideal bir model olamasa da DKG noron hiicre
kiiltiirlerinde norotoksisite analizleri diyabete bagli periferal norotoksisite/ndropati
arastirmalart i¢in uygun bir in vitro deneysel model olarak kabul edilmekte ve bu konudaki
temel bilim aragtirmalarinda siklikla kullanilmaktadir (156, 157, 162).
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2.5. Diyabetik Noropati Patofizyolojisi

Diyabetik noropati, duyusal ve otonomik aksonlar1 hedef alan, daha sonra motor
aksonlar1 etkileyen ve giderek duyu kaybima yol acan periferik sinir sisteminin
norodejeneratif bir hastaligidir (25). Hiperglisemi, duyusal ndronun perikaryonundan akson
terminaline kadar tim nodronu etkilemektedir (163). Hiperglisemi, ¢esitli metabolik
yolaklarin bozulmasina veya hiperaktivasyonuna yol agmaktadir: Son 30 yilda, diyabetik
duyusal noropati alanindaki arastirmalar, DKG noronlarin ve Schwann hiicrelerinin
metabolik ve/veya redoks durumuyla ilgili yolaklara odaklanmistir. Diyabetik duyusal
ndropati patogenezinde rol oynayan metabolik sinyal kaskadlari; poliol, heksozamin ve
protein kinaz C (PKC) yolaklarinin aktivasyonu, sinirde ileri glikasyon son tiriinlerinin
birikmesi ve asir1 glukoz ve/veya yag asidi akisinin gergeklesmesidir. Her bir yolak tek
basina sinir yapilarina zarar verebilirken, toplu olarak mitokondriyal redoks durumunda bir
dengesizlige (ve mitokondri disfonksiyonuna) neden olmakta ve (mitokondriyal ve

sitozolik) ROT nin asir1 olusumuna yol agmaktadir (Sekil 5) (164).

Insiilin

i i i
Hipetghisem Dislipidemi
: Insiilin reseptorii J.
\ ) \ \
l v
/" Glikoliz T20M TiDM Asin serbest Asiri LDL
: & PI3K-Akt 3 insilin yikasid girisi
Poliol yolag sinyallesmesi sinyallesmesi girigl
Heksozamin yolagi
2 ileri PKC yolagi
ganeg tnideus Mikrovaskiller
son Grdnleri ™1 Hipoksi == h
lleri glikasyon DNA degradasyonu asar
— son Urlinleri 4
depolanmasi ININL
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son driinleri  M—y  Endoplazmik
= reseptdrlerinin retikulum stresi
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Sekil 5. Diyabetik noropati patogenezi 6zeti (LDL: diisiik yogunluklu lipoprotein, PKC:
Protein kinaz C, PI3K-Akt: Fosfatidil inozitol 3 kinaz / Protein kinaz B yolagi,
T1DM: Tip 1 diabetes mellitus, T2DM: Tip 2 diabetes mellitus, (Sloan ve ark.nin
makalesinden esinlenlerek hazirlanmistir, 123).

30



Poliol yolagi: Diyabetik ndropatinin altinda yattig1 diisliniilen ve {lizerinde en ¢ok ¢alisilan
yolaktir (164). Aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz olmak tizere iki enzim, poliol yolag:
araciligiyla glukoz metabolizmasinda kilit rol oynamaktadir. Aldoz rediiktaz, NADPH
yardimiyla glukozu sorbitole doniistiirmekte ve sorbitol dehidrogenaz, NAD™ kullanarak
sorbitolii fruktoza okside etmektedir. Sonug olarak, glukozun diisiik bir yiizdesi bu yolla
metabolize edilmektedir (165). Bununla birlikte, hiperglisemik bir durumda hiicre i¢i glukoz
konsantrasyonu arttiginda, azalmis NADPH ile birlikte enzimatik indirgeme islemi yoluyla
daha fazla glukoz sorbitole donistiiriilmektedir (166). Hiicre i¢i sorbitol
konsantrasyonundaki bir artis ozmotik strese neden olur, diger elektrolitlerin hiicre disina
akisini kolaylastirir ve sonug olarak periferik ndronlarin Schwann hiicreleri etkilenir, ¢iinkii
Schwann hiicrelerinde bol miktarda sorbitol bulunmaktadir. Poliol yolaginin diyabetik
noropatinin Schwannopati (Schwann hiicre hasar1) ile iligkili fenotipine katkida
bulunabilecegi gosterilmistir (167). Ayrica, sorbitol ve fruktoz birikimi miyoinositol ve
taurin konsantrasyonunun azalmasina, Na'/K"-ATPaz pompasinin inhibisyonuna, hiicre igi
Na* birikimine, akson-glia disfonksiyonuna ve sinir iletim hizinin azalmasina neden olur
(168). NADPH, indirgenmis glutatyon (GSH) iiretimi igin 6nemli bir bilesendir, ¢iinkii
NADPH sorbitoliin fruktoza indirgenmesi i¢in bir faktordiir, bu nedenle GSH
konsantrasyonu onemli Ol¢lide azalmaktadir. GSH'nin bu azalan regiilasyonu endotelyal
sinir hasarina ve ardindan nitrik oksit aracili vazodilatasyon kaybina neden olmaktadir.
Poliol yolagi ve GSH arasinda bir korelasyon, transgenik farelerin lenslerinden elde
edilmistir; burada aldoz rediiktaz seviyelerinin artmasiyla GSH igeriginde azalma
gozlenmistir. Hiperglisemiden bagimsiz bir transgenik fare modelinde, dokuda poliol
birikimine bagli olarak motor sinir ileti hiz1 ve sinir lifi atrofisinde gecikme tespit edilmistir
(169). Yagihashi ve ark. diyabet olusturulan transgenik farelerin periferik sinirlerindeki
fruktoz ve sorbitol seviyelerinde diyabetik olmayan transgenik farelere kiyasla bir artis
oldugunu bildirmistir. Ayrica, diyabetik transgenik farelerde, diyabetik olmayan transgenik
farelere kiyasla tibiyal motor sinir ileti hizinda ciddi bir diisiis gézlenmistir (170). Schwann
hiicrelerinde aldoz rediiktazi asir1 ifade eden diyabetli transgenik fareler periferik sinir ileti

hizinda daha ¢ok azalma gostermistir (171).

Heksozamin yolagi: Hiperglisemi, bir¢ok metabolik yolun anormal aktivasyonuna yol acan

cesitli diyabetik komplikasyonlardan sorumludur. Bunlardan biri olan heksozamin yolagi,

diyabetik noropatinin patogenezinde yer almaktadir (172). Glukoz, poliol yolunda sorbitol
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ve fruktoza doniistiiriildiikten sonra, kalan glukoz glukoz-6-fosfata ve daha sonra fruktoz-6-
fosfata dontstiiriiliir, boylece heksozamin yoluna girer (173). Heksozamin yolunda,
glutamin-fruktoz-6-fosfat transaminaz-1 enzimi fruktoz-6-fosfati glukozamin-6-fosfata
doniistiiriir ve nihai son iiriin tiridin difosfat N-asetil glukozamin (UDP-GIcNAc) olmaktadir
(174). Ayrica, glukozamin-fruktoz aminotransferaz ve UDP-GIcNAC aktivitelerinin ob/ob
farelerin kaslarinda onemli Olclide arttifi gosterilmistir. Bununla birlikte, kronik kalori
kisitlamasina tabi tutulan sicanlarin kaslarinda insiiline kars1 duyarhilikta bir iyilesme ile
cakisan daha diisiik bir UDPGIcNAc konsantrasyonu bulunmustur (175). Kilinik
caligmalarda, insiilin direnci olan bireylerden alinan kas biyopsileri yiiksek glukozamin-
fruktoz aminotransferaz aktivitesi gostermistir. Insiilin direnci ve kontrolsiiz hiperglisemisi
olan obez hastalar, insiilin tedavisi ile énemli 6l¢iide iyilesme gosterirken, kaslarindaki

UDPGIcNAc seviyelerinde %40'lik bir artis gostermistir (176).

Protein Kinaz C (PKC) yolagi: PKC, lipidle aktive olan serin-treonin kinaz enzim ailesidir

(177). PKC'lerin diyabetik ndropatinin baslamasi ve ilerlemesinde ¢ok onemli rolleri
bulunmaktadir. Kronik hiperglisemi, glikolizin bir ara iirlinii olan ve fosfatidik aside
doniistiiriilen gliseraldehit 3-fosfat tiretimini artirarak diagilgliserol (DAG) birikimine neden
olmaktadir. Hiperglisemi sadece PKC ve DAG seviyelerini artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda
aldoz rediiktaz aktivitesini ve de novo DAG sentezini de artirir (178). Siirekli aktive olan
PKC, insiilin direncine aracilik ederek, sodyum/potasyum adenozin trifosfataz
(Na*/K*-ATPaz) kanali islevini bozarak, vaskiiler endotelyal bityiime faktorii ve transforme
edici biiytime faktorii-p “transforming growth factor-p” ekspresyonunu dalgalandirarak
bircok metabolik hasara neden olmakta ve bu da vazokonstriksiyon, hipoksi ve noronal

hasara sebep olmaktadir (179).

Ileri_glikasyon son iiriinlerinin_artisi: fleri glikasyon son iiriinleri hem diyabetik

patofizyolojide hem de diyabetik komplikasyonlarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu geri
doniisimsiiz  glikasyon iriinleri, glukozun proteinler {izerindeki amino gruplartyla
reaksiyona girerek Amadori iirlinlerini olusturdugu ve sonugta ileri glikasyon son iiriinleri
tiretildigi Maillard reaksiyonu ile olusmaktadir. Bu iiriinler, ileri glikasyon son iiriin
reseptorleri olarak bilinen hiicre yiizeyi reseptorleri ile baglanabilir ve bu da zararl bir
niikleer faktor kappa-B (NF-kB) aracili asag1 akis sinyal kaskadini baslatir. Ileri glikasyon
son lirlin reseptdrlerinin aktivasyonu kemirgen modellerinde vazokonstriksiyon,

enflamasyon ve norotrofik destek kaybiyla sonuglanirken (180), diyabetik ndropati ve tip 2
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diyabet hastalarinin periferik sinirlerinde daha yiiksek seviyelerde ileri glikasyon son
tirtinleri varligr bildirilmistir (181). Periferik sinirlerin endotelyal ve Schwann hiicrelerinde
ileri glikasyon son iirlin reseptorleri varligt ve diyabetik durumda yiikseldigi
gosterilmistir (182). ileri glikasyon son iiriinleri ve reseptorlerinin etkilesimi NF-kB'nin
regiilasyonunu artirir ve bdylece enflamasyon ve apoptoz dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel
stiregler diizenlenmektedir (183, 184). Diyabetik noropatisi olan bireylerde yapilan
caligmalar, ileri glikasyon son iiriin reseptorlerinin NF-kB'nin ekspresyonunu artirdigini
gostermistir (185). Noronal ileri glikasyon son iiriin reseptorlerinin aktivasyonu NADPH
oksidaz aktivitesi yoluyla oksidatif stresi indiiklemektedir (186). Sekido ve ark., ileri
glikasyon son iirlinlerinin siganlarda Schwann hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonundan
sorumlu oldugunu bildirmistir. Ayn1 ¢calismada, indiiklenen ileri glikasyon son {iriinlerinin
diyabetik sicanlarda hiicre canliligi ve replikasyonunun azalmasindan, mitokondriyal
membran potansiyelinin diismesinden, NF-kB'nin yukari regiilasyonundan ve enflamatuvar

sitokinlerin yiikselmesinden de sorumlu oldugu gosterilmistir (187).

Poliadenozin difosfat-riboz polimeraz (PARP) volagi: PARP, normal kosullarda DNA

onarimi ve apoptoz ile iliskilidir. Bununla birlikte, PARP'in asir1 ekspresyonu diyabet ile
iligkili ¢esitli patolojik durumlarda doku hasarina yol agmaktadir (165). PARP,
streptozotosin ile indiiklenmis diyabetik sicanlarin, ob/ob ve yiiksek yagl diyet ile beslenen
farelerin periferik sinirlerinde ve spinal gangliyonlarinda bulunmaktadir (188, 189). Diyabet
kaynakli hiperglisemi, tek sarmalli DNA kirilmalarint baglatan ve PARP'in hizh
aktivasyonunu diizenleyen reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumuna yol agmaktadir.
Yiiksek glukoz ve esterlesmemis yag asitleri PARP"1 aktive ederek diyabetik farelerde

norilemma, retinal perisitler ve renal podositlerde oksidatif stresi tetiklemektedir (190).
2.6. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
uretilmesiyle olusan reaktif iriinlerin detoksifiye edilememesinden kaynaklanan
yiikseltgen/oksidatif bir dengesizlik olarak tanimlanabilir (191). Biyolojik oksidasyon
sonucu olusan serbest radikallerin artmasi; hiicre i¢i proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda
bozulmaya, lipidlerle ¢coklu doymamis yag asidi peroksidasyonuna bagli membran hasarina,
niikleik asit/baz modifikasyonlarina, kromozom degisikliklerine (DNA tek iplik ve c¢ift iplik

kirilmalari, DNA ve protein ¢apraz baglar1), hiicre Oliimiine ve polisakkarit
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depolimerizasyonu ve karbonhidrat dejenerasyonu gibi hiicresel yapi1 ve bilesenlerde

oksidatif strese neden olmaktadir (192—194).

Antioksidanlar, serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmayi koruyan,
hasar1 azaltan veya onaran sistemdir. Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan ROT artiginin
neden oldugu mekanizmalarin diyabet, kanser, metabolik sendrom, ateroskleroz, sitma,
Alzheimer hastaligi, romatoid artrit, ndrodejeneratif hastaliklar ve pre-eklampsi gibi birgok

hastaliga neden oldugu bilinmektedir (195-198).
2.6.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Bircok kimyasal ve biyolojik siirecin ayrilmaz bir parcasi olan serbest radikaller,
atomik yoriingelerinde kararsiz ve reaktif eslesmemis degerlik elektronlart bulunan atomlar,
atom gruplar1 veya molekiillerdir (199). Bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip
olmalari, onlara elektron alip verme 6zgiirliigii vermektedir. Bdylece reaksiyona girme
kabiliyetleri radikal olmayan bilesiklere gore ¢ok daha yiiksektir (200). Tiim bunlarin yani
sira serbest radikal konsantrasyonu diisilk veya orta seviyelerde tutuldugunda konak
savunma sistemi tarafindan patojenlerle savasma, diiz kas hiicre ¢ogalmasini 6nleme,
sistemik dolasim1 diizenleme, sinyal iletim siireclerinde diizenleyici aracilar olarak gorev
yapma gibi roller iistlenerek organizma i¢in fayda saglamaktadir. Bu durumda oksijen
paradoksu ile kars1 karsiya kalan aerobik hiicreler, metabolizmadaki serbest radikal
seviyesini fizyolojik konsantrasyonlarda tutabilmek i¢in homeostatik diizenlemeye ihtiyag

duymaktadir (201, 202).

Serbest radikaller; ROT ve reaktif nitrojen tiirlerinden (RNT) olusur. Biyolojik
sistemlerdeki en Onemli radikaller oksijenden tiiretilenlerdir (193). ROT, molekiiler
oksijenden olusan eslesmemis elektronlara sahip molekiilleri tanimlamaktadir. Temel
durumdaki oksijen, enerji veya elektron transferi ile daha reaktif formlara doniistiirtilebilir.
Aerobik metabolizmada oksijenin suya indirgenmesi sirasinda elektron transferi ile
gerceklesen bir dizi reaksiyon sonucunda reaktif molekiiller veya partikiiller olusur.
Oksijenden tiireyen ROT olarak siiperoksit radikali (O2), hidroksil radikali (OH") ve
prooksidan olarak hidrojen peroksit (H202) 6rnek gosterilebilir. O2" ve OH™ "radikal”, H2O>

ise "radikal olmayan" tiirler olarak tanimlanmaktadir (192).

Tekli oksijen (102), dis yoriingesinde eslesmemis elektron bulundurmadigi igin

radikal olmayan reaktif bir oksijen molekiiliidiir. Oksijenin enerjik uyarilmasiyla olustugu
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icin spin kisitlamast yoktur ve c¢ok yiiksek reaktiviteye sahiptir. Tekli oksijen mevcut
enerjisini diger molekiillere aktarabilir ve DNA, RNA, proteinler, lipitler ve sterollerle
reaksiyona girebilir. Ayrica peroksi radikalini (ROOQO") olusturabilir ve lipid
peroksidasyonunu baslatabilir (203). Uglii oksijenin bir elektronla indirgenmesiyle olusan
stiperoksit radikali hiicrede gii¢lii bir indirgeyici oldugundan, molekiiler diizeyde ikincil
olarak tirettigi radikaller 6nemlidir. Siiperoksit radikali, mitokondriyal solunum sirasinda
kompleks I'den IllI'e gegerken bir elektronun Oz atomuna aktarilmasiyla olusur.
Mitokondride kullanilan oksijenin %2'si siiperokside doniisiirken, mitokondride oksijenin

indirgenmesiyle olusan birincil iiriin sudur (204).

Stiperoksit radikali (O27), oksijene bir elektron aktarilmasiyla olusmaktadir
Siiperoksit radikali nitrik oksit ile reaksiyona girerek peroksinitrit molekiiliinii (ONOO")
olusturur ve bu da OH" radikali, nitrojen dioksit (NO>), nitronyum iyonu (NO_") gibi toksik
tirtinlere doniisebilmektedir (205).

Oksijenin iki elektronla indirgenmesi hidrojen peroksiti (H202) olusturur. Biyolojik
sistemlerde hidrojen peroksitin ana lretimi, siiperoksit dismutasyonu ve iki siiperoksit
molekiiliiniin iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniismesi ile

gerceklesmektedir (192).

Reaktif oksijen tiirleri iki ana kaynaktan ortaya ¢ikmaktadir: mitokondriyal oksidatif
metabolizma ve ROT nin sinyal iletim yollarinin veya hiicresel savunma mekanizmasinin
bir parcasi olarak olustugu ksenobiyotiklere, bakterilere ve sitokinlere kars1 hiicresel yanit
stiregleri (206). Siiperoksit radikali, mitokondriyal solunum zincirinin kompleks I ve IIT
tarafindan olusturulan ilk ROT olarak kabul edilir. Siiperoksit radikali SOD tarafindan
hidrojen peroksite ve ardindan katalaz veya glutatyon peroksidaz (GPX) tarafindan su ve
oksijene ayristirilmaktadir. Ayrica NADPH oksidazlar, baska bir hiicresel ROT
kaynagidir (207).

2.6.2. Antioksidan Sistemler

Insan viicudundaki oksijenin yaklasik %4-5'i biyolojik indirgeyiciler tarafindan
ROT'ye doniistiiriiliir. Daha yiliksek kismi oksijen basinci altindaki hiicreler siirekli olarak
ROT'nin saldirisina maruz kalir ve bu durum sofistike bir antioksidan savunma sisteminin

uyumlu eylemiyle dengelenir. Antioksidan sistemler, enzimatik ve non-enzimatik

antioksidanlar olarak ikiye ayrilir. En 6nemli antioksidan enzimler; SOD, GPX, katalazdir.
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En 6nemli diisiik molekiil agirlikli enzimatik olmayan antioksidanlar ise C vitamini, E

vitamini, karotenoidler, GSH ve flavonoidlerdir (207).
2.6.3. Enzimatik Antioksidan Sistem

Antioksidan enzimler, ROT ve/veya yan iirlinlerinin daha kararli, genellikle daha az
zararh tlirlere donlisimiinii katalize eden bir protein/metaloprotein sinifidir. Antioksidan
enzimler, tiim hiicresel bilesenlere zarar veren ROT kaynakli oksidatif strese kars1 6nemli
bir savunma mekanizmasini temsil etmektedir (208). SOD, GPX ve katalaz gibi bazi
enzimler ROT'ye kars1i karsilikli  olarak destekleyici bir savunma eyleminde
bulunmaktadir (207).

2.6.3.1. Siiperoksit Dismutaz

Canli organizmalar, serbest radikallerin ve reaktif tiirlerin temizlenmesi i¢in bir
sistem gelistirmistir. SOD, siiperoksit radikalinin uzaklastirilmasini gergeklestirir. Diger bir
adimda, tretilen hidrojen peroksit, GPX ve katalaz sistemi tarafindan ortadan
kaldirilmaktadir. SOD’nin ¢esitli izoenzimleri serbest radikalleri temizleme aktivitesine
katilmaktadir. Ilk izoenzim mitokondride bulunur ve manganez bagimli iken, diger izoenzim

sitoplazmada bulunur ve bakira ve ¢inkoya bagimlidir (207).
2.6.3.2. Katalaz

Katalaz sadece peroksizomlarda bulunmaktadir. Katalazin saflastirilmis formu, her
biri aktif bolgesine bagli bir hem (Fe III-protoporfirin) grubuna sahip olan doért protein alt
birimi igermektedir (209).

Mitomisin C ile DNA boliinmesi ve X-151n1, katalaz enzimi tarafindan baskilandigi
tespit edilen malign doniisiimii indiiklemistir. Bazi calismalara gore, beyin kaynakli
norotrofik faktor (BDNF) ve stres gibi faktorler cesitli endojen antioksidanlarin
aktivitesinden sorumludur (210). Stres kosullar1 altinda BDNF eksikligi olan fareler, stres
altindaki vahsi tipe kiyasla katalaz enziminin aktivitesinde artis gostermistir. Bu, serbest
radikalleri temizleme kapasitesinin azaldigini gostermektedir ve normal/vahsi tipin BDNF

heterojen farelerden daha iyi tolerans kabiliyetine sahip oldugunu belirtmektedir (211).
2.6.3.3. Glutatyon Sistemleri

Glutatyon sistemi; glutatyon rediiktaz, GSH, GPX ve glutatyon-S-transferazi

icermektedir. GPX, organik hidroperoksitlerin ve hidrojen peroksitlerin parcalanmasini
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katalize eden, kofaktdr olarak dort birim selenyum iceren bir enzimdir. Glutatyon S-
transferaz lipid peroksitlerle daha fazla aktivite gosterir. Bu enzimler karacigerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmakta ve detoksifikasyon metabolizmasina da katkida

bulunmaktadir (210).

GSH, viicuttaki antioksidan savunma siireclerini koordine eden protein olmayan bir
tiyoldiir. GSH durumundaki degisikliklerin ¢esitli komplikasyonlara neden oldugu
bildirilmistir. Metiyonin, sistein ve glutatyon gibi tiyol bilesiklerinin uygulanmasinin
hayvanlarda ve insanlarda oksidatif strese kars1 koruma sagladigi bilinmektedir. Tiyollerin
indirgenmis formu, C vitamini ve E vitamini gibi diger antioksidanlarin geri doniisiimii i¢in

kullanilmaktadir (212).
2.6.3.4. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz

Oksidatif strese kars1 koruma biiyiik 6l¢iide NADPH'nin indirgeyici giiciine baglidir
ve bunun seviyesi glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) yardimiyla degerlendirilir. Hayvan
hiicreleri NADPH iiretebilen birka¢ enzim igerir ve bunlar arasinda G6PD en 6nemlisidir
(213). G6PD Kkatalizi, pentoz fosfat yolunun hiz sinirlayici basamagidir ve DNA
replikasyonu igin niikleotid onciillerinin yan1 sira ROT'nin detoksifikasyonu ve lipidin de
novo sentezi igin NADPH'ye indirgeyici giic saglamaktadir (214). Pentoz fosfat yolu ve
G6PD'nin ROT detoksifikasyonundaki iliskisi, G6PD eksikligi olan farelerin beyinde daha
yuksek oksidatif hasar seviyelerine sahip olmasiyla belirlenir. Hiicreler de pentoz fosfat

yoluna yonelik NADPH iiretimini artirarak oksidatif strese karsi tepki vermektedir (215).
2.6.4. Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistem

Enzimatik antioksidanlar, oksitlenmis metabolik iirtinleri ¢ok asamali bir mekanizma
ile etkili bir sekilde hidrojen peroksit ve suya doniistiirmekte iken, enzimatik olmayan
antioksidanlar radikal zincir reaksiyonlarim1 sonlandirmaktadir. Enzimatik olmayan
antioksidanlarin bazilar1 suda ¢oziiniir ve sitozol veya sitoplazmik matrikste calisir.
Lipidlerde ¢oziinebilen bir diger antioksidan grubu ise membranlarda faaliyet gosterir. Non-
enzimatik antioksidanlarin en temsili 6rnekleri C, E ve A vitaminleri, yaklasik yarisi

flavonoid olan polifenoller, karotenoidler, glutatyon, kurkumin, melatonin ve digerlerini
icermektedir (216).
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2.6.4.1. C Vitamini

Urik asit, sistein, glutatyon ve C vitamini oksijen radikallerinin hidrofilik
temizleyicisi olarak ¢alisir (210). C vitamini (askorbik asit), biyolojik sistemdeki reaktif
tiirlerin giiclii bir temizleyicisi ve indirgeyicisidir. Antioksidanlarin ilk savunma hattinda yer

alip, proteinleri ve lipid membrani oksidan hasardan korumaktadir (217).
2.6.4.2. E Vitamini

E Vitamini (alfa-tokoferol), insanlarda zincir kirma siirecine dahil olan 6nemli bir
antioksidan olarak kabul edilir. E vitamini, lipid peroksidasyonunu 6nlemek i¢in hiicre
zarinda bulunur ve reaktif oksijen ara Uriinlerine bagli olan hiicre sinyal yollarinin
modiilasyonunda énemli bir rol oynamaktadir. Ayrica OH", O, ve 10, dahil olmak {izere
ROT’yi dogrudan temizleyebilirler (218). Ayrica E vitamini anti-tiimorojenik olarak giiglii
bir rol oynamaktadir. Yag peroksil radikallerine hidrojen atomu bagislayarak ve lipid
peroksidasyon siirecini bozarak islev goérmektedir. Alfa-tokoferol yeni serbest radikal
olusumunu kisitlarken, gama-tokoferol mevcut reaktif tiirleri notralize etmektedir.
Boylelikle E vitamini, serbest reaktif molekiillerle iligkili kronik rahatsizliklar1 geciktirmeye

veya 6nlemeye yardime1 olmaktadir (219).
2.6.4.3. Karotenoidler

Likopen ve P-karoten gibi karotenoidler, tekli oksijeni temizleyerek ve lipid
peroksidasyonunu inhibe ederek, B-karoten peroksit radikallerinin olusumunu 6nleyerek,

hiicreyi oksidatif stresten koruyarak antioksidan gérevi gormektedir (220).
2.6.4.4. Selenyum

Selenyum, karsinogenez siirecini azaltma potansiyeli nedeniyle odak noktasi haline
gelmis dogal bir elementtir. Selenyumun C vitamini ile ilgili antioksidan aktivitesi genis
capta incelenmistir (221). Selenyum eksikligi, lipidlerin peroksidasyonunu artiran ve serbest
radikallerin olusumuna yol acan hiicresel ve doku hasari ile sonuglanir. Peroksidasyon
reaksiyonu ile subseliiler membrandaki doymamis yag asitlerinde meydana gelen hasar Se
ve E vitamini ile azaltilabilir (222). Selenyum ve E vitamini metabolizmalar1 birbiriyle

iliskilidir ve selenyum, E vitamini depolanmasinda énemli bir rol oynamaktadir (221).
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2.6.4.5. Polifenoller

Polifenoller, Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlarinda yer alan serbest demir ve
bakir1 selatlayarak ROT olusumunu 6nler. Polifenollerin hiicreleri oksidatif strese karsi
koruduguna ve oksidatif stresle iligkili ¢esitli dejeneratif hastalik riskini sinirladigina dair
kamitlar giderek artmaktadir (223). Ornegin, Nigella sativa'nin ugucu yagmin ana bileseni
olan timokinonun antioksidan, anti-enflamatuvar, antineoplastik ve antiviral gibi bir¢ok

Ozellige sahip oldugu bildirilmistir (224).
2.6.4.6. Melatonin

Melatonin, karanlia tepki olarak epifiz bezi tarafindan iiretilen bir hormondur.
Melatonin "karanligin hormonu" olarak adlandirilir. Melatonin, D vitamini ile birlikte 151k
ve karanlik gereksinimlerini karsilamak igin "1g1k sensorleri" olarak goérev yapar (225).
Epifiz bezi, yasa, yasam tarzina, fiziksel egzersize ve ila¢ kullanimina bagl olarak giinde
yaklagik 0,5 mg melatonin iiretir ve liretimi yagla birlikte azalmaktadir. Melatonin, pineal
bez disinda pankreas, karaciger, beyin, lens, tiroid ve digerlerini iceren c¢esitli dokularda

bulunur. Anne siitii de dahil olmak iizere neredeyse tiim viicut sivilari melatonin

icermektedir (226).
2.6.4.7. Flavonoidler

Flavonoidler, kronik hastaliklarin 6nlenmesindeki sagliga yararli etkileri, agirlikli
olarak serbest radikalleri sonlandirma ve redoks metal iyonlarini etkili bir sekilde selatlama
yetenegi ile ortaya ¢ikan antioksidanlardir. Buna ek olarak, flavonoidler antioksidan
enzimlerin sentezini aktive edebilir ve E vitamini gibi karsilik gelen ¢iftlerin daha yiiksek

elektron indirgeme potansiyeline sahip vitaminleri yeniden tiretebilir (227).
2.6.5. Diyabetik Noropatide Oksidatif Degisiklikler ve Antioksidan Uygulamalari

Diyabetik noropatiye aracilik etmede oksidatif stres merkezi bir rol oynar ve bu
nedenle antioksidanlarin son on yil iginde diyabetik ndropatinin etkili ve verimli bir sekilde
tedavi edilmesi arayisinda ana akimi olusturmaktadir. Genel olarak antioksidanlar; serbest
radikallerin zararh etkilerini ya olusumlarin1 6nleyerek ya da onlar1 temizleyip etkisiz hale
getirerek azaltmak veya antioksidan enzimlerin aktivitelerini indiikleyerek ve antioksidan
yolaklarda yer alan diger proteinleri yenileyerek dogal savunma sistemlerini giliglendirmek
tizere iki ana hedefe ulasmak igin ¢alisir (228). Diyabetik noropatide oksidatif stresin

roliinlin ana kaniti, diyabetik noropati deneysel hayvan modellerinde asir1 serbest
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radikallerin iretildiginin ve bu etkilerin antioksidan ile tedavi edildiginde diizeldiginin
kesfedilmesidir (229, 230). Bu nedenle ilag arastirmalarinda, antioksidanlarin veya serbest
radikalleri dogrudan temizleyen ajanlarin ROT reaksiyonlarinin olusumunu veya
ilerlemesini azaltilmas1 ve bunun da oksidatif stresi azaltarak diyabetik noropati kosullarinin
iyilestirilmesi amaglanmistir. Bu amagcla kesfedilen en 6nemli antioksidanlardan bazilari
alfa-lipoik asit, A, C ve E vitaminleri, asetil L-karnitin, taurin, ruboksistaurin, aldoz rediiktaz

inhibitorleri ve melatonindir (228).
2.6.5.1. Alfa-Lipoik Asit

Alfa-lipoik asidin  klinik ¢alismalarda en basarili antioksidan oldugu
distintilmektedir (231). Alfa-lipoik asit bir dizi mitokondriyal enzim i¢in bir kofaktordiir
(232). Deneysel modellerde, Alfa-lipoik asidin lipid peroksidasyonunu azalttigi, oksidatif
stresi azalttig1 ve diyabetik hayvanlarda distal, duyusal ve motor sinir iletimini iyilestirdigi
bildirilmistir (233). Alfa-lipoik asidin diyabetik noropati semptomlarini iyilestirmedeki rolii
gesitli klinik ¢aligmalarda gosterilmistir (231, 234-236). Alfa-lipoik asidin heksozamin
yolagimi ve ileri glikasyon son irilinlerini inhibe ederek oksidatif stresi azalttigi

gosterilmistir (237).
2.6.5.2. Aldoz Rediiktaz inhibitorleri

Aldoz rediiktaz inhibitorleri, poliol yoluna glukoz akisini azaltan ve bdylece
ndronlarda asir1 sorbitol ve fruktozun zararli etkilerini 6nleyen ajanlardir. /n vivo ve in vitro
hayvan caligmalarindan elde edilen sonuglar, aldoz rediiktaz inhibisyonunun diyabetik
noropati tizerindeki olumlu etkisini vurgulamistir (170, 238). Aldoz rediiktaz inhibitorleri
diyabetik néropatinin ilerlemesini 6nler (239), sural motor ve duyusal sinir iletim hizlarin
artirir (240) ve noropatik agriyr hafifletmekle birlikte el bilegi ve ayak bilegi F dalgasi
latansini iyilestirmektedir (241).

2.6.5.3. Protein Kinaz C inhibitorleri

Protein kinaz C, sinir fonksiyonundan ve norotransmitterlerin sentezinden sorumlu
kilit diizenleyici proteinlerin aktivasyonunda rol oynamaktadir. PKC’nin inhibe edilmesinin
ndropatik agriy1 baskiladig bildirilmistir (242). Antioksidan etkilere sahip spesifik bir PKC
inhibitdrii olan ruboksistaurin, diyabetik si¢anlarda sinir iletim hizin1 ve endondriyal kan

akisini iyilestirmektedir (243).
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2.7. Mitokondri Disfonksiyonu

Mitokondri disfonksiyonu, oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP formunda enerji
tiretmekten sorumlu organel olan mitokondrinin islev kaybina veya hasara ugramis olmasina
isaret etmektedir. Mitokondri disfonksiyonu, nérodejeneratif bozukluklar, kanser, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve psikiyatrik bozukluklar dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli
hastaliklarla iligkilidir  (244). Mitokondri  disfonksiyonunun  degerlendirilmesi;
mitokondriyal solunum, ATP iiretimi, membran potansiyeli, ROT iiretimi ve mitokondriyal
DNA mutasyonlar1 dahil olmak {izere ¢esitli parametreleri icermektedir (245).
Mitokondriyal proteomik, metabolomik ve genetik analiz gibi teknikler mitokondriyal

disfonksiyonu incelemek i¢in kullanilabilir (245, 246).

Norodejeneratif hastaliklarda mitokondri disfonksiyonu ortak bir 6zelliktir ve bu
bozukluklarin merkezi patogenezinde rol oynadigina inanilmaktadir (247); Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastaligi ve amyotrofik lateral skleroz gibi hastaliklarda
goriilebilmektedir. Mitokondri disfonksiyonun ndrodejenerasyondaki kesin rolii halen
arastirilmaktadir, ancak anormal proteinlerin birikmesine, oksidatif strese, bozulmus enerji

metabolizmasina ve ndronal hiicre 6liimiine katkida bulundugu diistiniilmektedir (248).

Diyabette mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun insiilin direncinin gelisiminde ve
diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde rol oynadigi gdsterilmistir (17). iskelet kas1 ve
yag dokusu gibi insiiline duyarli dokularda mitokondriyal fonksiyonun bozulmasi, ATP
iretiminin azalmasina, ROT {iretiminin artmasina ve insiilin sinyallegsmesinin bozulmasina
sebep olabilir. Bu anormallikler insiilin direncine ve diabetes mellitus gelismesine neden

olabilmektedir (249).
2.7.1. Mitokondri ve Oksidatif Fosforilasyon

Mitokondri; hiicrede oksidatif fosforilasyon, trikarboksilik asit dongiisii, yag
asitlerinin oksidasyonu, hem biyosentezi ve amino asit metabolizmasinda rol oynamaktadir
ve bunlardan en Onemlisi oksidatif fosforilasyon sirasinda ATP iretimidir (11).
Mitokondrinin krista adi verilen oldukca katlanmis i¢ membrani, solunum zinciri
bilesenlerinin veya oksidatif fosforilasyon komplekslerini (I-IV) barindirmakta ve ATP
sentaz (kompleks V) ile birlikte ATP'nin iiretim mekanizmasini olusturmaktadir. Kompleks
I-1V ve FiFo-ATP sentaz (kompleks V); oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretmek i¢in

kullanilan mitokondri i¢ membrani boyunca elektrokimyasal bir proton gradyan1 olusturmak
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icin uyum i¢inde ¢aligan ¢ok alt birimli enzimlerdir. Glikoliz, yag asidi oksidasyonu ve sitrik
asit dongiisii sirasinda {retilen NADH veya FADH2, solunum zinciri icin yakit

olusturmaktadir (53).

Kompleks | veya NADH dehidrogenaz, elektron tasima zincirinin en biiyiik
enzimidir ve genis bir kismi lipid cift tabakasina gomiilii ve daha kiigiik bir omuzu
mitokondriyal matrise dogru ¢ikint1 yapan karakteristik bir L sekline sahiptir. Kompleks I,
NADH substratini hidrofilik kolun distal ucuna baglar ve her seferinde bir tane olmak iizere
iki elektronu flavin mononiikleotid ve yedi demir-siilfiir kiimesi araciligiyla ubikinona
aktarir (250). Ubikinonun indirgenmesi membran kolunda konformasyonel degisikliklere
neden olarak dort protonun dort kanal araciligiyla membran boyunca translokasyonuna yol

acar (251).

Kompleks II veya siiksinat dehidrogenaz, elektronlarin solunum zincirine ikinci
bagimsiz giris noktasidir. Siiksinati okside eder ve elektronlar1 ii¢ demir-siilfiir kiimesi
araciligiyla ubikinona aktarir. Kompleks II bir proton pompasi degildir ve proton gradyani

olusumuna dogrudan katkida bulunmamaktadir (53).

Membranda bir dimer olarak bulundugu bilinen Kompleks III veya sitokrom c
oksidorediiktaz, ubikinonu ubikinole okside eder ve sonug¢ olarak membranlar arasi bosluga
iki proton pompalayabilir. Ubikinolden gelen elektronlar kompleks III'iin sitokrom b ve cl

araciligiyla tasiyici sitokrom c'ye aktarilir (53).

Mitokondriyal elektron tasima zincirinin son enzimi kompleks IV veya sitokrom c
oksidazdir. Sitokrom c'den elektronlari kabul eder ve iki su molekiiliine doniistiirmek tizere
bir oksijen molekiiliine iletir. Bu islem sirasinda kompleks I’den dort, kompleks I1T°ten dort

ve kompleks IV’ten iki adet proton pompalanir (53).

ATP sentaz veya kompleks V, ADP'yi ATP'ye doniistiirmek icin bir proton
gradyaninda depolanan enerjiyi kullanmaktadir. Kompleks V, toplam kiitlesi 600 kilodalton
olan ve 15-18 alt birimden olusan bir komplekstir (252). Fo ve F1 diye adlandirilan iki ana
alt birimden olugsmaktadir: Fo alt birimi, i¢ mitokondri matriksine gomidilii bir sekilde bulunur
ve bir proton kanali igerir, Fi alt birimi, ADP ve inorganik fosfattan ATP
sentezlemektedir (253).
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2.7.2. Mitokondriyal Solunum Zinciri Elemanlarim1 Etkileyen Ajanlar

Mitokondrinin farkli yonleri hakkindaki bilgiler yillar gegtikce mitokondriyal
(6zellikle mitokondriyi hedef alan) tip kavrami tercih edilir hale gelmistir (254).
Mitokondrinin bir hiicrenin hayatta kalmasmi ve oliimiinti diizenlemedeki 6nemli rolii,
onlar1 kanser de dahil olmak iizere birincil patolojik durumlarin tedavisi i¢in potansiyel bir
hedef haline getirmistir. Mitokondriyi hedefleme stratejileri arasinda elektron tagima zinciri
komplekslerinin inhibisyonu, oksidatif fosforilasyon, ROT ve oksidatif stres seviyelerinin
kontrol edilmesi, Krebs dongilisii enzimlerinin veya anti-apoptotik proteinler gibi
mitokondriyal membranlarin spesifik proteinlerinin hedeflenmesi yer almaktadir (255).
Mitokondriyi hedef alan baslica terapdtik bilesikler ve bunlarin metabolik ve ndrodejeneratif

hastaliklardaki etki sekilleri Tablo 3’te belirtilmistir.

Tablo 3. Mitokondriyi hedef alan terap6tik bilesikler ve etki mekanizmalari (255)

Bilesik Etki mekanizmasi
MitoQ ROT ve lipit peroksidasyonuna kars1 koruma saglar.
MitoVit E ROT olusumunu engeller.
Lipid peroksidasyonunu azaltir.
Koenzim Q10 AP peptid birikimini azaltir.
Mitokondriyal eletron tagima sistemini destekler.
MitoApo Stiperoksit olusumunun azaltilmasina yardimci olur.
H20> tiretimini azaltr.
Oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimiinii dnler.
Melatonin Mitokondriyal kalsiyum seviyelerinin azaltilmasina

yardimci olur.
Mitokondri hacminin korunmasina yardimci olur.

Nikotinamid adenin

Mitokondri fisyonunu ve fiizyonunu diizenler.

dintikleotid ATP ve NAD" seviyelerini geri yiikler
ROT olusumunu engeller.
MitoTEMPO Mitokondriyal siiperoksiti ortadan kaldirir.

ROT olusumunu engeller.
Lipid peroksidasyonunu ve oksidatif stresi azaltir.

Szeto-Schiller
tetrapeptidleri

Antioksidanlarin i¢ mitokondriyal membrana hedefli
iletimini saglar.

Hidrojen peroksit ve peroksinitrit oksidanlarini temizler.

Lipid peroksidasyonunu engeller.
Mitokondriyal ROT'yi azaltir.
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2.7.2.1. Anetol Trition

Anetol trition [5-(4-metoksifenil)-3H-1,2-ditiyol-3-tion], agiz kurulugu yasayan
hastalarda (Sjogren sendromu vb.) tiikiirik salgisinin artmasi veya hazimsizlik, kolesistit,
safra tas1 ve akut/kronik hepatit gibi gastrointestinal hastaliklarin tedavisi amaciyla
kullanilagelen, ayrica etken maddesi lahana, Briiksel lahanasi ve turpgiller gibi gida
maddelerinde bulunabilen bir ilagtir (34, 256). Yapilan ¢alismalarda ¢esitli kanser tiirlerinde
tiimorigenezi (timor gelismesini) inhibe ettigi gosterilmis (257) ve Amerikan Ulusal Kanser
Enstitiisii tarafindan ‘“kanser tedavisinde calisilan bir madde” olarak tanimlanmistir (258).
Anetol trition’un hiicresel diizeyde antioksidan 6zelligi (259), hiicre i¢i ROT sentezini regiile
etme Ozelligi (260), mitokondri membran potansiyelini diizenleyerek hiicre canliligina
olumlu katkida bulundugu (261), hatta astroglial hiicre kiiltiirlerinde néroproteksiyon
sagladig@1 gosterilmistir (262). Varsayilan bir noroprotektan olan anetol trition, kiiltiire
edilmis astroglial hiicrelerin glukoz agligi sirasinda hiicre i¢i GSH diizeylerini artirmaktadir
(263). Anetol trition, normal mitokondriyal fonksiyonu degistirmeden mitokondriyal
kompleks I diizeyinde ROT olusumunu engelleyerek ve GSH diizeylerini artirarak
antioksidan 6zellik gostermektedir (34, 264)

2.7.3. Hiperglisemik Norotoksisite ile Mitokondri Disfonksiyonu Tliskisi

Dorsal kok gangliyon noronlarinda, aksonlarda ve Schwann hiicrelerinde
hiperglisemiden ve hiperlipidemiden kaynaklanan oksidatif stresle iligkili mitokondri
disfonksiyonunun, diyabetik ndropati i¢in merkezi bir patofizyolojik mekanizma oldugu 6ne
stirilmustiir (265-269). Diyabetin uzun vadeli patolojilerinin ¢ogu kalict hiperglisemi
nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Asir1 glukoza sahip dogum oncesi sigan ndron kiiltiirlerinde,
ortalama mitokondri boyutunda %50'lik bir artis ve ROT’de hizli bir zirve artis1 tespit
edilmistir (268). Kronik hipergliseminin, DKG né&ronlarinda i¢ mitokondri membran
potansiyelinin depolarizasyonuna, solunum zinciri aktivitesinin azalmasina ve mitokondri

DNA seviyelerinin azalmasina neden oldugu gosterilmistir (265, 270, 271).

Diyabetik duyusal néropatide mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun, antiapoptotik
protein Bcl-2'nin azalmig seviyeleri, sitokrom C'nin mitokondriden sitoplazmaya
translokasyonu ve apoptozun indiikksiyonu, mitokondriyal biyogenez ve fisyon
dismodiilasyonu ile iligkili oldugunu gosterilmistir (272, 273). Kas, kalp ve karaciger de
dahil olmak iizere instiline duyarli dokulardaki mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, zamanla

diyabetik durumun bozulmasina katkida bulundugu saptanmistir (274). DKG noronlarinda
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AMPK sinyallesmesinin bozulmasi, diyabette mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve

periferik noropati ile iligskilendirilmistir (275).

Uzun zincirli doymus yag asitlerinin, mitokondriyal sinyal sistemlerini ve duyusal
noronlardaki islevi diizenledigi bulunmustur; bu da lipid metabolizmasi, mitokondriyal islev
ve diyabetik noropati arasindaki ilintiyi ortaya koymaktadir (276). Duyusal noronlardaki
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun, diyabetik ndropatinin hayvan modellerinde distal
aksonopatiye katkida bulundugu One siiriilmiistir (277). Ayrica mitokondriyal
disfonksiyonun, metabolik, kemotoksik veya enfeksiyoz hakaretlerle tetiklenen periferik
noropatilere katkida bulunan bir faktér olarak tanimlanmis olmasi, c¢esitli noropatik
durumlarda genis ¢apta rol oynadiginin altin1 ¢izmektedir (278). Mitokondri fonksiyonunu
gelistiren farmakolojik ajanlarin kullanimi; diyabetik periferik ndropatinin gelisimini

onlemeye veya ndropati prognozunun iyilesmesine yol a¢tig1 belirlenmistir (25).
2.8. Hiicre Oliimii

Fizyolojik olarak hiicre 6limii, dokulari, organ boyutunu ve fonksiyonunu korumak
icin gerekli olan, olduk¢a diizenlenmis ve Onemli bir homeostatik mekanizmadir. Bu
baglamda, hiicre Oliimii; “yasamsal hiicresel fonksiyonlarin (ATP iiretimi, redoks
homeostazinin korunmasi vb.) geri doniisiimsiiz dejenerasyonu ve bunun sonucunda kalici
plazma membrani gegirgenligi veya hiicresel parcalanma yoluyla hiicresel biitiinliigiin
kayb1” seklinde tanimlanabilir (279). Giinliik hiicre dogumu ve 6liimii akisindan gogunlukla
muaf olan bir hiicre tipi néronal hiicredir; gelisim periyodunu takiben postmitotik néronlarin
uygun devreleri siirdiirmek igin uzun Omiirlii olmalar1 gerekir (280). Hiicre olimii
makroskobik morfolojik degisikliklerle kendini gosterir. Olii hiicrelerin ve bunlarm
parcalarinin imha edildigi mekanizmalarla birlikte, bu tiir morfotipler tarihsel olarak hiicre
Olimiini ti¢ farkli bicimde siniflandirmak icin kullanilmistir: (I) sitoplazmada biiziilme,
kromatin yogunlagmasi (piknoz), niikleer parcalanma (karyoreksis) ve plazma zarinin
tagsmasi, fagositik aktiviteye sahip komsu hiicrelerin lizozomlarinda pargalanan, goreceli
olarak ufak keseciklerin (genellikle apoptotik cisimcikler olarak bilinir) olusumuyla
sonuglanan tip I hiicre 6liimii veya apoptoz; (II) yogun sitoplazmik vakuolizasyonla ortaya
¢ikan ve hiicre i¢inde fagositik siire¢ ve lizozomal sindirim ile sonuglanan tip II hiicre 6limii
veya otofaji; ve (IIT) tip I veya tip II hiicre 6liimiinden farkli olarak fagositik ve lizozomal
tutulumun yoklugunda hiicre parcalarinin atilmasiyla sonlanan tip III hiicre 6liimii veya

nekroz (281).
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2.8.1. Tip I Hiicre Oliimii — Apoptoz

Apoptoz, bir organizmanin gelisimi, homeostaz ve hastalik sirasinda istenmeyen
hiicreleri 6ldiiriilmesini ve ortadan kaldirmasini saglayan karmasik ve kalitimsal olarak siki
kontrol altina alinmis bir biyolojik siiregtir (282). Bu siire¢ homeostaz durumunda kalitimsal
kontrol altina alinmis olmasi nedeniyle “programli hiicre 6liimii” olarak da tanimlanmaktadir
(283). Apoptoz, intrensek yolak (‘mitokondriyal apoptotik yolak’ olarak da bilinir) ve
ekstrensek yolak (‘Gliim reseptorii yolagi’ olarak da bilinir) olmak iizere iki ana yolak

tizerinden gergeklesmektedir (284).

Intrensek yolak; DNA hasar1, oksidatif stres veya biiyiime faktriiniin ¢ekilmesi gibi
hiicre i¢i sinyallerle baslatilmaktadir. Bu sinyaller, mitokondri dis membraninin
gecirgenligini destekleyen Bax ve Bak gibi Bcl-2 protein familyasinin pro-apoptotik
proteinlerinin aktivasyonuna yol agmaktadir (285). Mitokondri dis membraninin bu
gecirgenligi, sitokrom c'nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasina izin vermektedir.
Sitokrom c, daha sonra kaspaz-9'u aktive edecek olan, apoptozom adi verilen apoptotik
proteazi aktive eden faktoér-1 (Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile bir kompleks olusturmaktadir.
Aktive edilmis kaspaz-9 daha sonra kaspaz-3 gibi asagi akig “downstream” efektor

kaspazlarini aktive ederek apoptozu gergeklestirmektedir (284).

Ekstrensek yolak; FS-7 iligkili yiizey antijeni ligandi “FS-7-associated surface
antigen (Fas) ligand” veya tiimor nekroz faktorii-alfa gibi hiicre dis1 6liim ligandlarinin Fas
veya timor nekroz faktorii reseptorii gibi ilgili Oliim reseptorlerine baglanmasiyla
baglamaktadir. Bu baglanma, Olime neden olan sinyal kompleksinde, kaspaz-8'in
aktivasyonuna yol agmaktadir. Aktive edilmis kaspaz-8, kaspaz-3 gibi asagi akis efektor
kaspazlarin1 dogrudan parcalayabilir ve aktive edebilir ve intrensek yolagin aktivasyonuna
neden olabilir. Sonug¢ olarak apoptoz, intrensek veya ekstrensek yolakla baglatilabilen,
oldukga diizenlenmis bir siirectir. Intrensek yolak, hiicre ici sinyaller tarafindan tetiklenir ve
mitokondriden sitokrom c'nin salinmasini igerir; ekstrensek yolak ise, 6lim ligandlarinin
hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine baglanmasiyla baslatilir. Her iki yol da kaspazlarin

aktivasyonu iizerinde birleserek hiicre 6liimiine yol agmaktadir (284).

Apoptotik proteinler ve yolaklar arasindaki denge, hiicrelerin apoptotik uyaranlara
duyarliligimi belirler ve gelisim, doku homeostazi, kanser, nérodejeneratif bozukluklar ve
diyabet gibi hastaliklar dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik ve patolojik siire¢lerde oldukca
kritik rol oynamaktadir (286). Apoptozun diizensizligi, diyabetik noropati ve glukoz
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norotoksisitesi dahil olmak iizere g¢esitli hastaliklarda ©nemli etkilere sahip

olabilmektedir (272, 287).
2.8.2. Tip II Hiicre Oliimii — Otofaji

Otofaji terimi, Yunanca “kendini yeme” anlamina gelip, 1963 yilinda Christian de
Duve tarafindan lizozom/vakuoldeki sitoplazmik bilesenlerin bozunma siireci i¢in ilk kez
kullanilmistir (288) ve otofajik yolaklarin molekiiler diizeyde agiklanmasi, 2016 yilinda
Yoshinori Ohsumi’ye Nobel Fizyoloji veya Tip Odiiliinii kazandirmustir (289).

Otofaji, hasarl1 proteinleri ve islevsiz organelleri ortadan kaldirmak icin oksidatif
stresin neden oldugu katabolik bir siirectir. Otofajik hiicre o6limi, genellikle besin
yoksunlugu, hipoksi, oksidatif stres, genotoksik stres veya yiiksek glukoz nedeniyle
tetiklenmektedir (290). Otofaji, sitoplazmik materyalleri yutan ¢ift membranli bir kesecik
olan otofagozom olusumuyla baslamakta, bu siirecin yolaklar1 otofajiyle iliskili (ATG)
proteinler tarafindan diizenlenmektedir (291). Adenozin 5'-monofosfat (AMP) ile
aktiflestirilen protein kinaz (AMPK), mTOR, unc-51 benzeri kinaz-1 (ULK1), PI3K/AKkt,
GTPazlar, kalsiyum ve protein sentezi dahil olmak tizere bir¢ok sinyal yolu otofajide rol
oynamaktadir (292, 293). Otofaji regiilasyonunun bozulmasi; kanser, miyopatiler,
norodejeneratif hastaliklar, kalp hastaliklari, karaciger hastaliklari, gastrointestinal

rahatsizliklar ve diabetes mellitus komplikasyonlar gibi patolojilerle iliskilidir (294).

Memeli hiicrelerinde; mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak
lizere li¢ otofaji tiirli gerceklesmektedir. Her biri morfolojik olarak farkli olmakla birlikte,

ligli de parcalanma ve geri doniigiim igin yiikiin lizozoma iletilmesiyle sonuglanir (295).

Makrootofaji, otofajinin en iyi bilinen ve {lizerinde en ¢ok c¢alisilan seklidir ve
otofajiden bahsedildiginde aksi belirtilmedik¢e makrootofaji kastedilir. Hasar gérmiis
organeller ve protein agregatlar1 da dahil olmak iizere sitoplazmik bilesenleri icine alan,
otofagozom adi verilen ¢ift membranli yapilarin olusumunu igerir. Bu otofagozomlar daha
sonra lizozomlarla birleserek otolizozomlar1 olusturur ve burada tutulan kargo lizozomal

enzimler tarafindan pargalanir (296).

Mikrootofaji ise sitoplazmik bilesenlerin lizozomal membranin igeri girmesi veya
¢ikmast yoluyla dogrudan yutulmasmi igerir. Bu siireg, kargonun parcalanmak iizere

lizozoma dogrudan alinmasina olanak tanir (297).
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Saperon aracili otofaji, bozunma i¢in spesifik olarak bireysel sitozolik proteinleri
hedef alan segici bir otofaji seklidir. Saperon aracili otofajide spesifik bir hedefleme motifi
igeren sitosolik proteinler, saperon proteini HSC70 tarafindan taninir ve lizozomal
membrana iletilir. Hedeflenen proteinler daha sonra lizozomal membran boyunca yer

degistirir ve lizozomal enzimler tarafindan pargalanir (298).

Otofaji yolagi, otofagozom adi verilen ¢ift membranli bir yapmin olusumuyla
sonuglanir. Bu, hiicre i¢i materyali sarar ve sonugta lizozomlarla birleserek, zarfli materyalin
bozunmasina izin verir. Otofagozom olusumu ve olgunlasmasi, ATG proteinlerinin sirali
fonksiyonu tarafindan diizenlenir. Siireg, ULK1, ATG13 ve fokal adezyon kinaz ailesiyle
etkilesen proteinden (FIP200) olusan bir 6n baslatma kompleksinin aktivasyonuyla harekete
gecmektedir. Bu kinaz kompleksinin aktivitesi; mTOR ve AMPK olmak tizere iki metabolik
yolak tarafindan diizenlenmektedir (299). Saglikli hiicrelerde ULK1, ATG13 ve mTOR'un
fosforilasyonu, 6n baslatma kompleksini inhibe etmektedir. Amino asit yoksunlugu gibi
metabolik stres altinda ULK1 ve ATG13"in mTOR aracili inhibisyonu ortadan kalkmaktadir
(300). Buna karsilik AMPK, baslangi¢ 6ncesi kompleksi aktive etmektedir. ATP sentezi bir
hiicredeki ATP tiiketiminin taleplerini karsilayamadigi zaman, AMP ve ADP birikir ve
AMPK'yi aktive eder. Aktif AMPK, mTOR aktivitesinin baskilanmasi yoluyla dolayli olarak
ve ULK1'in fosforile (aktive) edilmesi yoluyla dogrudan otofajiyi tetiklemektedir. Bundan
dolayi, mTOR'un inhibe edildigi ve/veya AMPK'in aktive edildigi durumlar, 6n baslatma
kompleksini aktiflestirmektedir (301).

Otofaji, makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofajinin bu ii¢ yolu, hiicresel
homeostazi korumak ve hiicresel bilesenlerin uygun sekilde doniistimiinii saglamak i¢in
birlikte calisir. Bu yollarin diizensizligi, norodejeneratif bozukluklar, kanser ve metabolik

bozukluklar dahil olmak tizere gesitli hastaliklarla iliskilendirilmistir (302, 303).

2.8.2.1. Mitofaji

Mitofaji, otofagozomlarin yiikiiniin islevsiz mitokondri oldugu bir hiicresel otofaji
seklidir. Mitofaji hasarli mitokondriyi, fosfataz & tensin homolog-indiikledigi kinaz-1
(PINKZ2)/Parkin birlesimi yoluyla igine alir ve daha sonra onlart lizozomal sindirim igin
yonlendirir (304). Hiicrelerdeki mitofajik doniisiim, oksidatif stresten kurtulmaya yardime1
olur ve saglikli mitokondriyal biyogenez icin gerekli temel alt birimleri saglar. Ayrica
mitokondriyal toksinlerin dogrudan sitozole salinmasini onler ve bdylece hiicrenin hayatta

kalmasina yardimer olur (305). Mitofajinin, ¢esitli nrodejeneratif bozukluklarda yararli etki
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saglamak i¢in terapotik olarak hedeflenmektedir (306). Terapotik hedef saglamak igin
diyabetik noropati durumunda mitofajiye yonelik stratejiler arasinda AMPK aktivasyonu,
SIRT1 aktivasyonu, mTOR inhibisyonu yer almaktadir (307, 308). Mitofaji tetikleyicileri
diyabetik komplikasyonlarin (kardiyak komplikasyonlar, diyabetik nefropati vb.)

yonetiminde kullanilmak iizere test edilmeye baglanmistir (32, 33).
2.8.3. Tip III Hiicre Oliimii — Nekroz

Nekrotik hiicre oliimii, yiiksek sicaklik ve mekanik stres gibi fiziksel hasar
durumunda meydana gelebilir ve hiicre biitiinliigliniin bozulmasina neden olabilir. Bu
durumda nekroz pasiftir ve herhangi bir spesifik sinyal yolagina ihtiya¢ duymamaktadir
(293, 309). ikincil nekroz ad1 verilen baska bir nekroz tiirii, apoptozun veya otofajinin geg
evresinde, 6li hiicrelerin fagositozla uzaklastirllamadigi durumlarda ortaya ¢ikmaktadir.
Ikincil nekroz, apoptoz veya otofaji gibi baslangig sinyal olaylarindan bagimsiz olarak kabul
edilmektedir, ancak nekroz ayni zamanda sinyallesme kademesinin bir sonucu da olabilir
(310). Nekroz; kromatin yogunlagsmasi olmaksizin organel yapi kaybi, hiicre sismesi ve
plazma zar1 yirtilmasi ile karakterizedir. Bazen nekroptoz olarak da adlandirilan bu hiicre
olumii bicimi, hepsi reseptorle etkilesime giren protein kinaz 3'lin aktivasyonu iizerinde

birlesen hiicre i¢i sinyallesme ile aktive olmaktadir (311).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile antioksidan sistemler arasindaki dengenin
bozulmasindan kaynaklanan oksidatif stresin, diyabetik noropati gelisiminde ve
ilerlemesinde rol oynadigi gosterilmistir (312). Artan ROT iretimi, hiicresel hasara ve
enflamatuvar yolaklarin aktivasyonuna yol agarak nekrotik hiicre oliimiine katkida
bulunabilmektedir (312, 313). Enflamatuvar siiregler, diyabetik nnéropati patogenezinde bir
diger 6nemli oyuncudur. Diyabetik hastalarin periferik sinirlerinde ve diyabetik ndéropatinin
hayvan modellerinde kronik diisiik dereceli enflamasyon goézlemlenmistir. Sitokinler ve
kemokinler gibi enflamatuvar aracilar hiicresel hasari indiikleyebilir ve nekrotik hiicre
Oliimiinii tesvik edebilir. Enflamatuvar yollar ayn1 zamanda oksidatif stres yollariyla da
etkilesime girebilir ve bu da hiicresel hasar ve enflamasyondan olusan kisir bir dongiiye yol

acabilmektedir (314).

Diyabetik néropatinin altinda yatan hiicre 6limii mekanizmalar1 tam olarak
anlasilmamistir ancak oksidatif stres, enflamasyon, mitokondri disfonksiyonu, apoptoz ve

otofaji dahil olmak {izere bir¢ok faktoriin etkili oldugu tespit edilmistir (312, 313).
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2.8.4. Diger Hiicre Oliimii Tiirleri

Otofaji, apoptoz ve nekroz disinda; entoz, kannibalistik hiicre 6liimii, kazara hiicre
Oliimii, aponekroz, netoz, nekroptoz, mitotik katastrof, partanatoz, kornifikasyon, metiioz,
onkoz, paraptoz, anoikis, piroptoz, ferroptoz, fagoptoz, kaspazdan bagimsiz apoptoz,
eksitotoksisite ve burada bahsedilen hiicre 6liimii modalitelerinin higbirine ait olmayan ve

kapsamli bir sekilde incelenmemis birgok baska hiicre 6liimii tiirii de bulunmaktadir (315).
2.8.5. Hiperglisemik Norotoksisite ile Mitofaji/Otofaji iliskisi

Asirt ROT ve RNT iiretimi, dislipidemi ve tabiatiyla hiperglisemi durumu da dahil
olmak iizere, diyabet nedeniyle noral dokuda ¢ok sayida metabolik ve hiicresel degisiklik
tanimlanmistir (316). Bu degisiklikler, anormal glikozillenmis proteinlerin ve islevsiz
mitokondriyal proteinlerin {iretilmesiyle mitokondriyal ve sitozolik oksidatif strese neden
olmaktadir (317). Bu baglamda mitofaji/otofaji mekanizmasi sitoprotektif bir yanit olarak
giderek biiyliyen bir arastirma alanmidir (318). Noral dokudaki mitofaji/otofaji siireci,
hiicresel stres faktorlerinin neden oldugu hasar1 ve hasarli mitokondrileri ortadan kaldiran
bir temizleme mekanizmasi olarak tanimlanmigtir (319). Siiregelen ¢aligmalar,
mitofaji/otofajinin diyabetik noropatinin patofizyolojisinde potansiyel olarak 6nemli bir rol
oynadigimi gostermektedir; diyabetik noropatinin dogal seyri sirasinda néronal hasarla olan

iliskiyi tamamen anlamak i¢in ileri arastirmalar gereklidir (269).

Hiicresel stresin neden oldugu mitofaji/otofaji, birgok dokuyu, glukoz veya lipit
metabolizmasini1 ve insiilin salgilanmasini etkilemektedir. Otofaji indiiksiyonu, mTOR,
LKBI1, ULK ve LC3, AMPK, SIRTI gibi farkli protein sinyalleriyle gergeklesmektedir.
Mitofaji/otofaji mekanizmasi ile hiicre sinyal sistemi i¢in olduk¢a 6nemli protein kinaz
AMPK arasindaki iliski 6nemli bir terapdtik hedef olabilecegi One siiriilmiistiir. Artan ve
azalan regiilasyonlar1 da dahil olmak iizere otofaji benzeri mTOR'un diger diizenleyici

yolaklarinin engellenmesi umutvar bir terapotik yaklagimdir (29).
2.8.6. Mitofaji/Otofaji Modiilatorleri

Bozulmus mitokondriyal homeostaz ve islevsiz organellerin kontrolsiiz birikmesi,
yasla iliskili gesitli patolojilerin ortak paydalaridir. Son zamanlarda, hasarli mitokondrinin
etkili bir sekilde uzaklastirilmasini tesvik etmek ve hiicrenin enerji homeostazini
diizenlemek i¢in kullanilabilecek yeni kimyasal modiilatorleri belirlemek i¢in farmakolojik

taramalar yapilmaktadir. Bu nedenle, mitofaji/otofaji siirecini segici olarak hedeflemek,
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kusurlu enerji metabolizmasi ile karakterize hiicre yaslanmasina veya dejenerasyonuna bagli
bozukluklara karsi koymak i¢in potansiyel bir terapdtik stratejidir. Bu dogrultuda,
mitofaji/otofaji gibi mitokondriyal eliminasyonu diizenleyen g¢esitli sentetik kimyasal
maddeler ve dogal bilesikler tanimlanmistir (320). En yaygin kullanilan mitofaji/otofaji
modiilatorii ajanlara melatonin, resveratrol, iirolitin A, metformin, berberin, kuersetin ve

rapamisin 6rnek olarak verilebilir (321).
2.8.6.1. Metformin

Metformin, hepatik glukoz iiretimini azaltan ve periferik insiilin duyarliligini artiran,
AMPK/mTOR yolagini aktive ederek otofaji modiilasyonu saglayan ve yaygin olarak recete
edilen bir antidiyabetik ajandir (322, 323). Metforminin antihiperglisemik etki
mekanizmalar1 arasinda ince bagirsakta glukoz emiliminin azalmasi, hiicreler tarafindan
glukoz aliminin artmasi, plazmada serbest olan yag asitlerinin konsantrasyonunda azalma ve
AMP tarafindan aktive edilen protein kinazin aktivasyonu yoluyla glukoneogenezin
inhibisyonu yer almaktadir (269). Metforminin diger etki mekanizmalari, antiaterosklerotik
etkisi, hipotansif ve antikarsinojenik etkisi ve damarlardaki endotel fonksiyonu iizerindeki
etkisi ile ilgilidir. Metforminin pleiotropik etkileri arasinda plazma lipit profilleri tizerindeki
etki, oksidatif stresin azalmasi ve plazmadaki fibrinolitik aktivitenin artmasi yer alir.
Metforminin tip 2 DM'li hastalarda otofajik vezikiil birikimini ve pankreas P hiicrelerinin
Olimiinii azalttig1r goriilmektedir (324). Metformin, AMPK'den bagimsiz olarak mTOR
yolunu inhibe etme kapasitesine sahiptir ve otofajik vezikiillerin olusumunu ve ortadan

kaldirilmasini tesvik etmektedir (325).
2.8.6.2. Rapamisin

Rapamisin, diger bir adiyla sirolimus; koroner stentleri kaplamak (326), bazi nadir
akciger hastaliklarini tedavi etmek (327) ve organ nakli reddini onlemede giiglii bir
bagisiklik baskilayici ajan olarak (328) kullanilan, antineoplastik ve antifungal 6zellikte
(329) bir makrolid bilesigidir. Onemli bir mitofaji/otofaji modiilatdrii olan rapamisin’in
(330); DKG hiicre kiiltiirti diizeyinde noroprotektif etkisi (331), DKG’de noronal gelisime
olan etkisi (332), streptozosinle tetiklenmis diyabet modelinde hiperglisemik DKG hiicre
kiiltiiriinde noroprotektif etkisi ve norit gelisimi incelenmistir (333, 334). Mitofaji/otofaji
mekanizmasini indiikleyen immiinsiipresif bir ilag olan rapamisin, hiicre sinyal sisteminin
diger yolaklarin1 da etkileme yetenegine sahiptir; diyabet ve komplikasyonlarina yonelik

terapotik hedef olabilecegi 6ngoriilmiistiir (335). Rapamisinin, dalli zincirli amino asitlerle

51



desteklenmis yaglar agisindan zengin bir diyetle beslenen, ancak yiliksek yagl diyetlerle
beslenmeyen deney hayvanlarinda glukoz toleransini arttirdigi rapor edilmistir (336); bu
durum rapamisin veya rapamisin ile iligkili bilesiklerin 6zellikle tip 2 diyabetteki olasi
roliinii diisiindiirmektedir (337). Bu nedenle, DM komplikasyonlarinda mitofaji/otofaji
mekanizmasinin sitoprotektif etkisini destekleyen tedavilerin gelistirilmesi potansiyel olarak

umut verici bir arastirma yolu oldugu 6ne siiriilmiistiir (269).
2.8.6.3. Urolitin A

Bir mitofaji/otofaji aktivatorii olan irolitin A, Ozellikle kas saglhigi ilizerine ve
yaslanmaya yonelik preklinik modellerde olumlu sonuglar alinan bir (nar, maviyemis, ¢ilek
basta olmak tizere birgok meyvede bulunan) ellajik asit metabolitidir (35, 338). Yapilan
caligmalarda tirolitin A’nin; énemli bir antioksidan ve mitofaji/otofaji modiilatorii oldugu
(339, 340), noroproteksiyonda rolii oldugu (341, 342), hiperglisemi ile tetiklenmis néronal
amiloidogenezi baskilayabildigi (343), streptozotosinle tetiklenmis diyabetik farelerde
pankreas hiicrelerinde sitoprotektif ve otofajik regiilator rolii oynadigi (344), streptozosinle
tetiklenmis diyabetik si¢ganlarda miyokardiyal disfonksiyonu dnledigi (345), insiilin direnci
gelistirilen farelerde mitokondriyal fonksiyonu modiile ederek insiilin direncini azalttig
(346) gosterilmistir. Urolitin A uygulamasinin, hiperglisemik ortam tarafindan iiretilen
kalsiyumun mitokondriyal akisini azaltarak YG’nin neden oldugu mitokondriyal ROT
birikimini ve amiloid Oncli proteini gibi tipik olarak hipergliseminin neden oldugu
norodejeneratif degisikliklerde goriilen amiloid-beta {ireten enzimlerin ekspresyonunu

azaltabildigi ortaya konulmustur (343).

Urolitin A’nm, PINK 1/Parkin bagimli mitofaji yolunun giiclii bir aktivatorii oldugu
tespit edilmistir; bu durum fagolizozomal temizlenme i¢in mitokondriyal proteinlerin segici
olarak ¢ogalmasma yol agmaktadir. Urolitin A ayrica gesitli PINK1/Parkinden bagimsiz
yolaklarin aktivasyonunu da saglamaktadir ve bdylelikle disfonksiyone mitokondrinin
degradasyonuna yol agmaktadir (347). Tip II diyabet komplikasyonlarinin patogenezinde,
instilinin hiicre ici etkilerine aracilik etmede rol oynayan Akt kinaz yolaginin asir
aktivasyonunun rol aldigina dair kanitlar bulunmaktadir. Urolitin A, Akt'nin
fosforilasyonunun 6nemli bir inhibitériidiir ve bu nedenle diyabetin neden oldugu
kardiyovaskiiler komplikasyonlar {izerinde faydali etkileri olabilecegi ongoriilmiistiir (348).
Ayrica irolitin A uygulamasinin nukleus pulposus hiicrelerinde AMPK yolagin1 aktive

ederek mitofajiyi belirgin sekilde indiikledigi saptanmistir; bdylelikle iirolitin A’nin
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ozellikle yash yetiskinlerde sirt agrisinin yaygin bir nedeni olan intervertebral disk
dejenerasyonunun ilerlemesini yavaslatabilecegi ongoriilmektedir (349). Urolitin A'nin
yaslanan insan derisi fibroblastlarinda tip I kolajen ekspresyonunu onemli Olgiide
arttirdigi, matris metaloproteinaz-1 ekspresyonunu ve hiicre i¢i ROT'yi azalttigi
gosterilmistir (350, 351).

Genel olarak, ¢esitli insan néron hiicre hatlarinin in vitro ortamda 1-10 uM arasinda
degisen konsantrasyonlarda iirolitin A uygulamasi, néroenflamasyonun ve lokal ROT
seviyelerinin azalmasina neden olmaktadir (342, 343, 352, 353). 2.5-10 uM arasindaki
dozlarda iirolitin A uygulamasi ile timor nekroz faktorii-alfa diizeylerinde anlamli ve doza
bagli bir azalma oldugu; 2.5 pM dozda irolitin A’nin, niikleer SIRT-1 protein
ekspresyonunun artmasina neden oldugu ve kontrollerle karsilastirildiginda NF-kB yolu
aktivasyonunun ve enflamatuvar sitokinlerin iiretiminin genel olarak azalmasina neden
oldugu tespit edilmistir. Urolitin A’nin ayrica mitokondriyal iliskili apoptoz yolunun
inhibisyonu yoluyla amiloid-beta kaynakli norotoksisite modellerinde doza bagimli bir

noroprotektif etki gosterdigi saptanmistir (352).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Cahiyma Tasarimi

Bu ¢alismanin tasarimi, in Vitro deneysel arastirma (primer duyusal néron hiicre
kiltliriinde kimyasal maddelerin hiicre dis1 siviya uygulanmasi, bu ¢alisma 6zelinde, hiicre
kiiltirinde birlikte inkiibasyon seklinde uygulanan yiiksek glukoz ve test ajanlarinin néron

canliligina olan etkilerinin -ndrotoksisitesinin- irdelenmesi) niteligindedir.

Uzun siire hiperglisemiye maruz kalmanin (YG uygulamas: ile diyabet taklidi
yapma) DKG duyusal néronlarda tetikleyecegi ndéropati/norotoksisite, in vitro kosullarda
normal ve yiiksek diizey hiicre dis1 glukoz kullanilan inkiibasyon protokolleri ile taklit
edilmistir. Test ajanlarinin etkilerinin YG uygulamasindan mi, yoksa hiperozmolariteden mi
kaynaklandiginin irdelenmesi i¢in hiperozmolar (mannitol iceren) hiicre dis1 kosullarda
inkiibasyon deneysel tasarima eklenmistir (Bk. “3.3.1.1. Hiperglisemi ve Hiperozmolarite

Tetiklenmesi” boliimii).
3.2. Deney Hayvanlari

Aragtirma in vitro deneysel modelde gergeklestirilmistir. Deney hayvanlarindan

primer noron hiicre kiiltiirii hazirlanmistir.

Diyabeti azami 6l¢iide modelleme adina, diyabete yatkin olarak gelistirilmis ve bu
amagla arastirmalarda yaygin olarak kullanilan genetik modifiye C57BL/6J cinsi (354)
eriskin (12 haftalik) fareler (9 adet), DKG noéron kiiltiirii icin dondr olarak kullanildi.
CS57BL/6] tiirii fareler, genetik olarak obezite ve diyabete yatkin fare tiirii olup, insandaki
diyabet gelisim siireciyle oldukg¢a benzerlik gosterdigi i¢in bu fare kokenli hiicre kiiltiirii
modeli se¢ildi (355). C57BL/6J tiirii 9 adet fare, Jackson Laboratuvarindan (Bar Harbor,
Maine, ABD) lisansh olarak Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Cerrahi Uygulama ve

Aragtirma Merkezinden temin edildi.

C57BL/6J normal fare tiirii olup; yiiksek yagli diyetle beslenmesi durumunda
diyabet/obeziteye yatkindir. C57BL/6J tiirli fareler genetik faktorleri ve beslenme sartlari
birlesimiyle obeziteye yatkinlik gostermesi bakimindan insan modeline uygundur. Bu
hayvan modelinde obezite gelisme siireci ile diyabet gelismesi, insandakine benzer bir
paralellik gostermektedir. insandaki gibi C57BL/6J farelerinde de diyetle indiiklenen
diyabet ve obezite abdomende yag doku birikmesiyle karakterizedir (355). ilave olarak,

diyabetik noropati ve agr1 patofizyolojisi c¢aligmalarinda bu fare tiirii siklikla
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kullanilmaktadir (356-360). Bu baglamda, bu tez ¢alismasinda C57BL/6J fare

tiirli secilmistir.
3.3. DKG Noron Primer Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

DKG noron kiiltiiri hazirlanmasi ile alakali biitiin islemler asepsi ve antisepsiye
dikkat edilerek sabit hava akimli bir biyogiivenlik kabininde (Esco Technologies Inc., USA)
gerceklestirildi (Resim 1). Bu islem daha Once si¢an ve fareler igin tarif edilen protokole
gore uygulandi (142, 361).

Resim 1. Sabit hava akimli giivenlik kabini, gercek zamanl hiicre canlilig1 analizi sistemi
ve karbondioksit inkiibatorii

Dekapite edilmis eriskin farelerin (C57BL/6J cinsi, 12 haftalik -erigkin-) kolumna
vertebralisi diseke edildi, ardindan diseksiyon mikroskobu altinda her bir spinal sinir ile
alakal1 biitin DKG’ler diseke edildi (Resim 2a ve 2b). Norobazal-A (500 mL, Gibco Corp.,
Catalog N0:10888-022), B27 supplement (50X, 10 mL, Gibco Corp., Catalog No: 17504-
044), glutamaks (100X, 5 mL, Invitrogen, Catalog No: 35050-038) ve penisilin/streptomisin
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(10 pg/mL, Sigma-Aldrich Corp., Catalog No: P4333) iceren hiicre kiiltiirlinlin besi yeri
¢ozeltisi hazirlandi. Hiicre kiiltiirii besi yeri ¢ozeltisi igerisine toplanan bu DKG’ler, mekanik
ve enzimatik yontemlerle ayristirilmak suretiyle duyusal ndronlar izole edildi: Toplanan
DKG’ler fosfat tamponlu salin (PBS, Gibco, 14190-094) igerisinde li¢ kez yikandi, ardindan
20 dakika boyunca papain soliisyonu (15 U/mL, Worthington Biochemical Corp., CAS No:
9001-73-4) ve 13 dakika boyunca kollagenaz (1.25 mg/mL, Sigma-Aldrich Corp., CAS No:
9001-12-1) ile enzimatik isleme tabi tutuldu. Ardindan Pastor pipeti ile mekanik ayristirma
gergeklestirildi ve duyusal ndronlar izole edildi; izole edilen néronlarin sayisi ve saglikli bir
goriiniime sahip olmama durumu ilk asamada da mikroskop altinda incelenerek teyit edildi
(Resim 3). Izole edilen hiicrelerin bulundugu soliisyon, bazal impedans &l¢iimii alinmis
XCELLigence e-pleyt kuyucuklarina, kuyucuk basina yaklagik 500 hiicre i¢erecek sekilde
(~ 5000 hiicre / 2 mL), 200’er uL. hacimde ekildi. Pleytler, poli-D-lizin (250 pg/mL, Sigma-
Aldrich Corp., CAS No: 27964-99-4) ve laminin (10 ug/mL, Sigma-Aldrich Corp., CAS No:
114956-81-9) ile bir giin 6nceden kaplandi. Kuyucuklara ekilen hiicre siispansiyonu iizerine
100 ng/mL sinir biiyiime faktorii (NGF, 2.5 S, Sigma-Aldrich Corp., CAS No: 93928-24-6)
eklenerek 37°C’de, %5 CO2 ve %95 Oy igeren nemli bir inkiibatérde (Thermo-Fisher
Scientific, Waltham, MA, ABD) inkiibasyona birakildi.

Resim 2. a. C57BL/6J farenin kolumna vertebralisinin orta hattan disseke edilmesi ve
gomiilii DKG’lerin tespiti, b. DKG’lerin izole edilmesi.
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Resim 3. Enzimatik ve mekanik olarak ayristirllmis DKG n6ron hiicre govdeleri (0. saatte,
40x biiyiitme, Zeiss AxioObserver mikroskop).

Izole edilen hiicreler kuyucuklara iyice yapismasi saglandig1 ve akut ayristirma
travmasi gectikten sonra (yaklagik 22. saatte) deney protokoliince belirlenen kimyasallar,
xCELLigence gercek zamanli hiicre analizi “real time cell analyzer-RTCA” sistemi
duraklatilip ilgili pleytler steril laminer kabine alinarak, ilgili kuyucuklara belirlenen

dozlarda ilave edildi.

Ardindan, pleytler inkiibatordeki RTCA cihazina yerlestirilerek 48 saat boyunca
gercek zamanli olarak hiicre canlilik indeksleri, RTCA 1.2.1 yazilim1 vasitasiyla elde edildi

ve kayit altina alindu.
3.3.1. DKG Néronlara Uygulanan Kimyasallar ve Test Ajanlar:

Bu tez caligsmasinin deney protokolii, her ¢caligsma grubu i¢in 70 saat siirdiiriillen DKG
duyusal néron primer hiicre kiiltiirlinde, yaklasik 22. saatte test ajanlarmnin ve belirli
kimyasallarin uygulanip test ajanlarinin etkilerinin tespit edilmesini igermektedir. Bu in vitro
calisma gruplari, toplam 31 alt-grup olacak sekilde tasarland1 (Sekil 6). Bahsedilen ¢alisma
gruplari, test ajanlarinin etkilerinin incelendigi pleyt kuyucuklari ile ayrilmis DKG igeren

soliisyonlarindan olugsmaktadir (deney hayvani grubu degildir).
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Gergek Zamanh Hiicre Canlihk Analizleri

Sekil 6. Tez ¢aligmasi tasariminin sematik plani
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3.3.1.1. Hiperglisemi ve Hiperozmolarite Tetiklenmesi

Yetigkin fare DKG ndronlarinin kiiltiire edildigi sivi olan nérobazal A medyumu
(Sigma) 25 mM D-glukoz (n6ronlar i¢in optimal bazal glukoz konsantrasyonu) icermektedir
(268, 362). Dolayisiyla in vitro hiperglisemik stresi tetiklemek i¢in standart hiicre kiiltiirii
medyumuna (ndrobazal A medyumu) + 25 mM 2-deoksi-D-glukoz eklendi. Bu protokol ile

insanda hipergliseminin yol agtig1 tablonun modellendigi kabul edildi (363, 364).

Hiperozmolar pleytlerde YG ile inkiibe edilen pleytlerle birlikte yiiksek glukoz
inkiibasyonunun neden olacagi hiperozmolariteye es de§er ozmolarite artis1 saglamak igin

25 mM D-mannitol eklendi (364).

Her kuyucuk i¢in deney protokoliiniin yaklagik 22. saatinde; ilgili doz(lar)da test
ajan(lar)1 (anetol trition, lirolitin A, rapamisin, metformin ve ilgili kombinasyonlar1), DKG
hiicre dis1 ortaminin glukoz konsantrasyonuna yonelik kimyasal (YG i¢in segilmis pleytlere
25 mM 2-deoksi-D-glukoz, hiperozmolar durum i¢in 25 mM D-mannitol ilave edildi,
fizyolojik konsantrasyonda glukoz i¢in segilmis pleytlere glukoza yonelik ilave kimyasal

verilmedi) ve 10 pL sinir biiylime faktorii (100 ng/mL) ilave edildi.

3.3.1.2. DKG Noronlarinda Yiiksek Konsantrasyonda Glukozun Tetikledigi
Norotoksisite Uzerine Potansiyel Noroprotektif Etkileri Test Edilen Ajanlarim

Dozlarinin Belirlenmesi

Kullanilan test ajanlarinin in vitro konsantrasyonlari, literatiirden esinlenerek
[oncelikli olarak fare DKG hiicre kiiltiirii yapilan ¢alismalardan, oyle bir c¢alisma
olmadiginda farelerde diger noron hiicre kiiltiirii ¢aligmalarindan veya sigan ndron hiicre

kiiltiirti ¢alismalarindan allometrik 6lgtim (365) yontemiyle] asagidaki gibi belirlenmistir:

Anetol trition i¢in sirasiyla doz konsantrasyonlari: 10 - 30 - 100 uM (34, 262,
263, 366),

Urolitin A igin sirastyla doz konsantrasyonlari: 3 - 10 - 30 uM (352),
Rapamisin i¢in sirastyla doz konsantrasyonlart: 0.03 — 0.1 — 0.3 uM (332, 367),

Bu ii¢ test ajanmiyla kombine edilecek veya tek basina uygulanan metformin

konsantrasyonu: 1 mM (368-371).
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3.4. Norotoksisite Deneyleri

In vitro hiicre kiiltiirii esasli ndrotoksisite analizleri olarak xCELLigence gergek
zamanl hiicre takip sistemi (ACEA Biosciences, San Diego, ABD); c¢evresel toksisite
testleri, mikrobiyoloji ve hiicre fonksiyonu arastirmalarinda kullanilmakta olan, hiicre
davranigi kinetiginin zaman bagimli degerlendirilmesine imkan veren yeni nesil bir tekniktir
(372). Bu sistemin  teknolojik  prensipleri  literatirde  ayrmtili  olarak

tanimlanmustir (373-375).

Gergek zamanh hiicre canliligi analizi; xCELLigence RTCA DP cihaz1 (ACEA
Biosciences, San Diego, ABD) ile gerceklestirildi (Resim 1 ve 4). RTCA DP cihazi, hiicre
kiiltiirii protokollerinin geregi olarak (asepsi ve antisepsiye dikkat edilerek) inkiibatorde
muhafaza edildi. xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre takip sistemi, altin mikro-elektrotlari
iceren mikro titrasyon plakalarini kullanarak elektrik impedansini 6lgen ve bu yolla kiiltiire
edilmis hiicrelerin canliligimi gergek zamanli olarak ve siiregen bir usulde takip etmeye
olanak veren, yeni nesil bir sitotoksisite analiz sistemidir. XCELLigence RTCA DP cihazi,
ayni anda {i¢ adet pleytte bulunan hiicrelerin canliligini, birimsiz olarak hiicre indeksi (“cell
index”-CI) seklinde sunmaktadir ve her pleytte 16 adet kuyucuk bulunmaktadir (Resim 5).
XCELLigence hiicre analiz sisteminden elde edilen birimsiz bir veri olarak “hiicre indeksi”,
yalnizca hiicre sayisin1 degil, hiicresel adezyon, hiicre canliligi, hiicre morfolojisi, hiicre
bliylimesi, zaman i¢inde norit gelisimi ve hiicre ¢ogalmasinin da degerlendirilmesini

kapsayan biitiinciil bir belirtectir (376).

RTCA yazilimina sahip
veri kontrol {initesi

— RTCA DP analiz cihazi

Resim 4. RTCA DP analiz cihazi ve RTCA 1.2.1 yazilimina sahip veri kontrol itinitesi
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Resim 5. Altin mikroelektrotlar igeren 16 kuyucuklu E-pleyt

Bu sistem igin 6zel pleytlere (e-pleyt PET, ACEA Biosciences, San Diego, ABD)
standart kiiltlir protokoliine gore ekilen DKG noronlarina protokolde yer alan g¢aligma
gruplarinda ilgili miktarda glukoz ve test ajanlari eklenerek 70 saat boyunca monitorizasyon
saglandi, her bir calisma alt-grubunda on bes dakikada bir hiicre indeksleri analiz
edildi (Resim 6).
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Resim 6. RTCA yaziliminda gorilen DKG noéronlart igeren kuyucuklara ait hiicre
indekslerinin gorildigii trase 6rnegi.

Not: Her bir trasede; bir kuyucuktan zamanla elde edilen hiicre indeksleri tespit
edilmektedir. Yatay eksen zaman: ve dikey eksen hiicre indeksini (“cell index”)
gostermektedir. Sag iistteki renkli kutular, ayri ayri degerlendirilmesine imkan

veren sirasiyla ii¢ pleytteki 16 ’sar adet kuyucugu temsil etmektedir.
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Veri kayit ve analizinde xXCELLigence 6zel yazilimi (versiyon 1.2.1) kullanild.
Yasayan hiicre olmadiginda (sadece hiicre kiiltiir ¢ozeltisi) veya 6lii hiicreler siispansiyon
haline geldiginde, hiicre indeksi sifira yaklagsmaktadir. Hiicreler elektrodla kaplh yiizeye
yapistiginda, 6lciilen sinyallerin hiicre sayisini lineer olarak yansitan kayitlar seklinde aldigi

ve bunun zaman bagimli olarak bu sistemce 6l¢iildiigi gosterilmistir (372).

Hiicre indeksleri, sistemin yazilimi araciligi ile elektriksel impedans degisiklikleri
tizerinden hesaplandi. xCELLigence iizerinden kayit edilen hiicre indeks verileri, test
ajanlariin uygulandigi yaklasik 22. saatteki hiicre indeksi 1.0 kabul edilerek, ilerleyen 48
saat boyunca 15’er dakikada bir elde edilen biitiin hiicre indeksi-zaman egrisi altinda kalan
alanlar hesaplandi. Sekil 6’da belirtilen her bir deneysel protokol grubu i¢in en az ii¢ farkli

kiltirden elde edilen noronlar tizerinde tekrarlandi.
3.5. istatistiksel Analizler

Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu. Shapiro-Wilk
normallik testine gore verilerin normal dagildig1 ve bu veriler varjanslarin homojenlik
testinde homojen olarak dagildig1 igin; verilerin istatistik analizleri, tek yonlii varyans analizi
testi (ANOVA) ve sonrasinda her bir alt gruptaki verilerin sayis1 ve benzer diger
norotoksisite ¢alismalar1 da dikkate alinarak (377-381), Fisher’in LSD (‘least significant
difference’- en kiiciik anlamli farklilik) post-hoc testi ile gerceklestirildi. Istatistikler i¢in
SPSS v.21 programi ve grafikler i¢in Origin 5.0 programi kullanildi. p degerinin 0.05'den

kiiclik olmas istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6. Etik Kurul Onay1

Bu tez ¢alismasinin deneysel asamasi, KTU Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Ana Bilim
Dalinda gerceklestirildi. Calisma, KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
21.02.2021 tarih ve 2020/39 protokol numarali onayiyla kabul edildi (Ek 1).

3.7. Destekleyen Kurulus

Tez calismasinda kullanilan deney hayvanlari, kimyasal ve sarf malzemeler;
TUBITAK tarafindan 220S863 protokol numarali 1002- Hizli Destek Programi kapsaminda
desteklendi (Ek 2).
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4. BULGULAR

Bu tez galismasi kapsaminda sunulan bulgularin bir kismi, uluslararasi bir kongrede

sunulmus ve 6zet bildiri olarak yayimlanmistir (382).

Bu ¢alismada C57BL/6J cinsi farelerden elde edilerek primer kiiltiirii hazirlanmis
DKG noronlart kullanildi. Her bir deneysel protokol en az ii¢ farkl kiiltiirden elde edilen

noronlar lizerinde tekrar edildi.

izole edilen DKG néronlar1 E-pleytlere ekilerek (bkz. Yéntem boliimii) 70 saat
boyunca 15 dakika zaman araliklariyla kuyucuklarin hiicre indeksi 6l¢iimleri xCELLigence
gercek zamanli hiicre analizi sistemi ile kaydedildi. DKG noéronlart pleyt zeminine
tutunmay1 sagladigi zaman (~ 22. saatte), Gere¢ ve Yontem boliimiinde deney gruplari
listesinde belirtildigi sekliyle, 2-deoksi-D-glukoz veya D-mannitol uygulamasi ve test
ajanlarmin (anetol trition, {rolitin A, rapamisin) ilgili dozlarinin ve bu ajanlarinin
metforminle (1 mM) kombinasyonlar1 halinde, es zamanl olarak kuyucuklara eklendi. Test
ajanlarmin uygulandigi yaklasik 22. saatteki hiicre indeksi 1.0 kabul edilerek, ilerleyen 48
saat boyunca biitiin hiicre indeksi-zaman egrisi altinda kalan alanlar hesaplandi. Her ¢alisma
grubu i¢in elde edilen egri altindaki alan degerleri ANOVA- Fisher’in LSD post-hoc testi
ile kiyaslandi.

4.1. Test Ajanlarimn Fizyolojik Diizeyde Glukoz Konsantrasyonlarinda Inkiibe Edilen
DKG Néronlarinda Hiicre indeksleri Uzerine Etkileri

Fizyolojik konsantrasyonda glukoz igeren konvansiyonel hiicre kiiltiirii ¢6zeltisinde
inkiibe edilen DRG néronlarina; ¢oziicii olarak dimetil siilfoksit (DMSO), test ajanlari olarak
anetol trition (ATT, 30 uM), irolitin A (URA, 10 uM), rapamisin (RM, 0,1 uM) veya
metformin (MTF, 1 mM) uygulamasi, fizyolojik seviyelerde glukoz igeren hiicre disi
¢ozeltisi iginde inkiibe edilen DKG néronlarina (kontrol, K) kiyasla hiicre indeksi-zaman
verilerinden elde edilen grafikte, ortalama egri altindaki alan (EAA, zaman bagiml hiicre
indeksleri egrisi altindaki alan) degerleri iizerinde anlamli bir etki meydana getirmedi
(p>0.05; sirasiyla ortalama EAA degerleri: K: 1, K+ DMSO: 1.03 £ 0.1, K + 30 uM ATT:
0.83£0.02, K+ 10 uM URA: 0.92 £ 0.08, K+ 0.1 uM RM: 1.08 £ 0.07, K + MTF: 1.06 +
0.05; Sekil 7 ve 8).
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Fizyolojik glukoz igeren konvansiyonel hiicre kiiltiirii ¢ozeltisinde inkiibe edilen
DKG néronlarinda dimetil siilfoksit, anetol trition, {irolitin A, rapamisin ve
metformin’in hiicre indeksine zamana bagl etkileri.

K: kontrol, DMSO: dimetil siilfoksit, ATT: anetol trition, URA: iirolitin A, RM:

rapamisin, MTF: metformin.

Not: Her bir trase, bir deney grubunu temsilen bir deneyin hiicre indekslerini
gostermektedir. Trasedeki her bir nokta, 70 saat boyunca 15 dakika araliklarla elde

edilen hiicre indeksleridir.
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Sekil 8. Fizyolojik glukoz i¢eren konvansiyonel hiicre kiiltiirii ¢6zeltisinde inkiibe edilen
DKG noéronlarinda dimetil siilfoksit, anetol trition, irolitin A, rapamisin ve
metformin’in hiicre indeksine etkileri.

K: kontrol, DMSO: dimetil siilfoksit, ATT: anetol trition, URA: iirolitin A, RM:
rapamisin, MTF: metformin.

Not: Ayni harfile etiketlenen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark (p>0.05) yoktur. Test ajant uygulanmayan kontrol (K) grubunun hiicre indeksi-
zaman egrisi altindaki alan ortalamasi 1.0 olarak kabul edilip diger gruplar bu
degere kiyaslanarak normalize edilerek sunulmustur.

4.2. Yiiksek Konsantrasyonda Glukoz Uygulamasinin DKG Néronlarinda Hiicre
indeksleri Uzerine Etkileri ve Anetol Trition Uygulamasimin Yiiksek Glukoz
Konsantrasyonlarinda Inkiibe Edilen DKG Noronlarinda Hiicre Indeksleri

Uzerine Etkileri

Yiiksek konsantrasyonda glukoz (YG) uygulamasi sonrasi DKG néronlarinin hiicre
indeksi-zaman verilerinden elde edilen grafikte ortalama EAA degerleri, kontrol DKG
noronlarin hiicre indekslerine gore anlamli diizeyde diisiik bulundu (p=0.006; sirasiyla
ortalama EAA degerleri: K: 1, YG: 0.58 £ 0.11). YG ile es zamanl anetol trition (30 uM
veya 100 uM dozlarinda) veya anetol trition (30 uM) + metformin (1 mM) kombinasyonu

uygulanan DKG noéronlarin hiicre indeksi-zaman verilerinden elde edilen grafikte ortalama
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EAA degerleri, sadece YG’ye maruz birakilan hiicrelere gore daha yiiksek bulundu (sirasiyla
ortalama EAA degerleri: K: 1, YG + 10 uM ATT: 0.63 £ 0.04, YG + 30 uM ATT: 0.76 +
0.1, YG + 100 uM ATT: 0.76 £ 0.12, YG + 30 uM ATT + MTF: 0.85 + 0.05). Ancak bu

etki istatistiksel olarak anlaml degildi (p>0.05, Sekil 9 ve 10).

Sekil 9.
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DKG néronlarda yiiksek konsantrasyonda glukoz stresi iizerine anetol trition’un tek
basina ve metformin ile kombinasyonunun hiicre indeksine zaman bagiml etkileri.

K: kontrol, YG: vyiiksek konsantrasyonda glukoz, ATT: anetol trition,
MTF: metformin.

Not: Her bir trase, bir deney grubunu temsilen bir deneyin hiicre indekslerini
gostermektedir. Trasedeki her bir nokta, 70 saat boyunca 15 dakika araliklarla elde
edilen hiicre indeksleridir.
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Sekil 10. DKG noéronlarda yiiksek konsantrasyonda glukoz stresi tizerine anetol trition’un
tek basina ve metformin ile kombinasyonunun hiicre indeksine etkileri.

K: kontrol, YG: yiiksek konsantrasyonda glukoz, ATT: anetol trition,
MTF: metformin.

Not: Ayni harfile etiketlenen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark (p>0.05) yoktur. Test ajami uygulanmayan kontrol (K) grubunun hiicre
indeksi-zaman egrisi altindaki alan ortalamast 1.0 olarak kabul edilip diger
gruplar bu degere kiyaslanarak normalize edilerek sunulmustur.

4.3. Urolitin A Uygulamasmn Yiiksek Glukoz Konsantrasyonlarinda Inkiibe Edilen

DKG Noronlarinda Hiicre indeksleri Uzerine Etkileri

Yiiksek konsantrasyonda glukoz ile eszamanl irolitin A (10 uM veya 30 puM)
uygulamasinin, YG uygulamasimin meydana getirdigi hiicre indekslerindeki diisiisii anlaml
diizeyde 6nledigi tespit edildi (sirasiyla, p=0.01 ve p=0.04). YG ile eszamanli iirolitin A (3
uM) veya metformin (I mM) + iirolitin A (10 uM) uygulamasimin, YG uygulamasinin
meydana getirdigi hiicre indekslerindeki diisiis iizerine anlamli bir etki olusturmadigi
saptand1 (p>0.05; sirasiyla ortalama EAA degerleri: K: 1, YG: 0.58 £ 0.11, YG + 3 uM
URA: 0.80+0.16, YG + 10 uM URA: 0.15 +0.09, YG + 30 uM URA: 0.89 £ 0.13, YG +
10 uM URA + MTF: 0.81 + 0.27; Sekil 11 ve 12).
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Sekil 11. DKG noéronlarda yiiksek konsantrasyonda glukoz stresi {izerine tirolitin A’nin tek
basma ve metformin ile kombinasyonunun hiicre indeksine zaman
bagimli etkileri.

K: kontrol, YG: yiiksek konsantrasyonda glukoz, URA: irolitin A,
MTF: metformin.

Not: Her bir trase, bir deney grubunu temsilen bir deneyin hiicre indekslerini
gostermektedir. Trasedeki her bir nokta, 70 saat boyunca 15 dakika araliklarla
elde edilen hiicre indeksleridir.
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Sekil 12. DKG noronlarda yiiksek konsantrasyonda glukoz stresi iizerine iirolitin A’nin
tek basina ve metformin ile kombinasyonunun hiicre indeksine etkileri.

K: kontrol, YG: yiiksek konsantrasyonda glukoz, URA: irolitin A,
MTF: metformin.

Not: Ayni harfile etiketlenen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark (p>0.05) yoktur. Test ajant uygulanmayan kontrol (K) grubunun hiicre
indeksi-zaman egrisi altindaki alan ortalamast 1.0 olarak kabul edilip diger
gruplar bu degere kiyaslanarak normalize edilerek sunulmustur.

4.4. Rapamisin Uygulamasinin Yiiksek Glukoz Konsantrasyonlarinda inkiibe Edilen
DKG Noronlarinda Hiicre indeksleri Uzerine Etkileri

Yiiksek konsantrasyonda glukoz ile eszamanli rapamisin (0.1 uM veya 0.3 puM)
uygulamasinin, YG uygulamasimin meydana getirdigi hiicre indekslerindeki diislisii anlaml
diizeyde 6nledigi tespit edildi (sirasiyla, p=0.036 ve p=0.008). YG ile eszamanli rapamisin
(0.1 uM) + metformin (1 mM) uygulamasi sonrast DKG noronlarin hiicre indeksi-zaman
verilerinden elde edilen grafikte ortalama EAA degerlerinin, kontrol DKG néronlarin
degerlerine gore anlamli olarak azaldigi (p=0.018), ancak YG’nin meydana getirdigi hiicre

indekslerindeki diisiis lizerine anlamli bir etki olusturmadigi saptandi (p>0.05). YG ile
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eszamanli rapamisin (0.03 uM) uygulamasinin; hem kontrol DKG néronlarina, hem de YG

maruz kalan DKG néronlarina kiyasla hiicre indeksi-zaman verilerinden elde edilen grafikte

ortalama

EAA degerleri agisindan anlamli bir etki olusturmadigi tespit edildi (p>0.05 ve

p>0.05; sirasiyla ortalama EAA degerleri: K: 1, YG: 0.58 £0.11, YG + 0.03 uM RM: 0.76
+0.09,YG+0.1 uM RM: 0.90 £ 0.01, YG + 0.3 uM RM: 0.99 £ 0.07, YG + 0.1 uM RM +
MTF: 0.64 = 0.11; Sekil 13 ve 14).

Sekil 13.
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DKG noronlarda yiiksek konsantrasyonda glukoz stresi tizerine rapamisin’in tek
basmma ve metformin ile kombinasyonunun hiicre indeksine zaman
bagimli etkileri.

K: kontrol, YG: yiksek konsantrasyonda glukoz, RM: rapamisin,
MTF: metformin.

Not: Her bir trase, bir deney grubunu temsilen bir deneyin hiicre indekslerini
gostermektedir. Trasedeki her bir nokta, 70 saat boyunca 15 dakika araliklarla
elde edilen hiicre indeksleridir.
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Sekil 14.
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DKG noéronlarda yiiksek konsantrasyonda glukoz stresi tizerine rapamisin’in tek
basina ve metformin ile kombinasyonunun hiicre indeksine etkileri.

K: kontrol, YG: yiksek konsantrasyonda glukoz, RM: rapamisin,
MTF: metformin.

Not: Ayni harfile etiketlenen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark (p>0.05) yoktur. Test ajant uygulanmayan kontrol (K) grubunun hiicre
indeksi-zaman egrisi altindaki alan ortalamast 1.0 olarak kabul edilip diger
gruplar bu degere kiyaslanarak normalize edilerek sunulmustur.

4.5. Test Ajanlarinin Kombinasyonlar Halinde Uygulanmasmin Yiiksek Glukoz

Konsantrasyonlarinda Inkiibe Edilen DKG Noronlarinda Hiicre Indeksleri

Uzerine Etkileri

Yiiksek konsantrasyonda glukoz ile eszamanli dimetil siilfoksit uygulamasinin, YG

uygulamasinin meydana getirdigi hiicre indekslerindeki diisiis lizerine anlamli bir etki

olusturmadig tespit edildi (p>0.05). YG ile eszamanli metformin (1 mM) uygulamasinin;

hem kontrol DKG néronlarina, hem de YG stresine maruz kalan DKG néronlarina kiyasla

hiicre indeksi-zaman verilerinden elde edilen grafikte ortalama EAA degerleri agisindan

anlamli bir etki olusturmadigi saptandi (p>0.05). YG ile eszamanli anetol trition (30 pM) +
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tirolitin A (10 uM) + metformin veya anetol trition (30 uM) + rapamisin (0.1 uM) +
metformin (1 mM) uygulamasinin; YG uygulamasinin meydana getirdigi hiicre
indekslerindeki diisiisii anlamli diizeyde 6nledigi tespit edildi (sirastyla p=0.027 ve p=0.02).
YG ile eszamanli rapamisin (0.1 pM) + metformin (1 mM) veya {irolitin A (10 uM) +
rapamisin (0.1 puM) + metformin (1 mM) uygulamasinin; YG uygulamasinin meydana
getirdigi hiicre indekslerindeki diisiis lizerine anlamli bir etki olusturmadigir saptandi
(p>0.05; sirasiyla ortalama EAA degerleri: K: 1, YG: 0.58 £ 0.11, YG + DMSO: 0.65 £ 0.05,
YG +MTF: 0.74+0.03, YG + 30 uM ATT + MTF: 0.85+0.05, YG + 10 uM URA + MTF:
0.81 £0.27, YG + 0.1 uM RM + MTF: 0.64 £ 0.11, YG + 30 uM ATT + 10 uM URA +
MTF:0.92+£0.19,YG +30 uM ATT + 0.1 uM RM + MTF: 0.93 £ 0.05, YG + 10 uM URA
+0.1 uM RM + MTF: 0.59+0.09, YG + 30 uM ATT + 10 uM URA + 0.1 uM RM + MTF:
0.72 £ 0.18; Sekil 15-17).
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Sekil 15. DKG noéronlarda yiiksek konsantrasyonda glukoz stresi iizerine metformin (1
mM) ve metformin (1 mM) ile diger bir test ajaninin birlikte uygulanmasinin
hiicre indeksine zaman bagiml etkileri.

K: kontrol, YG: yiiksek konsantrasyonda glukoz, DMSO: dimetil siilfoksit, ATT:
anetol trition, URA: {irolitin A, RM: rapamisin, MTF: metformin.

Not: Her bir trase, bir deney grubunu temsilen bir deneyin hiicre indekslerini
gostermektedir. Trasedeki her bir nokta, 70 saat boyunca 15 dakika araliklarla
elde edilen hiicre indeksleridir.

73



Sekil 16.
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DKG noronlarda yiiksek konsantrasyonda glukoz stresi iizerine metformin (1
mM) ve metformin (1 mM) ile diger en az iki test ajaninin birlikte uygulanmasinin
hiicre indeksine zaman bagiml1 etkileri.

K: kontrol, YG: yiiksek konsantrasyonda glukoz, DMSO: dimetil siilfoksit, ATT:
anetol trition, URA: {irolitin A, RM: rapamisin, MTF: metformin.

Not: Her bir trase, bir deney grubunu temsilen bir deneyin hiicre indekslerini
gostermektedir. Trasedeki her bir nokta, 70 saat boyunca 15 dakika araliklarla
elde edilen hiicre indeksleridir.
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Sekil 17. DKG noronlarda yiiksek konsantrasyonda glukoz stresi {izerine DMSO,

metformin ve test ajanlarinin metformin ile kombinasyonlarinin hiicre indeksine
zaman bagiml etkilerinin birlikte gdsterimi.

K: kontrol, YG: yiiksek konsantrasyonda glukoz, DMSO: dimetil siilfoksit,
ATT: anetol trition, URA: {irolitin A, RM: rapamisin, MTF: metformin.

Not: Aymi harf ile etiketlenen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark (p>0.05) yoktur. Test ajant uygulanmayan kontrol (K) grubunun hiicre
indeksi-zaman egrisi altindaki alan ortalamast 1.0 olarak kabul edilip diger
gruplar bu degere kiyaslanarak normalize edilerek sunulmustur.
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4.6. Test Ajanlarimin Hiperozmolar Kosullarda Inkiibe Edilen DKG Néronlarinda

Hiicre indeksleri Uzerine Etkileri

Hiperozmolar (HpO) strese maruz birakilan DKG néronlarina; hiperozmolarite
tetiklenmesi ile eszamanli dimetil siilfoksit, anetol trition (30 uM), iirolitin A (10 uM),
rapamisin (0.1 uM) ve metformin (1 mM) uygulamasi, kontrol DKG néronlarina kiyasla
hiicre indeksi-zaman verilerinden elde edilen grafikte ortalama EAA degerleri acisindan
anlaml bir etki meydana getirmedi (p>0.05; sirasiyla ortalama EAA degerleri: K:1, HpO:
1.03 + 0.05, HpO + DMSO: 0.93 + 0.04, HpO +30 uM ATT: 0.85 = 0.03, HpO + 10 uM
URA: 0.97+ 0.06, HpO + 0.1 uM RM: 0.95 £+ 0.03, HpO + 1 m MTF: 0.94 + 0.08; Sekil 18
ve 19).
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Sekil 18. DKG noronlarda hiperozmolar stres {izerine DMSO, metformin ve test ajanlarin
hiicre indeksine zaman bagimli etkileri.

K: kontrol, HpO: hiperozmolar, DMSO: dimetil siilfoksit, ATT: anetol trition,
URA: iirolitin A, RM: rapamisin, MTF: metformin.

Not: Her bir trase, bir deney grubunu temsilen bir deneyin hiicre indekslerini
gostermektedir. Trasedeki her bir nokta, 70 saat boyunca 15 dakika araliklarla
elde edilen hiicre indeksleridir.
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Sekil 19.

B HpO + DMSO
B HpO + ATT (30 uM)
1,25 - [ HpO + URA (10 uM)
. I HpO + RM (0.1 uM)
2@ [ HpO + MTF (1 mM)
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0,50

Hicre indeksi-zaman egrisi altindaki alan

0,25

0.00 - .

DKG noronlarda hiperozmolar stres tizerine DMSO, metformin ve test ajanlarinin
hiicre indeksine etkileri.

K: kontrol, HpO: hiperozmolar, DMSO: dimetil siilfoksit, ATT: anetol trition,
URA: iirolitin A, RM: rapamisin, MTF: metformin.

Not: Ayni harfile etiketlenen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark (p>0.05) yoktur. Test ajani uygulanmayan kontrol (K) grubunun hiicre
indeksi-zaman egrisi altindaki alan ortalamasi 1.0 olarak kabul edilip diger
gruplar bu degere kiyaslanarak normalize edilerek sunulmustur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinyada en yaygin kronik hastaliklardan biri olan diyabet hastalik grubunun
yaklasik yarisinda goriilebilen bir komplikasyon olarak diyabetik noropati i¢in, toplum
sagligina mortalite ve morbidite maliyeti acisindan diisliniildiigiinde, patofizyolojinin
kapsamli bigimde belirlenebilme ve etkin bir tedavi yaklasim gelistirilebilme gayreti son
derece dnemlidir. Mitokondri disfonksiyonu ve mitofaji/otofaji dismodiilasyonu, diyabetik
noropati i¢in kritik birer mekanizma oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir. Bu yaklagimla,
mevcut tez ¢alismasi, mitokondri disfonksiyonunu Onledigi (anetol trition) ve
mitofaji/otofaji modiilasyonu yaptig1 bilinen (rapamisin, trolitin A ve metformin ile
kombinasyonlar1) se¢ilmis ajanlarin diyabetik periferal noropatiyi iyilestirebilecegi veya
tedavi edebilecegi hipotezini in vitro diizeyde test etmek flizere tasarlanmistir ve bu
calismanin sonuglar1 6zellikle mitofaji/otofaji modiilasyonu saglayan secilmis ajanlarin
(irolitin A ve rapamisin) potansiyel noroprotektif etkileri olduguna dair kanitlar
sunmaktadir. Ayrica, bu ¢alismada kullanilan ajanlarin in vitro DKG noron kiiltiiriinde
noroprotektif etkilerinin tespiti i¢in, ilk kez xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz

yontemi kullanilmistir, calismanin bu yoniiyle de metodolojik 6zgiinliigii bulunmaktadir.

Fizyolojik konsantrasyonda glukoz i¢eren konvansiyonel hiicre kiiltiirii ¢ozeltisinde
inkiibe edilen DKG néronlarina dimetil siilfoksit, test ajanlar1 olarak anetol trition (30 uM),
tirolitin A (10 uM), rapamisin (0.1 pM) veya metformin (1 mM) uygulamasi, kontrol DKG
noronlarina kiyasla hiicre indeksi acisindan anlamli bir etki meydana getirmedi.
Normoglisemik kosullarda oksidatif stres, mitokondri disfonksiyonu ve otofajik
mekanizmalarin homeostatik diizeylerde bulunmasi durumu, hiicresel mekanizmalari
modiile eden test ajanlarinin DKG ndéronlarin hiicre indekslerinde (diislis veya artis olarak)

anlamli bir degisime neden olmamasi durumu ile uyumluluk gostermektedir.

Dorsal kok gangliyon ndronlart ¢ok yiiksek metabolik aktiviteye sahip oldugundan,
kiiltiir vasatinin (bu durum i¢in standart Norobazal-A ortami1) ndronlarin hayatta kalmasi ve
norit uzamasi i¢in optimum olan 25 mM bazal glukoz i¢ermesi gerekmektedir (383). Bu
nedenle, bu ¢alismada normoglisemik duruma uygun olarak kiiltiir ortam1 25 mM glukoz
igeriyordu ve yiiksek glukoz igeren kiiltiir ortami 25 mM glukoz eklenerek hazirlandi
(toplam 50 mM glukoz). Dolayisiyla, bu ¢alismada ilave glukoz yaklasik 450 mg/dL kan
glukozunu yansitmaktadir. Bu protokol kronik hiperglisemiyi kisa siirede taklit etmek igin

yaygin olarak kullanilmaktadir (384) ve diyabetik noropatiye yol agan anahtar mekanizmalar
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olan oksidatif hasar, apoptoz, hiicre sagkaliminda azalma ve bozulmus ndrit uzamasina
neden oldugu gosterilmistir (271, 385). DKG ndronlarin yiiksek glukoza maruziyeti sonucu
elde edilen hiicre indekslerinde keskin ve dnemli bir azalma kaydedilmistir. Bu bulgu, kronik
hiperglisemi in vitro modelinin istenilen diizeyde ¢alistigin1 gostermekle birlikte, bu konuda
yapilan calismalarla da tutarlilik gostermektedir (385, 386). Boylelikle, anetol trition,
tirolitin A, rapamisin ve bu ajanlarin ilgili dozlarinin metformin ile kombinasyonlarinin bu
caligmanin hiicresel modelinde etkilerini test edilmesini uygun kilmistir (ve mevcut literatiir
bilgisine gore, anetol trition ve iirolitin A ajanlar1 ilk kez DKG noéronlar iizerinde bu tez
calismasi ile test edilmistir). Bu bulgu ayrica; diyabetik fare modellerinde DKG noronlari
tizerine yiiksek glukoz uygulamasinin DKG néron perikaryonlarinda azalmaya neden
olmadigini, yalnizca aksonal rejenerasyon ve noérit uzantisi gelisiminde azalma veya
yavaglama saptandigini belirten ¢aligsmalarin bulgulariyla uyumsuz degildir (17, 387, 388).
Ciinkii xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz sisteminden elde edilen birimsiz bir veri
olarak “hiicre indeksi”, yalnizca hiicre sayisini degil, hiicresel adezyon, hiicre canliligi, hiicre
morfolojisi, hiicre biiylimesi, zaman i¢inde norit gelisimi ve hiicre c¢ogalmasi da
degerlendirilmesini kapsayan biitiinciil bir belirtegtir (376). Bu nedenle, diyabete bagli
periferik ndropatinin (demiyelinizasyon, dejenerasyon, hiicre biitiinliigiinde bozulma, ndrit
gelisiminde azalma ve ndronal hiicre govdelerinde hasar dahil), xCELLigence analizi ile
gerceklestirilen “hiicre indeksi” tarafindan yansitilmasi uygun bir yaklasimdir (389). Ayrica
yiiksek glukoz diizeyini 2-deoksi-D-glukoz (bir D-glukoz analogu) kullanarak, DKG
noronlarinda glikolitik yolagin inhibisyonuna ve hiicre i¢gin ROT’nin artigina yol
acacagindan aylar i¢inde kronik hiperglisemik siireci dakikalar i¢inde in vitro diizeyde taklit
edebilmek miimkiin olmaktadir (389, 390). 2-Deoksi-D-glukoz kullanilmasi sonucu
glikolitik yolagin inhibisyonu ile hipoglisemideki yetersiz glukoz alimi durumu ile
benzestigi diistiniilebilir; ancak 2-deoksi-D-glukoz kullaniminin in vitro ¢alismalarla kronik
hiperglisemi sonucu ROT artigini taklit ettigi ve in vivo c¢aligmalarla da sempatik sinir
sistemini uyarmakla insliline karsit-diizenleyici hormonlarin artisini  saglayarak
hiperglisemiye neden oldugu gdsterilmistir (391-393).

Yiiksek konsantrasyonda glukoz ile es zamanli anetol trition (10 uM) uygulamasi,
YG’nin tetikledigi norotoksisiteyi onleyemedigi; anetol trition (30 uM veya 100 puM
dozlarinda) veya anetol trition (30 uM) + metformin (1 mM) kombinasyonu uygulanan DKG

hiicrelerin ortalama hiicre indeksi degerleri, sadece YG’ye maruz birakilan hiicrelere gore
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istatistiksel agidan anlamli olmayacak diizeyde daha yiiksek oldugu saptandi. Bu bulgu,
anetol trition’un mitokondriyal kompleks I aracili ROT’yi onlemesi ve sitozolik ROT
tiretimine miidahil olmamasi (34) ile DKG noronlarinda hipergliseminin etki
mekanizmasinin mitokondri kokenli oksidatif stresten ¢ok sitozolik ROT artisina baglh
olduguna dair mevcut literatiirle tutarlilik gostermektedir (384, 394). Bu ¢alismanin anetol
trition ile ilgili bulgular1 6zellikle, yiiksek glukoz konsantrasyonlarinin DKG néronlarinda
mitokondri fonksiyonuna etkisi olmadigi, insiilin sinyallesmesindeki diizensizliklerin
mitokondri disfonksiyonuna neden oldugu saptanan Huang ve ark.nin ¢aligmasinin bulgulari

ile uyumludur (387).

Metformin, AMPK/mTOR yolagini aktive ederek otofaji modiilasyonu saglayan
antidiyabetik ajandir (322, 323). Bu ¢alismanin metformin veya anetol trition ile metformin
kombinasyonunun hiperglisemik ndrotoksisiteyi anlamli diizeyde 6nleyememesine yonelik
bulgusu, AMPK/mTOR yolagi islevini birincil olarak mitokondri iizerinden sagladigina
yonelik caligmalarin bulgulariyla uyumludur (395-398).

Urolitin A, hiicre i¢inde birgok metabolik yolag aktiflestirdigi tespit edilmistir:
Wnt/B-catenin yolagi ile hiicre proliferasyonunda, beklin-1 yolag: ile otofaji tetiklemesinde,
PI3K/Akt/mTOR vyolagi ile hiicre biiyiimesi ve canliliginin siirdiiriilmesinde ve sitozolik
ROT’nin azalmasinda, AMPK/mTOR yolag: ile ROT nin azalmasinda rol oynamaktadir
(35, 399-401). Bu calismada, YG ile eszamanli {irolitin A uygulamasinin, Y G’nin tetikledigi
norotoksisiteyi doz bagimli olarak anlamli bi¢imde Onledigi; ancak YG ile metformin
(1 mM) + irolitin A (10 uM) uygulamasinin, YG’nin tetikledigi norotoksisiteyi anlamli
olarak 6nleyemedigi saptand1. Urolitin A’ nin hiicre i¢i bircok metabolik yolag: aktiflestirdigi
g0z Oniine alindiginda hem sitozolik hem de mitokondriyal ROT nin azalmasina yol agarak
noroprotektif etki gostermesi, mevcut literatiir bulgular1 ile uyumludur (399-401).
Metformin ile kombinasyonunda bu noroprotektif etkinin gozlenemeyisine, her iki test
ajaninin AMPK/mTOR yolag ile mitokondriyal fonksiyonlarda daha baskin sinyallesmesi
neden olabilir; bu olasiligin kanitlanmasi i¢cin mitokondriyal enzim isaretleyicileri veya
mitokondriyal ROT’ye yonelik belirtegler kullanilarak ilave deneysel protokollere

gereksinim vardir.

Rapamisin, mTOR inhibitorii olup, hiicre i¢i ROT’yi azaltarak etki gostermektedir.
mTOR; protein sentezini, hiicre ¢ogalmasini, hiicre hareketliligini, hiicre canliligini,

otofajiyi ve transkripsiyonu diizenleyen bir serin/treonin protein kinazdir. Onemli bir
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mitofaji/otofaji modiilatérii olan rapamisin’in (330); DKG hiicre kiiltirii diizeyinde
noroprotektif etkisi (331, 402), DKG’de noronal gelisime olan etkisi (332, 403, 404),
streptozotosinle tetiklenmis diyabet modelinde hiperglisemik DKG hiicre kiiltiiriinde
noroprotektif etkisi (333) bilinen rapamisin, DKG hiicre kiiltiiriinde hipergliseminin
tetikledigi norotoksisiteye olan etkileri diyabete yatkin genetik modifiye hayvan modelinde
ilk kez bu calismada gerceklestirildi ve anetol trition ve {irolitin A test ajanlarinin yaninda
pozitif kontrol olarak belirlendi. Bu ¢alismada, YG ile eszamanli rapamisin uygulamasinin,
YG’nin tetikledigi norotoksisiteyi doz bagimli olarak anlamli bi¢imde 6nledigi tespit edildi
ve bu bulgu yukarida belirtilmis olan benzeri g¢alismalarla uyumlu idi; ancak YG ile
metformin (1 mM) + rapamisin (0.1 pM) uygulamasinin, Y G nin tetikledigi ndrotoksisiteyi
anlamli olarak onleyemedigi saptandi. mTOR yolagi, hem sitozol, hem de mitokondride de
islev gormekle birlikte, daha yliksek mTOR seviyelerine sahip hiicrelerin ATP iiretimi i¢in
mitokondrinin i¢ zarindaki oksidatif fosforilasyondan ziyade sitozolde gergeklesen glikolize
daha fazla gereksinim oldugunu saptayan ¢alismalar bulunmaktadir (405, 406). Bu nedenle,
metformin ile rapamisin kombinasyonunda néroprotektif etkinin gézlenemeyisine, her iki
test ajaninin mTOR yolag: ile mitokondriyal fonksiyonlarda daha baskin sinyallesmesi
neden olabilir; bu olasiligin kanitlanmasi i¢in mitokondriyal enzim isaretleyicileri veya
mitokondriyal ROT’ye yonelik belirtegler kullanilarak ilave deneysel protokollere

gereksinim vardir.

Metformin ve diger test ajanlar1 YG ile birlikte uygulandiginda, anetol trition (30
uM) + tirolitin A (10 uM) + metformin (1 mM) veya anetol trition (30 uM) + rapamisin (0.1
puM) + metformin (1 mM) kombinasyonu, YG’nin tetikledigi norotoksisiteye karsi koruyucu
etki sagladig tespit edildi. Her bir test ajani, ayr1 ayr diisiiniildiiglinde bile, karmagik
molekiiler yolaklara sahip oldugundan; bu kombinasyonlarin ndroproteksiyon
saglayabilmesini mevcut verilerle molekiiler diizeyde agiklamaya ¢alismak olduk¢a zordur.
Hiicre i¢i kiimiilatif ROT’ye, mitokondri membran potansiyeline ve mitokondriyal ROT’ye
yonelik belirtegler kullanilarak ilave deneysel protokoller, bu kombinasyonlarin etkinliginin

molekiiler mekanizmalarini agikliga kavusturabilecektir.

Diabetes mellituslu bireylerde karsilasilan bir diger komplikasyon olan hiperozmolar
durum da hiicrenin ilave edilen glukoza es ozmolaritede mannitole maruz birakilmasiyla
taklit edildi ve es zamanli olarak anetol trition, {irolitin A, rapamisin ve metforminin etkileri

test edildi. Mannitol uygulamasi, fizyolojik konsantrasyonda glukoz igeren hiicre disi
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cozeltide inkiibe edilen DKG noronlarina kiyasla herhangi bir toksik etki meydana
getirmedigi tespit edildi ve hiperozmolar strese es zamanli test ajanlarmin uygulanmasi,
herhangi bir ndrotoksisiteye veya hiicre indekslerinde anlamli bir artisa neden olmadigi
saptandi. Bdylelikle, YG’nin meydana getirdigi norotoksisitenin, hiperozmolariteden

kaynaklanmadig1 sonucuna varildi.

Mevcut ¢alismanin en belirgin kisitliligi, in vitro bir ¢alisma olmasidir ve bulgularin
klinik ortama basarili bir sekilde aktarilmasi i¢in hiicresel modelin basli basina kendi
sinirlamalar1 vardir. Yine de klinik oncesi ¢alismalar, klinik kullanima ilerlemek i¢in aday
ajanlarin potansiyel yararli etkilerini kanitlamak igin gerekli ilk adimlardir. ikinci olarak,
test ajanlarinin DKG noéronlarinda molekiiler diizeyde hangi mekanizmanin islediginin
(mitokondri fonksiyonlarini modiile etme, mitokondriyal veya sitozolik ROT’nin
olusumunu Onleme, otofaji veya mitofaji modiilasyonu) teyit edilememis oldugudur,
mekanizma i¢in Ongoriilerin test ajanlari ve DKG ndronlarinin glukoz metabolizmasi
hakkinda daha once yapilmis calismalardan edinilen veriler iizerinden degerlendirilmek
durumunda kalmmustir. Ornegin, iirolitin A hem otofaji hem de mitofaji modiilatorii
olmasina ragmen, Ahsan ve ark. bir ¢aligmasinda iskemik sinir hasar1 modelinde iirolitin
A’nin noroprotektif etkilerinin mitofaji {lizerinden degil, otofajik yolaklar tizerinden
gerceklestigi gosterilmistir (407). Bu durum, 6nceden etki mekanizmasi bilinen kimyasal
ajanlarin yeni kesfedilen etkilerinin bilinen yolaklar tizerinden gerceklesemeyebilecegine bir
ornek teskil etmektedir. Yine de; belirli molekiiler yolaklar: aktiflestirdigi bilinen ajanlarin
gerceklestirilen kontrollii deneylerdeki olasi etki mekanizmalarinin, elde edilen verilere
dayali olarak imkanlar dahilinde tartisilabilecegine; 1928 yilinda Frederick Griffith’in
bakterilerin kalitsal bilgiye sahip olabilecegini ve transformasyon yoluyla bu kalitsal bilgiyi
birbirine aktardiklarini (408) DNA molekiiliiniin kesfinden yillar dnce kanita dayali olarak

Ongordiigii tarihi degeri olan ¢aligmasi drnek olarak gosterilebilir.

Bu tez ¢alismasi ile deneysel hiperglisemik néropati igin in vitro bir modelde birimsiz
ancak (hiicre sayisi, hiicresel adezyon, hiicre canliligi, hiicre morfolojisi, hiicre biiytimesi,
zaman i¢inde norit gelisimi parametrelerinin bileskesi tarafindan etkilenen/belirlenen) bir
dinamik hiicre izleme teknigi (hiicre indeksi) kullanilarak, anetol trition, iirolitin A,
rapamisin ve bu test ajanlarinin yerlesik bir antidiyabetik ajan olan metformin ile
kombinasyonlarinin etkileri arastirildi ve 6zellikle mitofaji/otofaji modiilasyonu saglayan

tirolitin A ve rapamisinin DKG ndronlarinda konsantrasyon bagimli olarak ndroprotektif
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kapasiteye sahip olduguna dair 6zgiin kanitlar elde edildi. Bu ¢alismanin sonuglari, daha ileri
in vivo preklinik ve klinik ¢alisma yapilmasini gerektirmektedir ve bu noroprotektif etkilere
aracilik eden molekiiler mekanizmalar hakkinda kanit saglamak icin daha ileri ¢caligmalar

yapilmalidir.
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