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1. OZETLER

Farelerde Olusturulan Diyabet Modelinde Bozulan Davramssal ve Kognitif
Fonksiyonlarin Tedavisinde Minosiklin Kullaniminin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Merve Inci Camgi
Danigsmani: Prof. Dr. Meral Erding
Anabilim Dali: Tibbi Farmakoloji

1.1.  Tiirkce Ozet
Amac:

Bu ¢alismada, minosiklin ve metformin ile kombinasyonunun, farelerde olusturulan
tip 2 diyabet modelinde gelisen depresyon, anksiyete ve kognitif bozukluklar tizerine
etkisi ile bu etkiye neden olabilecegi diisliniilen mekanizmalarin aragtirilmasi

amaclanmugtir.
Gere¢ ve Yontem:

Farelerde Streptozotosin (50mg/kg, 5 giin, 1.p.) ve yiiksek kalorili diyet uygulanarak

tip 2 diyabet modeli olusturulmustur.

Diyabet degerlendirilmesi, haftalik agirlik degisimi, diizenli aclik kan glukoz diizeyi

takibi ve deney sonunda alinan kanlarda HbA 1c diizeyi 6l¢iimii ile yapildi.

Davranigsal parametrelerin degerlendirilmesi; agik alan, yabanci obje tanima,
modifiye yiikseltilmis art1 labirenti, ylikseltilmis art1 labirenti, pasif sakinma, zorunlu
yiizme ve hot plate testi ile gergeklestirildi. Lipit peroksidasyonun degerlendirilmesi
icin beyin dokularinda malondialdehit diizeyleri 6lgiildii. Beyin dokularinda western
blot metodu ile TNF-a ve IL-6, BDNF, iba-1 ekspresyonlari incelendi. Ayrica, beyin
kesitlerinde immonohistokimyasal olarak iba-1 ekspresyon seviyeleri incelendi ve

histopatolojik degerlendirmeler yapildi.
Bulgular:

Diyabetik gruplarda kognitif bozukluklar, anksiyete ve depresyon benzeri etkiler
olustugu goriildii (p<0.05). Minosiklin ve minosiklintmetformin kombinasyonu,

fluoksetin grubuna benzer diizeyde anti-depresan, anksiyolitik etkiler gosterdi



(p<0.05), pirasetam grubuna benzer sekilde uzaysal 6grenme-bellek bozukluklarini
tersine gevirdigi gozlendi (p<0.05). Minosiklin  ve minosiklin+metformin
kombinasyonu ile diyabet durumunda artan MDA seviyesi 6nemli oranda azaldi
(p>0.05), azalan BDNF protein ekspresyonu belirgin bigimde artt1 (p>0.05), artan
TNF-0, IL-6 ve iba-1 protein ekspresyonu azaldi (p<0.05).

Sonuc:

Minosiklinin hizli ve gii¢lii antidepresan-benzeri etkileri bu ¢aligmanin sonuglarina
gore agikga goriilmiistiir. Ayrica diyabetik farelerde artmis olan anksiyete ve kognitif
yetersizlikler de minosiklin ile iyilesmistir. Metformin ile kombinasyonlarinin benzer
etkinlikte  oldugu anlagilmistir. Bu  etkilerin  olusumunda  oksidasyon,
norodejenerasyon, inflamasyon ve mikroglial aktivite artisinin rolii bu ¢alisma ile

gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: anksiyete, depresyon, diyabet, kognitif bozukluk, minosiklin



Investigation of minocycline treatment on behavioral and cognitive dysfunction
in diabetic mice

Student’s Surname and Name: inci Cam¢i, Merve
Adviser of Thesis: Prof. Dr. Meral Erding
Department: Medical Pharmacology

1.2. Abstract
Aim:

In the present study, it was aimed to investigate the effects of minocycline and its
combination with metformin on depression, anxiety and cognitive disorders emerging

in type 2 diabetes mice model and the possible mechanisms inducing these effects.
Material and Method:

Firstly, type 2 diabetes model was induced by i.p. injection of 50 mg/kg of
Streptozotocin for 5 days and using a high fat diet in mice. The assessment of diabetes
model in mice was performed by controlling weekly weight alterations and monitoring
fasting blood glucose levels in a regular base. Besides these, blood HbAlc levels were

also measured at the end of the experiments.

The behavioral parameters were evaluated by using open field, novel object
recognition, modified elevated plus maze, elevated plus maze, passive avoidance,
forced swimming, and hot plate tests. Malondialdehyde levels were measured for the
assessment of lipid peroxidation in brain tissues. Moreover, western blotting method
was performed for measurement of TNF-o, 1L-6, BDNF and iba-1 expressions. Iba-1

expressions and histopathological assessment were practiced in brain sections.
Results:

Depression-like effects, anxiety and cognitive disorders were observed in diabetic
groups (p<0.05). Minocycline and its combination with metformin had similar anti-
depressant and anxiolytic effects as fluoxetine group (p<0.05). Also, it was observed
that minocycline and its combination with metformin reversed spatial learning-
memory impairments like the piracetam group (p<0.05). In the diabetic group, MDA

levels and TNF-a, IL-6, iba-1 expression levels increased, BDNF expression levels



decreased. Minocycline and its combination with metformin reversed all these

parameters.
Conclusion:

The results of this study demonstrated minocycline has rapid and potent
antidepressant-like effects. Besides that, minocycline alleviated increased anxiety and
cognitive deficits in diabetic mice. Its combination with metformin has similar
efficacy. In this study, it was shown that oxidation, neurodegeneration, inflammation,
and microglial activity were all implicated in the development of these effects.

Keywords: anxiety, cognitive impairment, depression, diabetes, minocycline



2.GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus, pankreatik B hiicrelerinde insiilin iiretiminin ve periferal dokulara
saliniminin bozulmasi sonucu kan glukoz diizeyi artis1 ve metabolizmal degisiklikler
ile karakterize kronik bir endokrin bozukluktur(1). Tip 2 diyabet (T2DM) ise, tim
diyabetlilerin %90’1n1 olusturan, insiilin direnci ve yetersiz insiilin saliniminin birlikte
goriildiigii diyabet tiiriidiir(2). T2DM’ lilerde depresyon goriilme sikligmim normal
popiilasyonun 2 kat1 oldugu belirtilmistir(2). Ayrica T2DM’lilerde Alzheimer goriilme
olasiliginin normal popiilasyondan ¢ok daha fazla oldugu, beyinde insiilin direnci,
oksidatif stres ve kognitif bozukluklarin Alzheimer hastaliginin zeminini olusturdugu,
bu nedenle de Alzheimer hastaliginin diyabetin beyne selektif bir formu olup tip 3

diyabet olarak nitelendirilebilecegi bildirilmistir(3).

T2DM’ ta goriilen depresyon, anksiyete ve kognitif bozuklugun hangi mekanizma ile
ortaya c¢iktig1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak anilan komplikasyonlar i¢in
oksidatif stres, proinflamatuar sitokin diizeyi artisi, mikroglial aktivasyon ve
norodejenerasyon sorumlu tutulmaktadir. Kronik hiperglisemi ile insiilin direnci,
obezite gibi metabolizma bozukluklar1 plazmada IL-1B3, IL-6 ve TNF-a (timor
nekrozis faktor) gibi proinflamatuar sitokin diizeylerinin artisini uyarip oksidatif strese
yol acgarak hiicresel hasara neden olup mikrovaskiiler veya makrovaskiiler
komplikasyonlarin gelismesini potansiyelize edebilmektedir. Ayrica uzun siireli
hiperglisemi; nérodejenerasyona sebep olan ileri glikasyon son iiriinlerinin (advanced
glycation end products-AGEs) olusumuna yol a¢ip inflamatuar yolagi uyararak
oksidatif stresin daha fazla artmasina ve néron hasarina yol agmaktadir(4, 5). Bunun
yani sira mikrogliyozis ve astrosit aktivasyonu ile iligkili olarak diyabete bagli santral
sinir sistemi inflamasyonu meydana gelmektedir. Mikroglial hiicrelerin aktivasyonu
sonucu morfolojik degisiklikler ile hiicreler aktif hale gelerek noronal yasam ve
ndrojenezis iizerine yikici etkileri olan; proinflamatuar sitokinler, nitrik oksit, reaktif
oksijen tiirleri, hidrojen peroksit gibi norotoksik molekiillerin salininmina neden

olmaktadir(4-6).

Minosiklin yiiksek lipit ¢oziiniirliigii 6zelligi ile kan beyin bariyerinden kolayca gegip
diisiik dozlarinda bile santral sinir sisteminde etki gosterebilen, FDA onayli yari

sentetik ikinci kusak tetrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir. Minosiklinin, Kklasik pro-



inflamatuar durumdaki (M1) mikroglial aktivasyonu selektif olarak inhibe ettigi,
alternatif anti-inflamatuar durumu (M2) etkilemedigi, bu nedenle de néroprotektif ve
rejeneratif etkiler gosterdigi bildirilmistir(7, 8). Yapilan g¢alismalar minosiklinin,
norojenezisin artis, antioksidan aktivite, anti-glutamat eksitotoksisitesi, pro-
inflamatuar molekiillerin regiilasyonuyla olusan néroprotektif etkisi ile insanlarda ve

deney hayvanlarinda antidepresan etki yaptig1 gosterilmistir(9-11).

Minosiklinin santral sinir sisteminde inflamasyonu azaltmasindan dolay1 néroprotektif
etkili oldugu, ayrica ndrodejeneratif hastaliklarda ndroinflamasyon ve mikroglial
aktivasyonu azalttigi bilinmektedir(12). Mikroglial hiicreler baslangicta anti-
inflamatuar siirecin bir pargasi olarak MCP-1 aracili santral sinir sistemi hasar1 olan
bolgeye toplanmaktadir. Ancak fazla glial aktivasyon asir1 pro-inflamatuar sitokin
salim1 ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ile kronik noroinflamasyona neden olup
norotoksisiteye yol agmaktadir. Hiperglisemi de santral hasardan bagimsiz olarak
sitokin aracili demiyelinasyon siireci ve serbest oksijen radikallerinin birikimiyle
iliskilendirilmistir(13). Hipokampal dokuda IL-1B ve TNF-a diizeyi artis1 diyabetin
ilerlemesi ve kognitif bozukluklarin ortaya ¢ikmasi ile baglantili bulunmustur. Mehta
ve ark. (2019) yaptiklart bir calismada diyabete bagli kognitif bozukluklarin
tedavisinde minosiklini (50 mg/kg, 15 giin, p.o.) etkili bulmus, bu etkiyi diyabet
durumunda artan IL-1B, TNF-a ve MCP-1 diizeylerini azaltarak gosterdigini ileri

stirmiistiir(4).

Bu c¢alisgmada, minosiklin ve minosiklintmetformin kombinasyonunun deneysel
olarak olusturulan tip 2 diyabete bagli gelisen depresyon, anksiyete ve kognitif
bozukluk gibi komplikasyonlar iizerine etkisinin incelenmesi ve bu etkiye neden olan

mekanizmalarin aydinlatilmasi amaclandi.



3.GENEL BIiLGILER

3.1. Noroanatomi

3.1.1.Serebral korteks

Serebral korteks; memelilerin beyninde algi, istemli hareket, 6grenme, hafiza ve
duygular gibi bir¢ok davranis iizerinde onemli bir etkiye sahip, baskin bir yapidir.
Insanlar1 tiir ve birey olarak benzersiz kilan dil, 6grenme ve alet kullanimi gibi
yetenekler i¢in hayati 6nem tasimaktadir(14). Serebral korteks tiim néronlarin
yalnizca %20’ sini, ancak biiyiikk noronlari, bolca néropilleri (dendritler, aksonlar,
sinapslar) ve beyaz cevhere kadar uzanan kapsamli aksonal projeksiyonlarindan

dolay1 beyin kiitlesinin %80’ ini olusturmaktadir(15).

3.1.2. Prefrontal korteks

Prefrontal korteks, frontal lob ve onun korteks ile iligkili olan kismini tanimlayan,
fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1 insan beyni arastirmalarinda oldukga popiiler olan
kisimdir. Prefrontal korteks, yonetici islevler olarak gruplandirilan {ist diizey kognitif
stireglerde, dil 6grenimi, sosyallik ve duygusal siireclerde yer almaktadir. Yiriitme
islevleri ¢esitli duyusal modalitelerden gelen girdilerin organizasyonu, dikkatin
stirdiiriilmesi, bellekteki bilgilerin izlenmesi ve hedefe yonelik davranislarin
koordinasyonunu igerir(16). Tiim bunlar karmasik sosyal gruplar ve dngériillemeyen
cevresel sartlardan korunmak i¢in gerekmektedir. Prefrontal kortex insana 6zgii bir
kistm olmasa da, insanin biligsel 6zelligi lizerine diisiiniilen ne varsa, bu bolgenin

onemli etkisi bulunmaktadir(17).

3.1.3.Hipokampus
Hipokampus, Ammon boynuzu ve dentat gyrus kisimlarindan olusan, limbik
sistemin kalbi olarak nitelendirilen, temporal korteks ve septum ile yakin iligkisi

oldugu bilinen bir beyin kismidir(18).

Cok sayida ¢aligmada hipokampusun 6grenme-bellek siirecinde etkin rolii oldugu
belirtilmistir. Hipokampusun esas islevi; bellek izlerinin sabitlenmesi, beyne gelen
bilgilerin se¢imi gibi bazi fonksiyonlar olmasina ragmen, frontal korteks ile olan
iliskisi 6grenme-bellek silirecinde anahtar bir rol oynamaktadir. Farkli hipokampus

alanlarinin  hipokampal norotransmitter sistemlerin aktivasyonuna bagli olarak



O0grenmede edinme ve pekistirme silirecinde farkli  etkileri olduguna

inanilmaktadir(19).

Hipokampusun bir diger 6nemli fonksiyonel 6zelligi, néronlarinin yeni baglamsal
uyaranlara net yanitlar verme yetenegidir ve bdylece oryantasyon refleksini organize
etmede ve dikkat siirecini kontrol etmede etkin rol alirlar. Yeni noronlarin kaybiyla

birlikte dis uyarilar devam ederse, karsilik gelen noron cevabi da sonmektedir(18).

3.1.4.Amigdala

Korkunun, deney hayvanlari ve insanlarda assosiyatif 6grenme paradigmasi
oldugu kabul edilmekte(20), ayak soku gibi caydirici sartli bir uyaran veya yemek
odiili gibi tegvik edici sartli olmayan bir uyaran olarak kullanimi {izerine uzun siiredir
calisilmaktadir. Kosullu uyarilma uygun davranigsal sonuclari tetikleyen duygusal
degerler biitlinlidiir. Literatiir, kosullu-kosullu olmayan uyarilarin baglantilarim
olusturan amigdalanin assosiyatif 6grenme igin gerekli oldugunu gostermistir(21).
Bazolateral amigdala (BLA) kismi ile yapilan calismada, assosiyatif O0grenme,
amigdaladaki néronlarin caydirici veya tesvik edici kosullu uyar1 yanit1 gelistirmesinin
sonucu olarak BLA’ nin deneyime dayali plastisitesini igermektedir. Bu yanitlar hem

bazal hem de lateral amigdalada goriilmektedir(20, 21).

Korku ve anksiyete durumunda gosterilen davranigsal yanitlarda benzerlik
bulunmaktadir. Beyin goriintileme ve deney hayvanlarinda yapilan davranig
calismalarinda anksiyete benzeri davranis BLA ile iliskilendirilmistir(22). Boylece
amigdalanin  inaktivasyonu 1ile anksiyojenik yanitin Onlenebilecegi ileri
stirilmustiir(23). Assosiyatif 6grenmeyi takiben, ogrenmeyi kodladigi diisiiniilen
caydirict veya tesvik edici uyarillar, BLA’ daki noronlara gelismis yanitlar
kazandirmaktadir. Ayni yol ile BLA’ nin anksiyete benzeri davranisin olusumu ve

artisinda da rolii oldugu diisiiniilmektedir(24).



3.2. Noroplastisite

Insan hiicreleri, yenilenebilme giiclerine ve hiicre dongiisii ile iliskilerine gére,
stirekli boliinen hiicreler, sessiz hiicreler ve boliinmeyen hiicreler olmak {izere ii¢c gruba
ayrilmaktadirlar. Noroplastiklik kavrami, boliinmeyen hiicreler grubunda yer alan
beyin hiicrelerinin, i¢sel ve dissal uyaranlara yanit olarak islevinde ve yapisinda
gosterdigi degisiklikleri tanimlamaktadir(25). Beyin, plastiklik 6zelligi sayesinde yeni
bilgiler 06grenmekte(25), tehlikeli durumlardan kag¢inmayr ve kurtulmayi
basarmaktadir(26). Beyindeki plastik degisiklikler, hormonlar, nérotransmitterler ve
norotrofik faktorler gibi icsel ve gevresel etkenlerin katkisi ile gen ifadesi, protein
sentezi ve sinaptik baglantilarda uzun siireli ve kalic1 etkiler ortaya ¢ikararak, 6zgiil
noron ve glia hiicrelerinde islevsel ve yapisal degisiklikler olugsmaktadir(27). Noral
dongiilerin yeniden ve daha giiclii baglanmasina neden olan sinaps sekil degisikligi ve
yeni sinaps olusmasi olarak tanimlanan sinaptogenez ve yeni noronlarin olugmasi olan

norogenez, eriskin beyninde noroplastiklige katk saglayan temel iki siirectir.

Ozellikle daha basit tiirler iizerinde yapilan, néral plastiklik hakkindaki
caligmalarin gogu Hebb tipi sinaptik plastiklige dayanmaktadir(28). Kuramsal olarak,
plastiklik hakkindaki bu goriis, birbirine sikica baglanmis bir ag yapisindaki sinapslari,
cesitli giiclendirme etkenleri (sinaptik dayaniklilik) olarak tanimlamaktadir(26).
Noronlar arasindaki anatomik baglar1 degistirmeksizin, sinaptik dayaniklilig
degistiren islevsel plastikligin herhangi bir tiiriine zit olarak yapisal plastiklik, sinaps
sayilarindaki, aksonal lif yogunlugundaki, aksonal ve dendritik dallanma
sekillerindeki, sinaptik baglant1 sekillerindeki ve hatta néronal hiicre sayilarindaki
degisiklikleri igermektedir. Bir noral agdaki sinaptik sebeke degisiklikleri, silinme(29)
ve yeni sinapslarin olusumu(30) esasina dayanmaktadir. Bununla birlikte sinaptik ag
olusumu, kortikal siitunlardaki aksonal dallarin yeniden yonlenmesi(31) ve dendritik

ciktilarin ige ¢ekilmesi ve yeniden olusmasi(32) ile de ortaya ¢ikabilmektedir.



3.2.1.Sinaptik plastisite

Sinaptik plastisite; beynin karmagik bilgileri algilamasini, degerlendirmesini,
saklamasini ve iligkili uyaranlara uygun adaptif yanitlar vermesini olanakl kilan temel
ve onemli bir islevidir. Beynin bu 6nemli fonksiyonu, depresyon ve kisa - uzun siireli
hafiza bozukluklarin tedavisinde ve patofizyolojisi 1ile ilgili degisikliklerin

aydinlatilmasinda kritik bir role sahiptir(33).

3.2.2.Sinaptogenezis

Sinaptogenezis sinyal yolaklarmin karmasik baglantilari ile diizenlenir ve bu
yolaklarda bozukluk; nérotrofik faktor destegi kaybi, estradiol dongiisiiniin bozulmasi
ve inflamatuar sitokinlerin artisini igeren depresyona yatkinlik parametreleriyle

iliskilendirilmistir(34).

3.2.3.Norogenez

Yakin zamana kadarki inancin aksine, erigkin memeli beyninde yeni ndronlarin
olustugu bilinmektedir. Norogenez, eriskin hipokampal dentat girus bdlgesine yeni
fonksiyonel noronlarin eklenmesi siireci olarak tanimlanmaktadir. Hipokampal
norojenezis, hipokampus baglantili beyin fonksiyonlarinin yiiriitiilmesinde 6énemli rol
oynamaktadir. Erigkin norojenezisinin 6grenme-bellek siirecinin yani sira depresyon
ve anksiyete gibi duygu durum bozukluklarini diizenleyici etkisinin oldugu da yapilan

caligmalar ile ortaya konmustur(35).

3.2.4.Apoptozis ve nekroz

Apoptoz, hiicreler icinde mevcut genetik olarak programlanmis ardisik
biyokimyasal olaylar dizisinin uyarilmasi sonucu hiicrenin kendisini yok etmesi
(intihar1) olayidir. Viicutta hasarlanmis hiicrelerin, diizensiz bir sekilde parcalanmasi
ve aciga ¢ikan lirlinlerin iltihap reaksiyonu baglatmasi seklinde gelisen diger bir hiicre
yok olmasi olayr olan nekrozdan ayrilir. Apoptozda hiicre parcalanmadigi, kendi
membrani1 i¢inde yok olup igindeki iltihap tetikleyicisi komponentleri etrafa

sacilmadig1 i¢in apoptoza iltihabi reaksiyon eslik etmez(36).

Apoptoz, hiicre i¢inde 6liimle sonuglanan iki 6liim yolaginin aktive edilmesi ile
olusur. a) Oliim reseptdrii yolag: dliim reseptorleri, tiimdr nekroz faktor reseptorii
stiper familyasina ait, bir¢ok hiicre tipinde bulunan trimer seklindeki transmembranal

reseptdr proteinleridir. Bunlarin hiicre disindaki tiimér nekroz faktdrleri veya TRAIL
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maddesi (tumor necrosis factor-a-related apoptosis-inducing ligand) tarafindan
aktivasyonu sitoplazmik bir enzim olan kaspaz-8’i aktive eder. Bu enzimin
aktivasyonu da yolagin distal alt kisminda yerlesmis ortak efektor kaspazlari (kaspaz-
3 vb.) uyarir. b) Mitokondriyal yolak: bu yolak hiicre i¢inde cesitli uyarilar
(onarilamayan DNA zedelenmesi gibi) tarafindan aktive edilir. Araci proteinler (p53
vb.) tarafindan sitoplazmik bir protein olan anti-apoptotik Bcl-2 gibi proteinler aktive
edilir. Bunlar mitokondrilerden sitokrom-c’yi saliverir. Bu madde apoptozom
kompleksinin igine girerek onun araciligi ile kaspaz-9 enzimini aktive eder. O da
yukarida deginilen ortak efektor kaspazlari aktive eder ve aktif duruma gelen bu
enzimler genomik DNA’nin parg¢alanmasina, hiicre i¢indeki enzimlerin ve yapisal
proteinlerin kopup inaktive olmalarina, sonugta apoptotik hiicre dliimiine yol agar.
Apoptoz sonucu parcalanmadan kendi membrani i¢inde biiziiliip canlilifini kaybeden

hiicreler makrofajlar tarafindan fagosite edilerek yok edilirler(36).

Hiicreler anti-apoptotik mekanizmalara da sahiptir. Hiicre membraninda
yerlesmis transmembranal bir reseptor proteini olan sag kalim reseptoriiniin (survival),
hiicre digindaki sag kalim faktorleri tarafindan aktive edilmesi sitoplazma igindeki
anti-apoptotik Bcl-2 proteinini aktive eder; o da mitokondrileri etkileyerek hiicre
icinde onlar iizerindeki pro-apoptotik etkenlerin etkisini antagonize eder. Boylece
apoptoza yol agan mitokondriyal yolak sag kalim mekanizmasi tarafindan baski
altinda tutulur. Ayrica hiicre i¢indeki apoptoz proteinlerinin inhibitorleri de hiicrede

apoptoz yolaklarindaki kaspazlari inhibe ederek apoptozu baski altinda tutar(36).
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3.3.Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus; insiilin iretimi veya saliniminin kismi veya tamamen
bozulmasindan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize metabolik bozukluk
durumudur. Uluslararasi diyabet federasyonuna gore; diyabet hastalar1 2011 yilinda
336 milyon kisi iken, 2030 yilinda 552 milyona yiikselecegi tahmin edilmektedir(37).
Kronik hiperglisemi; bazi organlarda uzun siireli hasar ve disfonksiyon sonucunda
noropati, nefropati, retinopati, makro/mikro anjiyopati gibi  diyabetik
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina sebep olur(37). Bunun yani sira diyabet ve mental
bozukluklar arasinda siki bir iliski oldugu da dikkat ¢ekmektedir(38). Diyabet
hastalarinda goriilen psikiyatrik ve kognitif bozukluklar mevcut g¢aligmalarda
inflamasyon, mikroglial aktivasyonun artisi, apoptozis, oksidatif stres ve

norodejenerasyon ile iligkilendirilmistir(39).

Kronik hipergliseminin; diyabetik bireylerde plazma IL-1p, IL-6 ve TNF-a
(timor nekrozis faktor) gibi proinflamatuar sitokinlerin diizeyini arttirdigi
gosterilmigtir. Diyabet siirecinde olusan insiilin direnci, obezite gibi metabolik
bozukluklar ve dislipidemi de inflamatuar yolaklar1 uyarip oksidatif strese yol acarak
diyabete sekonder gelisen komplikasyonlarin aciga ¢ikmasina neden olmaktadir.
Kronik inflamasyon ve oksidatif stres hiicresel hasara yol agabilir, diyabetin
mikrovaskiiler veya makrovaskiiler komplikasyonlarinin gelismesini potansiyelize
edebilir. Ayrica uzun siireli hiperglisemi; ndérodejenerasyona yol agan ileri glikasyon
son {rlinlerinin (advanced glycation end products-AGEs) olusumuna yol
acabilmektedir. Ileri glikasyon son iiriinleri inflamatuar yolag:1 uyararak oksidatif
stresin daha fazla artmasina neden olup ndron hasarina yol acgar. Oksidatif stres
antioksidanlarin ekspresyon ve fonksiyonlarinin da azalmasina yol agarak hiicrelerin
oksidatif saldirilara acik hale gelmesine neden olur. Ayrica mikrogliyozis ve astrosit
aktivasyonu ile iligkili olarak diyabet bagimli santral sinir sistemi inflamasyonu
meydana gelmektedir. Mikroglial hiicrelerin aktivasyonu sonucu morfolojik
degisiklikler ile hiicreler aktif hale gelerek ndronal yasam ve ndrojenezis iizerine yikici
etkileri olan; proinflamatuar sitokinler, nitrik oksit, reaktif oksijen tiirleri, hidrojen
peroksit gibi norotoksik molekiillerin salimina neden olur. Astrogliosis oncelikle
sinaptik glutamat homeostazinin diizensizligine, sonu¢ olarak eksitotoksik noronal

hasara katkida bulunur(4-6).
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Diyabet hastaliginda hiperglisemi baslangicta doku hasarina neden olmaktadir.
Hiperglisemi tiim hiicre ve dokular1 etkilemesine ragmen, diyabet retinadaki kapiler
endotelyal hiicreler, renal glomerulustaki mezenjiyal hiicreler ve néronlar gibi belirli
hiicrelere zarar verir. Hiicreler hiperglisemiye maruz kaldiginda, ¢ogu membran
glukoz transportu ile sinirli kalarak igerde sabit bir glukoz konsantrasyonu elde
etmektedir. Ancak mezenjiyal hiicreler, endotelyal hiicreler bunu efektif bir sekilde
gerceklestiremedigi icin hiperglisemiden zarar gormektedirler. Bununla birlikte
katalaz, stiperoksit dismiitaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi
antioksidan enzimlerin diizeyi diyabette azalarak, dokularda oksidatif hasara neden

olmaktadir(40).

3.3.1.Diyabetin simflandirilmasi

Diyabet; nedenleri, diagnostik belirtileri ve tedavi stratejilerine gore
siiflandirilmaktadir. Buna gore; tip 1 diyabet, tip 2 diyabet ve gestasyonel diyabet
olarak gruplandirilir. Tip 1 diyabet, beta hiicre harabiyetinden dolay1 pankreatik
adaciklarin hasari ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir. Bunun yanm sira tip 1
diyabetin patojenezisinde ¢evresel ve genetik faktorlerin de rol oynadigi bilinmektedir.
Tip 2 diyabet ise, beta hiicre harabiyeti ve insiilin direncinin birlikte goriildiigii, koti
beslenme, hareketsizlik, obezitenin yani sira genetik bozukluk ile iliskilendirilen ¢ok
daha sik goriilen diyabet tiirtidiir. Gestasyonel diyabet, viicut kitle indeksinin 25 kg/m?*’
nin iizerinde olmasi, sigara igme, hareketsiz yagam gibi risk faktorlerinin etkisi ile
gebelik siiresince gelisen diyabet tiirtidiir. Erigskinlerde latent otoimmiin diyabet ise,

yetigkinlikte ortaya ¢ikan, diger diyabet tiirlerine ikincil gelisen diyabet tipidir(41).
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3.3.1.1.Tip 2 diyabet

[, e Diolaalarda lipit
stres cevah
Nitokondiyal 0
Agn disfonksiyon inflemassron
seslenme Hareketsiz
' oy
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fonksivonlarindaka degisiklikler
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degisillikler m.km orgammalnr
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Sekil 1. Tip 2 diyabetin patojenezisi(42)

Diyabet; goriilme siklig1 giderek artan, 2040 yili itibariyla diinya {lizerinde 642
milyon kisiyi etkileyecegi tahmin edilen bir hastaliktir. Tiim diyabetlilerin %90-95’ini
olusturan, yetiskin diyabeti veya insiilin bagimli olmayan diyabet olarak nitelendirilen
tip 2 diyabet; 6zellikle lipit metabolizmasi degisiklikleri, hiperglisemi, insiilin direnci
ve pankreatik [ hiicre hasari ile karakterize, kompleks metabolik bir durumdur(43).
Diyabetli hastalarda metabolizmada meydana gelen bu degisikliklere sekonder olarak;
retinopati, noropatik agri, kardiyak, psikiyatrik ve kognitif (6grenme-bellek)
bozukluklar gelisebilmektedir(37). Yapilan ¢alismalarda; diinya niifusunun %10’unda
mental bozukluk, %8,3’tinde ise diyabet go6zlenmistir. Diyabet ve mental
bozukluklarin (depresyon, anksiyete, kognitif bozukluklar) ayni anda goriilmesinin,

ayri1 ayr1 goriilme olasiligindan iki kat fazla oldugu gosterilmistir(44).

Tip 2 diyabet ile depresyon arasinda ¢ift yonlii bir iligki ve biyolojik bir

korelasyon oldugunu gosteren ¢ok fazla calisma bulunurken tip 1 diyabetin
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depresyonla iligkisinin biyolojik temelleri lizerine ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Tip
1 diyabet ve tip 2 diyabetin ortaya ¢ikis zamanlari ve tedavi gereksinimleri oldukca
farklhidir. Tip 1 diyabet genellikle cocukluk ve ilk genclik c¢aglarinda psikolojik ve
fizyolojik degisiklikler ile ortaya ¢ikarken, tip 2 diyabet orta yaslarda goriiliir. Tip 2
diyabetin tedavisinde diyet, yasam tarzi degisiklikleri oral ilag tedavisi ve insiilin
enjeksiyonu ile saglanirken tip 1 diyabetin tedavisinde yasam boyu insiilin

enjeksiyonu ya da infiizyonu gereklidir(45).

3.3.2.Diyabet tedavisinde kullanilan mevcut ilaglar

Oral antidiyabetikler

Diger antidiyabetikler

1.insiilin salgilaticilar
-Siilfoniliire tiirevleri -Glukozidaz
-Meglitinidler inhibitorleri
-Guar sakizi

-Aldoz rediiktaz

2. Insiiline duyarlastiricilar

-Biguanidler
-Tiazolidindionlar inhibitorleri

3. Inkretin-mimetikler

3.3.2.1.Biguanidler

Biguanid tiirevi ilaglarin; periferik dokuda insiilin etkinligini arttirarak, ince
bagirsaktan glukoz emilimini azaltarak ve glukoneogenezi azaltarak etki ettikleri
bilinmektedir. Beta hiicrelerini etkilemeden insiilin diizeyini azaltmaktadirlar(36).

Metformin klinik olarak kullanilan tek biguanid tiirevi antidiyabetiktir(41).

3.3.2.1.1.Metformin

Metformin, insiilin duyarlastiricilar olarak bilinen biguanidler sinifi ilaglardandir.
Biguanidler hepatik glukoneogenezisin azalmasi ve beta oksidasyonun artisi ile
sonuglanan AMPK (adenosine monophosphate-activated protein kinase) yolaginin

aktivasyonu ile insiilin duyarliligini arttirir(46).
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Oral aliminda ¢abuk emilip hizla elimine edilen etki siiresi kisa bir ilagtir. Diger
antidiyabetiklerin aksine viicut agirligini arttirmadigindan yeni tanit konan sisman
hastalarda ilk olarak tercih edilmektedir. Bununla birlikte metformin kullanimi laktik
asidoz tablosuna yol agabilecek kalp yetmezligi, karaciger hastaligi, dehidratasyon

gibi durumlarda, laktasyon ve gebelikte kontrendikedir(36).

Steiner ve ark. yaptiklar1 ¢alismaya gore de metformin, adiponektin diizeyini
arttirarak insiilin duyarliigini arttirir(47). Adiponektin de insiilin duyarlilastirict ve
antidepresan Ozellige sahip, adipositlerden olduk¢a fazla salgilanan sirkiiler
hormondur. Bunun yani sira adiponektinin hipokampal hiicreler iizerine ndroprotektif
etkiler gosterdigi ve obezite ile iliskili depresyonun tedavisinde alternatif bir yolak

olabilecegi ileri siiriilmiistiir(48).

Metforminin ndrodejeneratif hastaliklar i¢in kullanimu ile ilgili literatiirde bazi
celiskiler bulunmaktadir. in vitro calismalar, metforminin ndronal hiicre dizilerinde ve
tau transgenik farelerde, tau fosfrilasyonunu azalttigim gostermistir. In vivo
calismalarda ise leptin direngli obez farelerde, metforminin kognitif bozukluk ve
Alzheimer benzeri patolojide iyilestirme olusturdugu gosterilmistir. Ancak bunlarin
tersine, yapilan hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda metforminin amiloid beta protein
cogalmasini arttirdig belirtilmistir(49).

Insanlarda yapilan gozlemsel ¢alismalara gére, metformin kullananlarda
kullanmayanlara veya baska bir glukoz diizenleyici kullananlara gore hafif kognitif
bozukluk ve demansta iyilesme goriilmiistiir. Uzun siireli metformin kullanan
hastalarda kognitif bozukluk goriilme riskinin azaldigi, depresif kisilerde glikoz
metabolizmas1 degisiklikleri ile depresyon ve kognitif performans: iyilestirdigi
goriilmiistiir. Hafif kognitif bozuklugu olan diyabeti olmayan kisilerde on iki aylik
siiregte gerceklestirilen pilot klinik c¢aligmada metformin kullanan hastalarin
kullanmayanlara gore biligsel fonksiyonlarinda iyilesme goriilmiistiir. Metformin
kullanan diyabetli hastalarda diger diyabet tedavilerinin uygulandig1 hastalara gore
kognitif fonksiyonlarda ¢ok daha fazla iyilesme goriilmiistiir. Diger taraftan Alzheimer
olan hastalarin kullandigt metforminin Alzheimer’in ilerlemesini ve kognitif
bozuklugu arttirdigr gosterilmis, ancak bu durum metforminin olusturdugu B12
vitamin eksikligine baglanmigtir. Vitamin eksikligi yerine koyma tedavisi ile

giderildiginde kognitif fonksiyonlarda iyilesme goriilmiistiir(49).
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3.4.Deneysel Diyabet Olusturma Metodlari

Diyabet hastaliginin kompleks olusundan dolay1 deney hayvanlarinda tam olarak
insandakine benzer bir patojenez olusturmak olduk¢a zordur(50). Deney hayvani
modellerinin ¢ogunda pankreatik [ hiicreyi etkileyen toksik kimyasallardan
faydalanilmistir. Bu amagla ilk olarak 1943 yilinda alloxan kullanilmis, bu madde
serbest radikal olusturup pankreatik beta hiicrelerinin parcalanmasina neden
olmug(51), ancak etkin doz araliginin darligindan dolayr bdbrek toksisitesi

olusturmustur, bu nedenle kullanim1 uygun bulunmamuistir(52).

Deney hayvanlarinda diyabet olusturmak i¢in kullanilan yontemlerden bazilari

asagida ozetlenmistir (53).
1. Diisiik doz, ¢ok kez streptozotosin uygulamasi ile Tip I diyabet olusturulmasi;

Bu model insanlardaki tip I diyabet patolojisi ile benzer sekilde; kronik
pankreatik hiicre hasari, insilitis, insililin yoklugu olusturmas: ve diyabet
olusturmak i¢in kullanilan diger hayvan modellerine gore daha ucuz ve etkili

olmasi sebebiyle en ¢ok kullanilan yontemdir.
2. Yiksek doz, bir kez streptozotosin uygulanmast ile Tip I diyabet olusturulmas;

Bir kez, yiiksek doz (200mg/kg) streptozotosin (STZ) uygulanmasi sonucu,
48 saat i¢inde olusan pankreatik B hiicre toksisitesi ile hizlica diyabet gelismesine
ve kan glukoz diizeyinin 500 mg/dI’nin {izerine ¢ikmasina neden olur. Diisiik doz
STZ’nin ¢ok kez uygulanmasi daha az toksik etki goOstermesine ragmen
arastirmalarda hala yiiksek doz, bir defa STZ uygulamas: ile tip I diyabet

olusturulmasi tercih edilebilmektedir.
3. Streptozotosin + nikotinamid kombinasyonu ile Tip II diyabet olusturulmast,

Bu modelde kullanilan nikotinamid pankreatik hiicreleri STZ toksisitesinden
kismen korur. Bu sekilde olusturulan tip II diyabet modelinde insiilin yoklugu
olusturulur, ancak insiilin direnci olusmaz. Pankreatik B hiicrelerinin yaklasik
%60’ kaybi ile karakterize hafif bir hiperglisemi olusturulur. Fakat tip II
diyabetli hastalarin ¢ogunda insiilin sekresyonunun bozulmasinin yani sira insiilin

direncinin olmasi nedeniyle bagka bir yonteme ihtiya¢ duyulmustur.

17



4. Streptozotosin + yiiksek kalorili diyet uygulamasi ile tip 1l diyabet
olusturulmasi;
Bu yontemde yiiksek kalorili diyet uygulamasi ile insiilin direnci olusturulup,
STZ ile de pankreatik B hiicre kapasitesi azaltilmistir. Bunun sonucunda
insanlardaki tip II diyabet ile benzer bigimde hiperglisemi ile birlikte

hiperinstilinemi ve insiilin direnci olusturulmustur.

Hem tip 1 hem de tip 2 diyabetin olusturulmasinda yaygin olarak tercih edilen
STZ ilk olarak 1963 yilinda kullanilmistir(51). Yiiksek doz STZ uygulanmasi tip 1
diyabet ile benzer olarak siddetli bicimde insiilin sekresyonunu bozmaktadir. Bunun
yani sira, kontrolsiiz tip 1 diyabette goriildiigii gibi keton cisimcigi olusumuna ve
idrardan atilimina neden olmaktadir(54). Onceki calismalar yiiksek kalorili diyet ile
fazlaca beslenen deneklerde insiilin direnci olustugunu gostermistir(55). Bu nedenle
periferal insiilin direnci igin yiiksek kalorili diyetin artindan STZ ile pankreas beta
hiicre hasar1 olusturmak, insandaki tip 2 diyabetle hem fenotip hem de patojenezis

olarak oldukg¢a benzer bir model olusturmaktadir(56).

3.4.1.Streptozotosin aktivitesinin mekanizmasi

STZ esasen nitroziire analogu Streptomyces achromogenes’ den tiiremis bir
antibiyotiktir(52). STZ’ nin nitroziire kismi1 B hiicre hasarina neden olurken(57),
deoksiglukoz kismi dogal molekiillerin hiicre membranindan gegerek transportunu
saglamaktadir(52). STZ’ nin pankreas beta hiicre i¢ine taginmasi glukoz transporter-2
(GLUT-2) ile gergeklestirilmektedir. Bu transporteri kullanan karaciger, bobrek ve
bagirsaklar gibi diger organlar da STZ’ den etkilenmektedirler(52). STZ alkilasyon,
DNA zincirinin kirilmasi ve sonug olarak poli ADP-riboz sentetaz etkinliginin artmasi
ile hiicrelere zarar vermektedir(58). Yiiksek tek doz streptozotosin, hizli ve yogun [
hiicre nekrozuna neden olarak tip-1 diyabete yol agmaktadir(59). Diger taraftan ¢ok
kez diisiik doz STZ uygulamas: kismi [ hiicre hasarina yol acar, tip 1 diyabet
patojenezi ile yakindan ilgili olan inflamatuar siireci uyararak daha fazla 8 hiicre
hasarma neden olur(60). STZ uygulamasi ile iligkili metabolik degisiklikler genellikle
maruziyetten 2-8 hafta sonra ortaya cikmaktadir. Meydana gelen metabolik
degisiklikler 3 fazli yanit olarak nitelendirilmektedir: a) 2-4 saat sonra serum insiilin

diizeyinde es zamanli yiikselme olmaksizin karaciger glikojeninde hareketlilikten
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kaynakli erken hiperglisemi. b) 6-10 saat sonra serum insiilin diizeyindeki artigtan
dolay1 hipoglisemi. c) enjeksiyondan 24 saat sonra goriilen pankreatik insiilin
iceriginde azalma, poliiiri, glikoziiri ve hiperglisemi ile karakterize kalici

hiperglisemi(52)
3.4.2.Streptozotosin duyarhhgini etkileyen faktorler

Bir¢ok hayvan tiiriiniin pankreatik f hiicresi STZ sitotoksisitesine duyarlidir(61).
Yapilan calismalar STZ uygulamasinin giiniin hangi saatinde yapildiginin diyabet
insidansini etkiledigini géstermektedir. Diyabet insidansini sirkadiyen ritmin nasil ve
ne sekilde etkiledigi heniiz tam olarak bilinmese de diyabetin STZ uygulamasinin
16:00’da yapildiginda en ¢ok, 08:00’de yapildiginda en az olustugu goriilmiistiir(62).
Ayrica insiilin duyarliliginin hayvanin yasi ve kilosu ile de iligkili oldugu belirtilmis,
geng hayvanlarin streptozotosine daha az duyarli oldugu bildirilmistir(63). STZ’ nin
duyarliliginin uygulama yolu ile de degisiklik gosterebilecegi diistiniilmektedir. STZ
intrakardiyak, subkutandz, intramuskiiler uygulanabilmektedir ancak en ¢ok
intraperitoneal (i.p.) veya intravendz uygulama tercih edilmektedir(51). 1.p. uygulama
kolay ve hizlidir fakat i.v. uygulama ile stabil ve tekrarlanabilir diyabet modeli
olusturulmaktadir(64). Ip. uygulamanin yanlishikla subdermal veya bagirsaklara
yapilmasi da mortaliteyi arttirip diyabetojenik etkiyi azaltabilmektedir(61). Uygulanan
STZ dozu deneklerin cinsiyetine ve tiirline gore degismekle birlikte genel olarak
>65mg/kg dozu yliksek doz, 40-55mg/kg orta doz, <35mg/kg diisik doz seklinde
nitelendirilmektedir(52).

3.4.3.Tip 2 diyabet olusturmak i¢in kullamlan yiiksek kalorili diyet

Deney hayvani beslenmesinde diyet en 6nemli faktdrlerden biridir. Ozel
beslenme ile elde edilen deney hayvani modellerinde normal pellet diyetler genellikle
%26 protein, %63 karbonhidrat, %11 yag igermektedir(65). Deneysel ¢alismalarda
siklikla kullanilan saflastirilmis diyet rafine edilmis izole protein, rafine seker ve yag,
saf vitamin ve mineral kaynakli maddelerden olusmaktadir. Olduk¢a fazla sayida
yiiksek yagl diyet formiilasyonu bulunmakla birlikte, her birinin yag seviyesi ve
kaynag1 birbirinden farklilik gostermektedir. Genellikle %40-60 kalorisi yagdan
kaynaklanan diyetler metabolik bozukluklara, hipertansiyona, obezite ve pro-

inflamatuar sitokin {iretimine neden olmaktadir(66). Diyetlerin yag diizeyi goz oniine
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alindiginda kalorinin %10’unun yagdan alindig1 diyetler ‘diisiik yag icerikli diyet
(LFD)’, %30-50’sinin yagdan alindig1 diyetler ‘yiiksek yag icerikli diyet (HFD)’, %50
‘den fazlasinin yagdan alindig1 diyetler ‘cok yiiksek yag icerikli diyet (VHFD)’ olarak
tanimlanmaktadir. Diyabet ve obezite olusturmak i¢cin HFD veya VHFD
kullanilabilmektedir.

Diyetlerde kullanilan yag ¢esidinin glukoz homeostazisi ve insiilin duyarliligina etki

gosterdigi bilinmektedir(67).

Diyabet/obezite lizerine yapilan arastirmalarda genellikle icerigi saflastirilmis
diyet uygulanirken, baz1 ¢alismalarda bilesenler normal yemlere emdirilmektedir(68).
Bu durum dengesiz diyet igerigine; protein, vitamin ve mineral miktarini seyrelterek

beslenme diizensizliklerine ve yetersizliklerine yol agmaktadir(69).

3.4.4.Yiiksek kalorili diyetin insiilin aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 2. Insiilin sinyal yolag ve yiiksek kalorili diyet(43)

Insiilin kendi reseptdriine baglanarak insiilin reseptdr substratim1 (IRS)
fosforilleyen insiilin reseptor tirozin kinaz kismini aktive eder(70). Fosforillenen IRS
proteini daha sonra adaptor proteini gibi davranir ve fosfotidilinositol-3 kinaz (PI13K)
gibi ¢ok sayida sinyal merkezine baglanma noktasi saglar(71). Fosfotidilinositol-3
kinaz fosfotidilinositol (4,5)-bifosfati fosforilleyerek Akt olarakta bilinen protein
kinaz B (PKB)’yi aktive eden fosfotidilinositol (3,4,5)-trifosfati1 olusturur(71). Aktive
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olan Akt/ PKB; glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3)’ i inhibe etmek yoluyla glikojen
sentezini(72), mTOR (mammalian target of rapamycin) aktivasyonu yoluyla protein
sentezini(73), ¢ok sayida pro-apoptotik ajanin inhibisyonu yoluyla hiicre yasamini

uyarir(74).

Yiiksek kalorili diyet insiilin reseptor afinitesini degistirmeksizin toplam instilin
reseptOr sayisinda bir azalmaya neden olur(75). Bunun yani sira yag oran1 yiiksek diyet
insiilin reseptér otofosforilasyonunu IRS-1 fosforilasyonuyla(76) birlikte PI3K
aktivasyonunu(77), Akt fosforilasyonunu ve aktivitesini azaltmaktadir(78). Bu
durumu mitokondriyal oksidatif kapasitesinin azalmasindan dolay1 intramiyoseliiler
lipitlerin birikiminin artmasi takip etmektedir(79). Yiiksek kalorili diyet inflamatuar
genlerin up-regiilasyonuna, proteinlerin ayrismasina, liposentetik gen ekspresyonunda
azalmaya neden olmaktadir(80). inflamatuar sitokinlerin stimulasyonu mitokondrial
fonksiyonun bozulmasiyla iliskilidir(81). Yiiksek kalorili diyet kas hiicre
membraninda GLUT-4" {in fonksiyonunu veya insiilin baglanmasim etkileyen
fosfolipit bilesimini de degistirmektedir(82). Yiiksek kalorili diyet karacigerde hepatik
insiilin direnci ile ilgili bir durum olan hepatik steatozise neden olmaktadir(83).
Yiiksek kalorili diyetin karaciger tizerindeki etkisi, kas ve yag dokuda gozlenen klasik
bozukluklarla tam olarak benzerlik gostermemektedir(69). Hepatotoksisitenin olasi
isareti olarak niikleer faktor-kB aktivitesinin ve yiiksek kalorili diyetin neden oldugu
inflamasyonun artis1 gosterilmistir(84). Tiim bunlar gbz oniine alindiginda yiiksek
kalorili diyetin bozdugu Akt/ PKB yolagi ve hedef dokularda insiilin aktivitesinin
degisikligi, insiilin direnci ve tip 2 diyabet olusumuna neden olmaktadir(76-78).
Bununla birlikte yiiksek kalorili diyet ile beslenen deneklerde insiilin reseptor ve IRS’
de insiilinin uyardig: tirozin fosforilasyonu azalmistir(85). Yiiksek kalorili diyet
yoluyla insiilin sinyal yolaginda c-Jun-N-terminal kinaz (JNK)’nin aktivasyonu IRS’
yi inhibe ederken, bu yolagin daha fazla bozulmasina neden olan inflamatuar cevabi
aktive etmektedir(86). Yiiksek kalorili diyet ile beslenen deneklerde insiilin direncinde

major rol oynayan GLUT-4 diizeyinin hiicre yilizeyinde diistiigii gosterilmistir(85).
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3.4.5.Yiiksek kalorili diyet ve streptozotosinin tip 2 diyabette kullaniminin
tarihcesi

Deney hayvanlarinda tip 2 diyabet olusturmak i¢in en uygun yontem, yiiksek
kalorili diyet ile insiilin direnci olusturup STZ ile de pankreatik beta hiicre
disfonksiyonu olusturmak seklinde ortaya konmustur(87). Yiiksek kalorili diyet ile
beslenme hiperinsiilinemi, insiilin direnci ve obezite olusturmus ancak tam olarak
hiperglisemi veya diyabete neden olmamistir(66). Bu nedenle tip 2 diyabet
olusturulmasi i¢gin diisiik doz STZ uygulamasi bir gereklilik olmustur. Ilk kez Reed ve
ark. tarafindan rapor edilen bu metoda gore; tip 2 diyabetli hastalarin karakteristik
6zelligi olan insiilin direnci gosterilmistir. Buna gore yiiksek kalorili diyet ile beslenen
deney hayvanlarinda yiiksek insiilin diizeyi gozlenmis, ancak glukoz konsantrasyonu
normal diizeyde bulunmustur. Arastirmacilar yiiksek kalorili diyetin ardindan STZ
uygulamasinin pankreas beta hiicrelerinin fonksiyonel kapasitelerinin insiilin

sekresyonunu tamamen sona erdirmeden yavasga azaltacagini rapor etmistir(88).

3.4.6.Yiiksek kalorili diyet ve streptozotosin ile diyabet olusturmanin avantajlar:

Rodentlerin tutulmasiin kolay olusu, iireme siirecinin kisaligi, kolay elde
edilebilmesi, kiiclik boyutta oluslari, sakin davranislari, ucuz maliyetli olusu gibi
nedenlerle yiiksek kalorili diyet ve STZ ile tip 2 diyabet olusturmak igin kullanimu ilk
tercih sebebi olmaktadir. Her ne kadar diyabetin genetik modeli (zucker diyabetik rat
ve db/db fare) diyabet patojenezi ile daha fazla benzerlik gosterse de bu yontemin
pahali, ulasilmasi gii¢, diizenli tarama verileri elde edilebilmesinin zor olusu gibi
nedenler ile kullanim1 pek yaygin degildir(89). Yiiksek kalorili diyet ve STZ ile
Olusturulan tip 2 diyabet modeli metabolik karakter ve dogal gelisim seyri olarak
insandaki tip 2 diyabet ile benzerlik gostermektedir. Bu model ile stabil ve uzun siireli
hiperglisemi olusturulabilmektedir. Zhang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada ratlara 4 hafta
yiiksek kalorili diyetin ardindan iki kez 30mg/kg STZ uygulandiktan sonra 4-8 hafta
stabil hiperglisemi elde edilmistir(90). Baska bir ¢calismada da STZ uygulamasindan 9
hafta sonra da kan glukoz diizeyinin sabit kaldig1 gosterilmistir(91). Bunun yani sira
bu metod tip 2 diyabetin polidipsi, polifaji, poliiiri, insiilin duyarlilig1 ve insiilinotropik

ajan cevabi gibi belirtilerini de gostermektedir(92).
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3.4.7.Yiiksek Kkalorili diyet ve streptozotosin ile diyabet olusturmanin
dezavantajlar

Deneysel protokoliin maliyetini yiikselten uzun deneysel siireg, STZ ve yiiksek
kalorili diyet ile tip 2 diyabet olusturulmasinin en énemli dezavantajidir(93). Bunun
yani sira yiiksek kalorili diyetteki yag bilesimi farkliliklarinin elde edilen sonuglarda
degiskenlige neden olabilecegi belirtilmektedir(69). Ayrica diyet igeriginin ¢ok diisiik
oranda yag icermesi gerekli olan obezitedeki gen mutasyonu, nutrasotik ve
antidiyabetik ilaglarin etkisinin arastirildig1 calismalarda ¢ok yiiksek kalorili diyet

etkisinin korunmasi ve geri dondiiriilmesinin oldukga zor oldugu bildirilmistir(43).

3.4.8.Yiiksek kalorili diyet ve streptozotosin ile olusturulan diyabetin viicut

agirhgi ve besin alimina etkisi

Rodentlerin ¢ogu yiiksek kalorili beslenme sonucunda obez olma egiliminde
olmasina ragmen viicut agirlig1 ve besin alimi1 konusunda birbiriyle ¢elisen oldukca
fazla literatlir bulunmaktadir. Ancak literatiirde yiiksek kalorili beslenmeyi takiben
viicut agirliginin anlamli bigimde arttigi, STZ uygulamasindan sonra ise bu artisin
azaldigi konusunda goriis birligine varilmistir(93, 94). Bazi denekler insiilinin
anoreksijenik etkisine merkezi diren¢ gosterdigi i¢in ve anoreksijenik peptitlerin
hipotalamik ekspresyonlar1 azaldig: i¢in daha oburdurlar ve yiiksek kalorili diyet ile
beslendiklerinde obez olmaya daha duyarli bulunmuslardir(95). Yiiksek kalorili
diyetin aym tiirden deneklere uygulanmasinda bile fenotipik yamitta farkliliklar
goriilmektedir(96). Yiiksek kalorili diyet gen¢ deney hayvanlarina ve birkag takip eden
hafta uygulandiginda deneklerde daha fazla agirlik artisi gozlenmistir(97). Agirlik
artisindaki farkliliklar yalnizca kullanilan deney hayvaninin tiirtine degil ayn1 zamanda
uygulanan diyet kompozisyonuna da bagli bulunmustur(69). Viicut agirhgi artisi
yiiksek kalorili diyet ile beslenildigi siirece kademeli olarak artig gdstermekte, bu artis
diyet baglangicindan 2 hafta sonra gozlenmeye baslamaktadir. Srinivasan ve ark.
yiiksek kalorili diyetin deneklerde agirlik artistna neden oldugunu STZ
enjeksiyonunun agirlik artisinda gegici bir diisise sebep oldugunu, en sonunda
diyabetik deneklerin agirliginin kontrol grubuna goére dramatik bir bicimde arttigini
gostermistir(93). Wang ve ark. yaptiklari c¢alismada ise yiliksek kalorili diyet
uygulamasindan sonra agirhik artisinda bir degisiklik gozlenmezken, STZ

uygulamasini takiben agirlik artisinda anlaml bir diisiis goriilmiistiir. Bu ¢alismada
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diyabetik ratlarda leptin ve adiponektinin mRNA ekspresyon diizeyi artmistir. Bu
durum adipojenezis ve lipolizisin es zamanli gerceklestigini belirterek ve viicut
agirhiginda gozlenen azalmayi a¢iklamaktadir(98). Tiim bu bilgiler 1s181inda deneklerin
diyetlerinin %60’1n1 yag olusturuyorsa hizlica kilo almakta, daha fazla yag oranina
sahip diyetlerle cok daha fazla kilo almaktadirlar. Yiiksek kalorili diyet ile uzun siire

beslenen deneklerde viicut agirligt %10-20 artis gostermektedir(69).

3.5. Diyabet- Depresyon Iliskisi

Depresyon psikolojik bir bozukluk olmasinin yani sira, yemek ve uyku bozukluklari
ve fiziksel agr ile karakterize fizyolojik bir bozukluktur(99). Depresyon global bir
hastalik olarak nitelendirilmis ve Amerika Birlesik Devletlerindeki popiilasyonun
yaklasik %17 sini etkiledigi ortaya konmustur(100). Giiniimiizde mevcut farmakolojik
tedaviler; yiliksek niiks oranlari, hastaligin rekiirrensi ve tedaviye direng ile
iliskilendirilmistir(101). Ne yazik ki ampirik olarak baslanan tedaviler ile hastalarin
depresif semptomlari, fonksiyonel bozukluk ve eksiklikleri devam etmektedir. Sonug
olarak depresyon tedavisi i¢in miimkiin olduk¢a hizli bicimde yeni ilaglar

gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Diyabet ile birlikte seyreden depresyon hastalarinda; diyabet tedavisine uyuncun, diyet
tavsiyelerine uyuncun, glisemik kontroliin azaldigi, diyabete sekonder gelisen
komplikasyonlarin ve mortalite riskinin depresyonu olmayan diyabetlilere gore biiyiik

oranda arttig1 gosterilmistir(102).

Diyabet ve depresyon arasinda ¢ift yonlii bir iligki oldugu savunulmaktadir(103).
Diyabetli hastalarda depresyon gelisme olasiligina paralel olarak depresyonlu
hastalarda da diyabet goriilme riski artis gostermektedir(104). Yapilan preklinik
caligmalarda diyabetik deney hayvanlarinda da diyabet olmayanlara gore depresyon

benzeri davranis artmistir(105).

Diyabet ve depresyonun patofizyolojisinde rolii oldugu diisiiniillen mekanizmalar;
serotonin diizeyinin azalmasi(106), inflamasyon ve stres ile iliskili diyabet(107),
mitokondriyal kayip(108), hipokampal sitokrom c¢ oksidaz inhibisyonu(109),
heksokinaz 1’in mitokondrial ayrilmasi(110), beyinde insiilin direnci(111), beyinde
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insiilin duyarliligi azalmasi ve glukoz metabolizmas1 degisiklikleri(112) seklinde

belirtilmistir.

Inflamasyonun depresyonun patofizyolojisinde(113) ve diyabet gelisiminde(114)
onemli bir rolii oldugu belirtilmistir. Depresyon ve diyabet durumunda immun sistem
araciligiyla proinflamatuar sitokin saliniminin stimiile oldugu gosterilmistir(115).
Proinflamatuar sitokinlerin beyinden asir1 salimi, depresyona neden olan norotoksik
madde artis1 ve depresyon patolojisiyle oldukea iligkili bir monoamin olan serotonin

diizeyinin azalmasi gibi mekanizmalarla iligkilidir.

Deneklerde depresyon diizeyi dl¢limii i¢in klasik olarak porsolt zorunlu yiizme testi
kullanilmakta ve yalnizca deneklerin deney siiresince gegcirdikleri toplam immobil
zaman Ol¢iilmektedir(116). Detke modifiye zorunlu yilizme testinde ise deneklerin
deney siiresince yiizme, tirmanma gibi aktif davranislarinin siiresi ile hareketsiz
gecirdigi pasif davranisin siiresi ayr1 ayri olglilmektedir(117). Aktif gegen siirenin
noradrenalin ve serotonin gibi ndrotransmitter sistem mediyatorleri ile ilgili
olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Buna gore yiizme davranisi artisinin serotonerjik
ndrotransmisyonun, tirmanma davranigi artisinin ise noradrenerjik ndrotransmisyonun
artisinin - gostergesi olarak kabul edilmistir. Yapilan c¢alismalarda da diyabet
olusturulan deneklere uygulanan modifiye zorunlu yiizme testinde yiizme ve tirmanma
davraniginin azaldigi, hipokampuslarindan alinan dokularda noradrenalin ve serotonin

diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir(118, 119).

Depresyon ve diyabet durumunda serotonin ve noradrenalin ndrotransmitter
sisteminde belirgin diizensizlikler saptanmaktadir. Daha da 6zele indirgenecek olursa,
diyabetik deneklerde serotonin diizeyi beynin c¢esitli bolgelerinde degisiklik
gostermistir(120). Ornegin diyabetli deneklerde serotonin diizeyinin talamus,
hipotalamus, serebellum ve beyin sapinda azalirken, Kortex ve orta beyinde arttigi
gosterilmistir. Diyabetli deneklerin noradrenalin diizeylerine bakildiginda ise; kortex,
serebellum ve beyin sapinda anlamli bir diisiis oldugu goriilmiistiir(121). Bu durumun
reseptor yogunlugu ve cevabindaki degisiklikle ilgili olabilecegi one siiriilmiistiir.
Ornegin serotonerjik reseptdrler géz oOniine alndiginda, yapilan galigmalar bu
degisikligin ozellikle 5-HT1A ve 5-HT2A reseptor alt tipinde oldugunu
gostermistir(122, 123). 5-HT diizeyindeki diizensizliklerden dolay1 serotonerjik
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sistemde adaptif degisiklikler gozlenmis ve depresyon norobiyolojisindeki onemli
roliin  belirleyicisi olmustur(124). Diyabet ile birlikte goriilen depresyonun
patofizyolojisinde serotonerjik sistemin  multifaktoryel bir hedef oldugu

vurgulanmistir(125).

Beyinde hipokampal bdlge hacmi azalmasi ile depresyon arasinda bir iliski oldugu
bildirilmektedir(126). Norodejeneratif hastalarda goriilen depresyon davranisinin
hipokampal lezyonlar ile iliskili oldugu birgok calisma ile gosterilmistir(127, 128).
Hipokampustaki inflamatuar durum da depresyonun sebeplerinden biri olarak
diistiniilmektedir(129).

3.5.1.Tip 2 diyabet ve depresyon

Tip 2 diyabet ile depresyon iligkisinin gosterildigi bircok klinik ¢alisma
bulunmaktadir. Ancak aralarindaki iligski heniiz tam olarak ortaya konulamamuistir.
Knol ve ark. gére depresyon diyabetin bir sonucu olabilecegi gibi diyabet i¢in bir risk
faktorii de olabilir(130). Diyabeti olmayan depresyonlu bireylerde diyabet goriilme
riski artis gostermektedir. Mezuk ve ark. depresyonun tip 2 diyabet gelisiminde 6nemli
bir risk faktorii oldugunu, depresyonlu bireylerde tip 2 diyabet goriilme riskinin %60
arttigin1 bildirmektedir(131). Bunun sebebi olarak fazla depresif semptom gosteren
bireylerde saglikli yasama yonelik egilimin azalmasi ve bu nedenle diyabet riskinin
artis1 gosterilmistir. Ancak diyabet tedavisi goren depresyonu olmayan kisilerde de
depresyon gelisme riski yiiksek bulunmustur(132). Bu bulgular depresyon ve diyabet
arasindaki ¢ift yonlii iliskiyi ortaya koyan gii¢lii kanitlar olarak kabul edilmistir(133).

Literatiire gore diyabetli hastalarin depresyona yakalanma olasiligt normal
popiilasyonun iki katidir(134). Kadinlarda bu risk %28,2 iken erkeklerde %18’
dir(135). Diger ¢aligmalara gore tip 2 diyabetlilerde depresyon goriilme orant %24-
30 araligindadir(136). Depresyonlu hastalarin yaklastk % 30’ u depresyon
semptomlar1 gosterir ancak bunlarm yalnizca %10’ u major depresyon olarak

nitelendirilebilir(137).

Depresyon ve diyabet arasindaki yakin iliski bazi yaygin noroendokrin ve
norotransmitter degisiklikler ile agiklanabilmektedir. Buna 6rnek olarak, hipotalamo-
pitiiiter-adrenal aksin kronik disregiilasyonu, immiin sistem aktivasyonu veya kronik

inflamatuar siirecin yol actig1 azalmis insiilin duyarlilig1 verilebilir(138).
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Tip 2 diyabetli hastalarda depresyon gelisiminin risk faktorleri diyabete eslik eden,
diyabetle iliskili ozelikle vaskiiler komplikasyonlar1 igermektedir(139). Diyabetli
olmak(104), zorlu diyetler ve giinliik aktivitelerin azlig1(140), obezite(141) ve sigara
igmek(142) risk faktorleri arasinda sayilabilir.

Yapilan baz1 ¢aligmalarda ise tip 2 diyabet hastalarinda depresyon gelisimi diisiik
egitim diizeyi, bekar olmak(143) ve kadin olmak(144) gibi demografik nedenlere

baglanmistir.

Depresyon gelisiminin diyabetli siirenin uzunlugu ile iliskili oldugu bildirilmistir.
Diyabetli gegen siire uzadikga diyabetik komplikasyonlarin goriilme olasilig1 ve saglik

harcamalari artarak bireylerde psikolojik bozukluga egilimi arttirmaktadir(145).

Tip 2 diyabetlilerde depresyon goriilmesi diyabetik 6z bakimin azalmasi(146) ve

yasam kalitesinin diismesi(147) ile de iliskilendirilmistir.

Diinya saglik orgiitiince astim, artrit, anjina, diyabet gibi bazi kronik hastaliklarla
birlikte seyreden depresyonun yasam kalitesi lizerine etkisinin arastirildigi bir
calismada, diyabeti ve depresyonu olan hastalarin yasam kalitesinin en fazla diistigi

bildirilmistir(148).

3.5.2.Depresyon patofizyolojisi ve tip 2 diyabet iliskisi

Depresyon ve diyabet arasindaki yakin iliskinin nedeni heniliz tam olarak
aydmlatilamamistir. Yaygin goriis, depresif semptomlarin artist ile saglikli yagama
gosterilen 6zen ve dikkat azalarak tip 2 diyabete yatkin hale gelinmesi seklindedir. Bir
diger yaklasima gore ise; diyabet durumunda goriilen yliksek kortizol diizeyi, azalmis
insiilin duyarlilig1, immiin sistemin aktive olarak kronik inflamatuar prosesi uyarmasi
ile hipotalamo-pitiiiter-adrenal (HPA) aksin kronik disregiilasyonu sonucu depresyon
gelistigi savunulmaktadir(138). Baska bir yaklasima gore de, diyabetli hastalardaki
depresyonun, diyabet ile iligkili yiiksek stres bozuklugundan kaynaklandig
yoniindedir(149). Duyarli hastalarda diyabet ile iligkili yiiksek diizeyde stres
bozuklugu veya diyabete ikincil gelisen hastaliklar ile bas etme sorunu artmis depresif
semptomlar ile kendini gdsterir. Diger bir yaklasima gore, kan glukoz diizeyi gii¢lii bir
duygu durum belirtecidir. Hipoglisemi veya siddetli hiperglisemi diyabetli hastalarda

negatif duygu durumu olusturur(150).
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Sekil 3.Diyabet-depresyon iligkisini agiklayan olas1 patofizyolojik mekanizmalar(2)

3.5.2.1.Dogal bagisiklik ve inflamasyonun tip 2 diyabet, depresyon ve kognitif

bozukluklar ile iliskisi

Tip 2 diyabet patojenezisinde aktif dogal bagisiklik ve inflamasyon onemli bir yer
tutmaktadir. Ozellikle pro-inflamatuar sitokin konsantrasyonunun artis1 diyabet
olmayan hastalarda tip 2 diyabet zeminini hazirlayan pankreas  hiicre apoptozisi ve
insiilin direncine neden olmaktadir(151). T2DM’lu hastalarda goriilen inflamasyonda
dogal bagisikligin 6nemi yapilan prospektif ¢alismalar ile dogrulanmistir(152). Bunun
yan1 sira yapilan plasebo kontrollii caligmalarda interlokin-1 reseptor antagonisti ve
non-steroidal antiinflamatuar ilaglar gibi ajanlar, glisemik kontrolii arttirmistir(153).
Bununla birlikte artan sayida calisma gostermistir ki, diyabeti olmayan kisilerde de
sitokin aracili inflamatuar cevap ile depresyon arasinda bir iliski bulunmaktadir.
Serum sitokin konsantrasyonunun artis1t HPA yolagini uyarmakta, beyinde oksidatif
stres artmakta, triptofan-kyniirenin yolagi aktive olarak serotonin iiretimini
azaltmaktadir(154). Interferon alfa sitokini ile tedavi edilen hastalarda depresif
semptomlar ve kognitif bozukluklar rapor edilmistir(154). Major depresyon ile sitokin
diizeyi arasindaki iliskinin arastirildig1 bir meta analizde depresyonlu hastalarda TNF-

a ve IL-6° nin sirkiiler konsantrasyonunun depresyonu olmayan kisilere gore anlamli
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olarak arttig1 gosterilmistir(155). Bunun yani sira yardimci tedavi olarak PTGS2
(Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2) inhibitorii selekoksib uygulanmasinin ise
depresif semptomlari azalttig1 gosterilse de tip 2 diyabetlilerde trombozis olasiligini

arttirdigindan dolay1 kullaniminin uygun olmayacagi diistiniilmiistiir(156).

Dogal bagisiklik sisteminin genel popiilasyonun depresyon patolojisinde onemli
oldugu bildirilse de bu popiilasyonun ¢ok azi diyabet ile iliskilendirilmistir. Tip 2
diyabetli hastalarin depresyonunda dogal bagisikligin rolii heniiz yeterince
aciklanamamustir. Yapilan bir ¢aligmada tip 2 diyabet tedavisine yeni baslamig 1790
kisiden depresyonu olanlarin olmayanlara gore asir1 kilolu, geng, c-reaktif proteini ve
interlokin-1 reseptor antagonisti konsantrasyonu yiliksek ve beyaz hiicre miktar
oldukga artmistir(157). Yapilan bir baska ¢alismada, CRP ve IL-6 konsantrasyonunun
yiikselmesi tip 2 diyabet(158) ve depresyon riskinin(159) artisi i¢in ortak degiskenler
olarak kabul edilmektedir. Buna ek olarak depresyonun tip 2 diyabetli hastalarda
demans riskini arttirdigi(160), IL-6 konsantrasyonunun artmasi ile tip 2 diyabetli

hastalarda kognitif bozukluk olusmasi arasinda bir iliski oldugu belirtilmistir(161).

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda dogal bagisiklik, yasam boyu maruz kalinan
stresorler sonucunda tip 2 diyabet ve depresyon gelisimini agiklayan bir mekanizma

olarak diisiintilmektedir(162).

Inflamasyonun tip 2 diyabetlilerde gériilen depresyonun patojenezisinde énemli rolii
oldugu gb6z Oniine alindiginda, tedavi protokoliinde yeni bir hedef olarak
inflamasyonun azaltilmasinin amaglanmasi disiiniilmektedir. Ancak tip 2 diyabetli
hastalarin depresyonu i¢in bu sekilde bir planlama hentiz yapilmamistir. Tip 2 diyabeti
olan depresyonlu hastalarin tedavisinde yaklasim glisemik kontroliin saglanmasi,

depresif semptomlara yonelik ve anti-inflamatuar tedavi seklindedir(45).

3.5.2.1.1.Mikroglial aktivasyon

Son ¢alismalar diyabetin yami sira gelisen noron hasari ile spinal glial hiicrelerin
ozellikle mikroglianin giiglii bir sekilde aktive olup ¢ogaldigini gostermektedir(163).
Mikroglia santral sinir sisteminin diizenlenmesi, korunmasi ve onarimi i¢in oldukca
onemli rol oynamaktadir(164). Yapilan c¢alismalarda, diyabet olusumundan sonra
spinal kordda mikroglial aktivasyon tespit edilmistir. Diyabetin ilerlemesi ile birlikte

mikroglial aktivasyonun belirgin isaretleri supraspinal diizeyde yani onemli bir
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supraspinal diizenleme merkezi olan rostroventromedial medullada (RVM)
izlenmektedir(165). Bu bolgede glial dallarin geri ¢ekilmesi gibi mikroglial
aktivasyonun tipik morfolojik degisikliklerinin yani sira mikroglial hiicrelerin
belirtecinden biri ola iba-1 ekspresyonunun arttigi gozlenmistir(166). Mikroglia
aktivasyonu IL-1pB, IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin sentezi ve lokal
olarak salimi ile sonuglanmaktadir(167). Son yillarda yapilan ¢aligmalar, mikroglial
aktivasyon sonrasi artan proinflamatuar saliniminin depresif durumun gelisiminde

onemli bir rolii oldugunu kanitlamaktadir(11, 168).

3.5.2.1.2.Proinflamatuar sitokinler

Santral sinir sisteminde yiikselmis proinflamatuar sitokin diizeyi néro-inflamasyon ile
iliskilendirilmistir(169). TNFa, IL-1p, IL-6 gibi pro inflamatuar mediyatérlerin gen
ekspresyonu yiiksek kalorili diyet ve STZ ile diyabet olusturulan deneklerde
artmistir(43).

TNF-a, hiicrelerin hayatta kalma, apoptozis gibi bir¢ok aktivitesinden sorumlu olan
pleiotropik sitokindir. Diyabet gibi bazi hastalik durumlarinda TNF-o’ nin
makrofajlardan ekstraseliiler alana salimi artmaktadir. TNF-o obezitede insiilin direnci
gelisimine katki sunan adipositler tarafindan tiretilmekte, glukoz metabolizmasindaki
instilin ~ aktivitesini bozup lipolizisi arttirmak suretiyle glukoz ve lipit
metabolizmasinda da etki gostermektedir. TNF-a, diisiik konsantrasyonlarinda immiin
inflamatuar yanmit1 regiile ederken (otokrin ve parakrin etki), yiiksek
konsantrasyonlarinda insiilin direnci ile ilgili sirkiilasyona katilarak endokrin faktor
gibi davranir. TNF-a’ nin adipositlerden yag asidi salimin1 arttirmasi, serbest yag asidi
miktarinin artig1 ile sonuglanarak insiilin sinyalini bozabilir, insiilin sinyal
transdiiksiyonunu ve insiilin salimini azaltabilir(170). Molekiiler diizeyde ise, TNF-a
insiilin  reseptér substrat-1 (IRS)’ in fosforilasyonunu arttirir ve GLUT-4

ekspresyonunu down-regiile ederek insiilin direncine zemin hazirlar(171).

Interlokinler birgok hastaligin patojenezisini ve immun cevabini regiile eden kiigiik
protein sitokinleridir. IL-1p ve IL-6, ¢ok sayida hedef hiicrenin metabolizmasini ve
gelisimini etkileyerek yaygin inflamatuar yanit olustururlar. IL-6, yaklasik olarak
%30’luk kismi adipoz dokudan salinan bir sitokindir. Obez ve insiilin direnci olan

kisilerde IL-6 diizeyi belirgin bigimde yiiksek bulunmustur. Plazmada yiiksek IL-6
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diizeyi, hastanin tip 2 diyabet olma olasiligin1 diigiindtirmektedir. IL- 6’ nin glukoz
metabolizmasi iizerine etkisi heniiz tam olarak a¢iklanamamistir. TNF-o’nin IL-6’ nin
transkripsiyon genini stimiile ettigi ve reseptorlerini tirettigi ileri siiriilerek aralarindaki

iliski agiklanmaya ¢alisilmistir(170).

Yang ve ark. hipokampal ndronlardaki apoptozisin hiperglisemiyle artan TNF-a ve IL-
6 diizeyi ile iliskili olabilecegini gostermistir(172). Hwang ve ark. hipokampusta artan
pro-inflamatuar sitokin diizeyinin mikroglial aktivasyonun artisindan kaynaklandigini
ileri siirmiistiir(173). Onceki calismalar yiiksek glukoz konsantrasyonunun IL-1pB
tiretimini arttirarak pankreatik B hiicrelerinin apoptozisine yol agabilecegini
gostermistir(174). TNF-a, IL-1p gibi proinflamatuar sitokinlerin asagida belirtilen
mekanizmalar yoluyla insiilin desensitizasyonuna neden oldugu bilinmektedir(175-
177).

l.insiilin iiretiminin inhibisyonu

2. 3-kinaz fosfatidilinositol aktivasyonunun azalmasi

3.insiilin iletiminin major mediyatorii olan tirozin ve insiilin reseptor substrat protein

fosforilasyonunun azalmasi.

3.5.2.2.Hipotalamo-pitiiiter-adrenal (HPA) yolak

Stres, adrenal bezdeki glukokortikoid iiretimini etkileyen HPA yolaginin aktivasyonu
ile iligkilendirilmistir. Kronik stres portal ve periferal serbest yag asitlerinin
yiikselmesine yol acan hiperkortizolemi ile iligkilidir(178). Bununla birlikte
hiperkortizolemi, insiilinin SLC2A4 glukoz transporterinden hiicre yiizeyine gegisini
bozar(179). Kronik hiperkortizolemi bu nedenle metabolik sendrom, tip 2 diyabet ve

insiilin direncine yol agabilmektedir(180).

Bircok ¢alisma depresyonun, HPA yolaginin kronik disregiilasyonu ile ilgili oldugunu
gostermistir. Asirt kortizol salimi1(181), tip 2 diyabet ve depresyon ile iligkisi bilinen
hipokampal bodlgenin norojenezisini  bozmaktadir(182). Yapilan ¢alismalar
depresyonlu hastalarda HPA yolaginin asir1 aktivasyonu yatan hastalarda, siddetli ve
melankolik olgularda goriiliirken(183), tip2 diyabet ve ayakta tedavi goren olgularin
depresyonunda HPA aktivasyonu daha azdir(184).

HPA yolagimin depresyon ile iligkisi ortaya konulursa bu yolak iizerinden yeni

farmakolojik ~ manipiilasyonlar denenebilecektir. Deney  hayvanlarinda
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mineralokortikoid antagonistleri glukokortikodlerin indiikledigi depresif davranis
gelisimini  Onlemesine karsin(185) klinik ¢aligmalarda mineralokortikoidlerin

antagonist veya agonistleri ile depresyon davranisi arasinda iliski bulunmamistir(186).

3.5.2.3.Insiilin direnci ve sekresyonu

Depresyon ve insiilin direnci arasindaki iliski, tip 2 diyabet ile depresyon arasindaki
biyolojik baglant1 olasiligini arttirmaktadir. 50-70 yaslar1 arasindaki hastalarda 6 yil
ylriitiilen prospektif ¢alismada insiilin direncinin zaman i¢inde kotiilesmesi ve viicut
kitle indeksinin artis1 ile de paralel olarak depresyonun somatik- vejetatif

semptomlarinda (uykusuzluk, yeme bozukluklari, yorgunluk) artis gozlenmistir(187).

3.5.2.4.Sirkadiyen ritm

Sirkadiyen bozukluk hem tip 2 diyabet(188) hem de depresyon(189) ile
iliskilendirilmistir. Depresyonlu ve metabolik sendromlu(190) hastalarda uyku
siiresinin ¢ok arttig1, uyku yapisinda varyasyonlar goriildiigli, uzun siire uyuyan
depresyonlu hastalarda CRP ve IL-6 konsantrasyonunun yiiksek oldugu rapor
edilmistir(190).

Hiicresel diizeyde ele alindiginda zamanlama genleri, sirkadiyen ritmi aydimnlik-
karanlik siklusu, yemek ve sosyal etkilesimler gibi gevresel ipuglar1 dogrultusunda
ayarlamaktadir(191). Tip 2 diyabet hastalarinda zamanlama geni ekspresyonu yiiksek
glikoz konsantrasyonu ile dogrudan iliskilidir(192). Depresyon hastalarinda hizli
antidepresan etkili diisik doz ketamin ve uykusuzluk terapisinin, anormal zaman
genlerini diizenleyerek sirkadiyen ritmin ayarlanmasinda etkili olabilecegi ileri

stirtilmiistiir(193).

3.5.3.Depresyon ve diyabetik komplikasyonlar

Iyi kontrol edilmeyen diyabet retinopati, ndropati, nefropati, kalp hastaliklari,
periferal-vaskiiler bozukluklar gibi bircok komplikasyona neden olabilmektedir.
T2DM (Type-2 diabetes mellitus) hastalarinda depresyon goriilme sikligi diyabetik
komplikasyonlarin artisi ile paralellik gostermektedir(194). Yapilan c¢alismalar
depresif durumun diyabetik komplikasyonlar ile iliskili oldugunu tip 2 diyabete eslik
eden retinopati, nefropati, ndropati gibi komplikasyonlarin depresyon goriilme

sikligini arttirdigint gostermistir(195, 196).
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Yapilan bir c¢alismada mikrovaskiiler komplikasyonlarin varliginin 6zellikle
noropatinin; cinsiyet, yas, diyabet tipi, diyabet siiresi, genel saglik durumu, agr
diizeyi, sosyal destek, hemoglobin ve insiilin gerekliliginden bagimsiz olarak
depresyonla iliskili oldugu gosterilmistir(197). Bu iliskiden dolayr da diyabetik
komplikasyonlarin artiginin depresif semptomlarin artisina neden oldugu ileri

stirilmiistiir.

3.5.4.Depresyon ve glisemik kontrol

HbA Ic giincel glisemik kontroliin en iyi 6l¢limii olarak kabul edilmektedir. American
Diabetes Association (ADA) rehberine goére HbA lc degeri klinik degerlendirme igin
kullanilmaktadir(198). Yapilan bir ¢alisma, tip 2 diyabet ile depresyon arasindaki
iligkinin, kan glukoz diizeyinin duygu durumunu regiile etme potansiyelinden
kaynaklandigmi ortaya koymustur. Ozellikle hipoglisemi veya siddetli hiperglisemi
negatif duygu durumu uyarmaktadir(199).

Klinik c¢aligmalar depresyonun yiiksek HbAlc degeri ve hiperglisemi ile iligkili
oldugunu gostermistir. T2DM yani sira depresyonu olan hastalarda herhangi bir duygu
durum bozuklugu olmayanlara gore glisemik kontrol zayiflamaktadir. Diyabetli
hastalarda depresyon goriilmesinin en 6nemli nedenlerinden birisi uygun olmayan
metabolik kontroldiir. Ozellikle bu hasta grubu yogun medikal destege ragmen uygun
glisemik kontrol noktasinda basarili olamamaktadir. Bunun yani sira diyabetli
hastalarda HbAlc degeri depresyonu olanlarda olmayanlara gore daha yiiksek

bulunmustur(150).

3.5.5.Non-diyabetiklerde depresyon

Yasam boyunca depresyon goriilme sikligi kadinlarda %10-25 araliginda iken,
erkeklerde  %5-12 araligindadir. Her yil kadinlarin %5-9’u erkeklerin ise %2-3’i
depresyona yakalanmaktadir(200). Depresyon, yasam kalitesini diisiirmesi(201) ve
fonksiyonlar1 azaltmasinin yani sira saglik bakim hizmetlerinden yaralanma ve

harcamalarin artigina sebep olur(202).

Depresyon kronik hastaligi olan kisilerde siklikla goriilmektedir(203). Depresyon,
diyabetlilerde alinmas1 gereken medikal tedaviye uyuncun gii¢liigii dolayisiyla daha
stk goriilmektedir(146). Toplumda T2DM’lu hasta orani yaklasik olarak %13 iken
toplumun %30’ u pre-diyabetlidir(204).
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Yapilan bir¢cok calismada, T2DM’lu eriskinlerde depresyon goriilme siklig1 diyabetli

olmayanlara gore 2 kat fazla bulunmustur(136)

Depresyon tedavisi goren tip 2 diyabetli hastalar ayn1 yas ve cinsiyetteki diyabet
olmayan kontrol grubuna gore 1,5 kat daha fazladir. Ancak depresyonun tedavi
edilmesi; yas, cinsiyet, kardiyovaskiiler hastaliklarin varligi, viicut agirligr gibi
faktorlere bagli olmakla birlikte diyabetin goriilme sikligint % 15° e kadar
diistirmistiir(205).

3.6.Diyabet- Anksiyete iliskisi

Anksiyete; asir1 kaygi, sinirlilik, yorgunluk gibi sosyal fonksiyonlarda onemli
derecede bozulmaya neden olan semptomlar ile kendini gosterir(144). Anksiyete
semptomlar1 diyabetli kisilerde diyabet olmayanlardan daha fazla goriiliir(206).
Yiiksek anksiyete diizeyi, diyabet hastalarinda komplikasyonlarin artigt ve klinik
tablonun kotiilesmesinin yani sira hastalarin yasam kalitesini de oldukca fazla
etkilemekte(207), mortalite riskini arttirmaktadir(208). Bununla birlikte giiniimiizde
diyabet hastalarinda goriillen anksiyete icin Ozel bir tedavi rejimi

bulunmamaktadir(206).

Anksiyete, insiilin  direncini  tetikleyen hipotalamo-pitiiiter-adrenal ~ aksin
disregiilasyonu ile sik1 bir sekilde iliskilidir(209). Bu nedenle anksiyete ve diger duygu
durum bozukluklar1 da biyolojik ve davranigsal tutum yoluyla diyabete zemin

hazirlayabilmektedir.

Yapilan ¢aligmalar; miyelin ve oligodendrisit eksikliginin, depresyon ve anksiyete
olusumunda 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Miyelin veya oligodendrisitleri
hedefleyen bilesikler, depresyon ve anksiyete benzeri davranisi etkili bi¢imde
hafifletmektedir. Duygu durum bozuklugu olan hastalarin beyninde beyaz cevher
tabakasinin dejenere oldugu bulunmustur(210). Multipl sklerosis gibi kronik
demiyelinasyon hastaligi olan kisilerde duygu durum bozuklugu goriilme riskinin
arttig1 gosterilmistir(211). Bu bulgular miyelin bozuklugunun, anksiyete ve depresyon
benzeri davranis gelisiminde 6nemli oldugunu isaret etmektedir. Diyabetin de periferal
noropati gibi miyelin anormaliteleri ile iliskili oldugu gosterilmistir(212). Diyabetik

periferal noropati, ileri asamadaki diyabet hastalarinda son derece yikic1 bir
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komplikasyondur(213). Santral sinir sisteminde yapilan noro-goriintiilleme
caligmalarinda diyabetli hastalarin  beyinlerindeki beyaz ve gri cevherin

metabolitlerinde degisiklikler gosterilmistir(214).

Daha oOnce yapilan bir ¢alismada yiiksek kalorili diyet ve STZ enjeksiyonu ile
olusturulan diyabete bagli gelisen depresyon ve anksiyete benzeri davranistan
hipokampusta artan TNF-a, IL-1p ve IL-6 proinflamatuar sitokinlerinin ekspresyonu
sorumlu tutulmustur(215). Baska bir ¢alismada ise, diyabete bagli depresyon ve
anksiyetenin sebepleri arasinda proinflamatuar sitokinlerde goriilen artigin yani sira
BDNF diizeyindeki azalmaya bagli olarak hipokampal noroplastikligin azalmasi

gosterilmistir(216).
3.7.Diyabet- Kognitif Bozukluklar iliskisi

Endotelyal bozukluk

Vaskiiler Aterasklerazis ¢ Serebral
disfonksivon D — - iskemi
[Hipettansivon
milnid meraholiznasy

Metabolik iperglizemi oy .
v ¢ ¢ Norodejenerati Kognitif
e ot hastaliklar bozakluklar

Insiilin direnci

ICP-1, TNF-u, PARP,

VK, IL-1pB, IL-6 T‘
|
— Demans
¢

Sekil 4. Tip 2 diyabetin kognitif bozukluklar ile iliskisi(217)

Tip 2
divabet

; g 3
d Q el
, E

Bilis; ¢evreden duyular vasitasiyla edinilen bilgilerin anlanmasi ve bu bilgiler
dogrultusunda bir yargiya varilmasini saglayan fizyolojik bir siirectir. Kognitif
bozukluk, sosyal ve profesyonel aktiviteler de dahil yasam Kalitesini
etkilemektedir(218). Diyabet ile iliskili kognitif bozukluk diinya ¢apinda
Klinisyenlerde ciddi kaygi uyandirmaktadir. Tedavi edilmeyen diabetes mellitus
kognitif bozukluk ve demans riskini 6nemli oranda arttirmaktadir(219). Uzmanlar tip

2 diyabetin hafif kognitif bozukluklarin progresyonunu arttirarak demans ve
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Alzheimer hastaligina yol agabilecegi konusunda goriis bildirmistir(220). Hafif
kognitif bozukluk hastalarin giinliik yasamlarini siirdiirmede soruna yol agmasa da,
uzun siireli kognitif bozukluk ve bunun ilerleyerek Alzheimer hastaligina doniisme
riski onem arz etmektedir(221). Diyabet hastalarinda kognitif bozukluk goériilme
siklig1 diyabet olmayan yaglilardan ¢ok daha fazladir(222). Kognitif bozukluk goriilen
diyabet hastalarinin ¢ok biiyiik bir kisminda insiilin iletimi, néroinflamatuar siireg,
depresyon ve mitokondriyal bozuklugu da igeren birbiriyle baglantili yolaklar
uyarilmistir(160). Kognitif bozukluklar ayn1 zamanda gorme bozuklugu, duyma kaybi,
fiziksel yetersizlikler, kronik agri ve 6z bakim becerilerinin zayiflamasina yol
acmaktadir(223). Diyabetik grup; bellek islevleri, bilgi isleme hizi, dikkat, yiiriitiicii
islevler ve dili anlama konusunda Onemli Olgiide daha koti performans
gostermektedir(224).

Sagliksiz yasam stilinin diyabet gelisiminin major sebebi oldugu, yavas fakat progresif
akil saglhigi bozukluklarma yol acabilecegi diisiiniilmiistiir(225). Insanlarin ucuz,
kalorili, islenmis gidalara egilimi ve hareketsiz yasama adapte olmalari; asir1 kilo
alimi, obezite, insiilin direnci ve tip 2 diyabet gelisimine neden olmakta(226), bu
yasam stili kognitif bozukluk, demans ve Alzheimer hastaligina zemin
hazirlamaktadir(225).

Diyabetin kognitif performans: farkli diizeylerde etkiledigi bilinmektedir. Buna gore
tip 1 diyabetlilerde zeka, bilgi isleme hiz1, psikomotor beceri, gorsel ve siirdiiriilebilir
dikkat, bilissel esneklik ve gorsel algt bozulurken; hafiza, secici dikkat, motor
fonksiyon ve dil becerisinde belirgin bir etki goriilmemistir. Diger taraftan, tip 2
diyabetlilerde daha ¢ok konusma hafizasi, caligma hafizasi, kelime akigkanligi, dikkat,
zihinsel planlama ve psikomotor hizi igeren kognitif fonksiyonlarda bozukluk
gorilmustiir(227).

Diyabet ile iligkili kognitif bozuklugun olas1 mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in ¢ok
sayida calisma yapilmistir. Bunlardan biri, hipergliseminin reaktif oksijen tiirleri ve
ileri glikasyon son {irlinlerini arttirarak protein kinaz C ekspresyonu ile asirt sitokin
salinimini uyarip inflamasyona yol agmasidir. Bir digeri, diyabet hastalarinda sik¢a
rastlanan vaskiiler hasarin kognitif bozukluga yol agacagini ileri siirmiistiir. Insiilin
direncinin de kognitif performans: olumsuz etkiledigi bildirilmistir. Bunun yani sira,

tekrarlayan hipoglisemi de kognitif bozuklugun olasi sebepleri arasinda sayilmaktadir.
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Son olarak, néron ve astrositler arasinda metabolik koordinasyondaki dengesizliklerin
de diyabet ile iliskili kognitif bozuklugun gelismesine neden olabilecegi
belirtilmistir(227).

Diyabet hastalarinda bazi patolojik durumlar beynin belirli bolgelerinde pro-
inflamatuar sitokin diizeyinin artigina sebep olmakta, sinaptik plastisite ve uzun siireli
bellegi etkilemektedir(228). Yapilan bir ¢alismada, yiiksek yagh diyet ve fazla
miktarda karbonhidrat tiiketiminin beynin hipokampus bolgesinde noroinflamatuar
belirteglerin artisi ile birlikte kognitif bozuklugu uyardigi bildirilmistir(229). Uzun
sire yiiksek yag icerikli diyet ile beslenen farelerde kognitif bozukluk ve
noroinflamasyon gosterilmistir(230).

Ratlarda yalnizca yiiksek kalorili diyet uygulamasinin 6grenme kabiliyetini bozdugu
ortaya konmustur(93). Diyabetin ratlarda asetilkolinesteraz diizeyini arttirdigi,

glutatyon diizeyini diisiirdiigii de bilinmektedir(231).

Onceki galismalar ratlardaki kognitif bozukluk igin yiiksek kalorili diyet, yiiksek kan
glukoz diizeyi ve insiilin direncini suglamaktadir(232). Yiiksek kalorili diyet ve diisiik
doz streptozotosin uygulamasi ile diyabet olusturulan ratlarda, kognitif bozukluk ile
birlikte  mikroglia ve astrosit aktivasyonu gdsterilmis, yapilan histopatolojik
incelemelerde diyabetik hayvanlarin beyninde yiiksek miktarda aktif mikroglial hiicre

tespit edilmistir(233).

Diyabet olusturulan deneklerin beyninde iskemiyi takiben hipokampustaki kaspaz-3
hiicrelerinde B-amiloid miktar1 artisina bagli  kognitif fonksiyonlarda azalma

gosterilmistir(234).
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3.8.Duygu Durum Bozukluklari

Affekt (duygulanim), igten hissedilen duygunun disavurumu olarak ifade
edilmektedir. Mani ile depresyon olarak belirtilen iki kutup, duygu durumun
spektrumunu olusturmaktadir. Bu spektrumdan hareketle hastalarda duygu durum
bozuklugunu tarifleyen unipolar (depresyon) depresyon ve bipolar (manik-depresif)
depresyon terimleri liretilmistir. Depresyon ve maninin es zamanli goriilmesi karma
duygu durum, hastanin depresyon ve mani arasinda hizli gegis yapmasi hizli dongiili,
maninin daha diistik siddetli sekli hipomani olarak isimlendirilmistir. Duygu durum
spektrumu kisaca; mani, hipomani, O6timi (normal duygu durumu), distimi
(depresyonun daha diisiik siddette olan ancak daha uzun siiren bigimi) ve depresyon
olarak ifade edilmektedir(235).

Major depresif bozukluk tek veya tekrarlayici epizodlarla seyredebilmektedir.
Hastanin major depresyonun epizodlari arasi distimi diizeyine kadar yetersiz iyilesme
gosterip bir baska major depresyon epizodu gegirmesi; major depresyonlu hastalarin,
major depresyon ile distimi arasinda salinim gosteren, iyilesmeyen cifte depresyonu

oldugunu gostermektedir(235).

3.8.1.Depresyonda monoamin hipotezi

Klasik monoamin kuramina gore; monoamin ndrotransmitterlerde yetersizlik
depresyonu, asirilik maniyi gostermektedir. Giincel monoamin kuramina gore ise;
cesitli beyin kisimlarinda noradrenalin, serotonin ve dopamin monoaminlerinin
olusturdugu tiim monoaminerjik sistemin islev bozuklugundan s6z edilmektedir.
Ancak duygu durum bozuklugu etiyolojisini agiklamak noktasinda monoamin
norotransmitterlerin tek basina eksik kalmasi ile monoaminerjik reseptorlerin, bu
reseptorlerin gen ekspresyonlarinin ve biiylime faktorlerinin roliiniin de incelenmesine

ihtiya¢ duyulmustur(235).

3.8.2.Antidepresanlarin siniflandirilmasi
1. Trisiklik antidepresanlar
2. Selektif serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI)
3. Monoamin oksidaz inhibitorleri
4. Lityum ve diger duygu durum diizenleyiciler

5. Antimanik ve / veya antidepresan etkili diger ilaglar
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3.8.2.1. Selektif serotonin geri alim inhibitorleri

3.8.2.1.1. Fluoksetin

CF3

LZ

Sekil 5. Fluoksetin’ in molekiiler yapisi

Fluoksetin, yasli ve hamilelerde de etkili ve giivenli bir sekilde kullanilan genis bir
giiven araligina sahip, selektif serotonin re-uptake inhibitorii, yeni kusak bir
antidepresandir(236). Fluoksetin klinikte depresyon ve anksiyete bozukluklarinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilir(237). Fluoksetin, 5HT2c antagonizmasi ile
noradrenalin ve dopamin saliminin artisini saglamaktadir. Bu 6zelligi ile terapdtik
etkisi ve tolere edilme profili artmakta, ilk dozdan itibaren dikkat ve odaklanmay1

arttirarak, enerji verip yorgunluk hissinin azalmasina katki saglamaktadir(235).

Onceki bir calisma, fluoksetinin deney hayvanlarinda 6grenme-bellek bozukluklarmi
hafiflettigini gostermistir(237). Yapilan baska bir klinik ¢alismada da hafif hafiza
bozuklugu olan hastalarda fluoksetinin 6grenme-bellek {izerine faydali etkileri oldugu

gosterilmistir(238).

3.9.Depresyonda Inflamatuar Sistem

Depresyon durumunda inflamatuar sistem aktivitesinin arttigina yonelik caligsmalar
giderek artmaktadir(239). Bu bulgular dogrultusunda anti-inflamatuar tedavinin
antidepresan etki gosterebilecegi Onerilmistir. Klinik c¢aligmalarda da depresyon
durumunda anti-inflamatuar tedavinin faydali sonuglar sundugu gosterilmistir(240).
Inflamatuar yolak ve depresyon ile potansiyel iliskisi karmasik olsa da yeni ve gelismis
tedaviye ihtiya¢ duyan depresyonlu bireylerin tedavisi i¢in bu bulgular oldukc¢a dikkat
cekicidir. Anti-inflamatuar tedavi ile ilgili sonuglar; kanit azligi ve metodolojik

heterojenlik sebebi ile hala sinirli ve tartigmalidir(241).
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Depresif semptom gelisimi ile inflamatuar siire¢ arasindaki iligki temel olarak;
inflamasyon ve inflamatuar siireci iceren somatik hastaliklarin depresyon riskini
arttirmasi, pro-inflamatuar sitokin diizeylerinin depresyonlu hastalarda yiiksek
bulunmasi, antidepresan tedavinin pro-inflamatuar sitokinleri uyarmasi seklinde

Ozetlenebilir(242).

3.9.1. inflamasyonun depresyon riskini arttirmasi

Giderek artan sayida calisma, somatik hastaliklarda meydana gelen inflamatuar
patofizyolojik mekanizmalarin, duygu durum bozukluklar1 6zellikle de depresyon
riskini arttirdigin1 gostermistir. Tip 1 diyabet, romatoid artrit gibi bir¢cok otoimmiin
hastalik ve hepatit, sepsis gibi bulasici hastaliklarin inflamatuar yanit ile iliskili oldugu
ve depresyon riskini arttirdig1 bulunmustur. Otoimmiin hastaligindan dolay1 hastanede
tedavi edilen hastalarin %45’inde, enfeksiyondan dolay: hastanede tedavi edilen

hastalarin %62’sinde duygu durum bozuklugu goriilmiistiir(243).

3.9.2.Depresyonda pro-inflamatuar belirteclerin yiikselmesi

Yapilan calismalar somatik bir hastalik olmaksizin depresyonlu bireylerde CRP, IL-6,
TNF-0, IL-1ra (interlokin-1 reseptor antagonisti) diizeylerinin  arttigini
gostermistir(244). Pro-inflamatuar sitokin diizeyi artis1 ile depresyon gelisimi
arasindaki iliski ¢ift yonliidiir. Cesitli yas gruplarinda CRP ve IL-6 diizeylerinin
yikselmesi ~ depresyon  semptomlarinin  goriilme  riskinin  artisi  ile
iliskilendirilmistir(245). Ancak, bu calismalarda yalnizca inflamasyonun periferal
belirtegleri tizerine ¢aligildigi goriilmektedir. Fakat inflamasyon ile depresyon arasinda
iliskinin nedeni ve bel ¢evresi, viicut kitle indeksi gibi faktorlerin katkis1 olup olmadig:
heniiz agiklanamamistir. Bunun yani sira, yapilan bir ¢alismada, aktif depresyon
epizodunda olan 20 hastada mikroglial aktivasyonun artisiyla gosterilen
noroinflamasyon diizeyinin arttigit 20 goniilli kontrol ile karsilastirilarak ortaya

konmustur(246).
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3.9.3.Pro-inflamatuar ajanlarin depresif semptomlari uyarmasi

Interferon alfa (IFN-a) gibi pro-inflamatuar ajanlar; malign melanom, hepatit C gibi
bazi somatik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Somatik hastaliklara karsi
etkili olmasina karsin pro- inflamatuar tedavi sonrasi siklikla psikiyatrik yan etkiler
goriilmektedir. IFN-o ile tedavi edilen hastalarin %80’ine yakininda hafiften agira
depresif semptomlar goriilmiistiir(247). Yapilan bir ¢calismada, IFN-a tedavisi doncesi

baslanan antidepresan tedavinin depresyon skorunu azalttigi bildirilmistir(248).

3.9.4.Depresyonda anti-inflamatuar tedavi

Klinik ¢aligmalar, gerek yalniz basina gerekse baska bir antidepresanla kombinasyonu
seklinde kullanilsin depresyon tedavisinde anti-inflamatuar etkili ajanlarin daha etkili
oldugunu gostermistir. Fakat antidepresanlarin 6rnegin non-steroid anti-inflamatuarlar
(NSAI) ile kombinasyonunun giivenli bir sekilde kullanilip kullanilamayacagi
tartismalidir. Ayrica depresyonlu hastalarin ayni zamanda yarar/zarar degerlendirmesi
yapilmas1 gereken komorbid somatik hastaliklar1 da vardir. Omegin NSAI’ lar
kardiyovaskiiler yan etki olasiligini arttirirken, sitokin inhibitdrleri enfeksiyon riskini

arttirmaktadir(242).
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3.10.Minosiklin
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Sekil 6. Minosiklinin kimyasal yapis1 ve 3 boyutlu goriiniimii

3.10.1. Minosiklinin endikasyonlari

Minosiklin ilk olarak 1967 yilinda sentezlenmis, yar1 sentetik, ikinci kusak tetrasiklin
tirevi enfeksiyon ve enfeksiyon disi durumlarin tedavisinde kullanilan genis
spektrumlu bir antibiyotiktir. Minosiklin, gram pozitif ve gram negatif bakterilere
kars1 anti-enfektif aktivitesinin yani sira, anti-inflamatuar, anti-apoptotik, anti-
oksidatif, immiinmodiilator etkilere sahiptir. Ayrica oldukga lipofilik bir molekiil
oldugundan kan beyin bariyerini kolayca gecer ve noroprotektif etkiler sagladigi i¢in
diger tetrasiklin tiirevlerinden ¢ok daha etkili bulunmustur(249). Minosiklin Borrelia
recurrentis, Mycobacterium marinum, Mycoplasma pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Acinetobacter baumannii, Vibrio vulnificus ve vankomisin direncgli
enterococcus tiirlerine karst etkilidir. Ayrica riketsiyal enfeksiyonlar, klamidyal
enfeksiyonlar, sifiliz, pelvik inflamatuar hastalik, akne, nokardiyozis, brusellozis,
amibiyazis, aktinomikozis, anaplazmozis, leptospirozis, erken donem Lyme hastaligi,

Lejyoner hastaligi, Whipple hastaligi tedavisinde kullanilmaktadir(250).

Minosiklin antibiyotik dis1 olarak giil hastaliinda, kanser metastazinda, aortik
anevrizma, periodontitis, sarkoidozis, notrofilik hastaligin yani sira skleroderma ve

romatoid artrit gibi otoimmiin bozukluklarda da kullanilmaktadir(251).
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3.10.2.Etki mekanizmasi

Prokaryotik ve okaryotik hiicrelerde protein sentezi ribozomlarda fonksiyonel
proteinlerin kodunu tagiyan mesajct RNA (mRNA) araciligi ile gerceklestirilmektedir.
Prokaryotik hiicreler ribozomlarin 30S ve 50S alt {initesini kullanirken, 6karyotik
hiicreler 40S ve 60S alt {initesini kullanmaktadir. iki ribozomal alt birim, transfer
RNA' nin (tRNA) bir amino asit getirmesine ve amino asit zincirlerinin uzamasi
yoluyla hiicresel proteinler olusturmasina izin vermek i¢cin mRNA sablonunda birlesir.
Tetrasiklinler ve bu gruba dahil olan minosiklin, ribozomlarin 30S alt tinitesine
baglanarak uyarilan tRNA’ nin bir amino asit meydana getirerek amino asit zincirini
uzatmasini ve hiicresel protein olusturmasini onleyerek etki gostermektedirler. Bu
stire¢ organizmalarin biiytime ve ¢ogalmasini durduran bakteriyostatik etkiyi meydana

getirmektedir(252).

3.10.3.Uygulama sekli

Minosiklin, oldukga lipofilik karakterlidir, bu nedenle de santral sinir sistemine ve
deriye yliksek konsantrasyonda geger.

Minosiklin oral ve parenteral kullanima uygundur. Oral formda mide ve ince barsak
proksimalinden absorbe olur. Absorbsiyon oranlar1 aglik-tokluk durumuna ve
tetrasiklin tiirevlerini selatlayarak absorbsiyonu Onleyen kalsiyum gibi 2 degerlikli
katyonlarin varligina baghidir. Bununla birlikte pndmoni, deri ve derinin yapisal

enfeksiyonlarinda intravendz olarak kullanilmaktadir(253).

3.10.4.Yan etki profili

Minosiklinin en sik goriilen yan etkisi gastrointestinal distres ve fotosensitivitedir.
Deride hiperpigmentasyon ve tirnaklarda lekelenme de goriilebilmektedir. Bunun yani
sira Ozellikle cocuk hastalarda minosiklin kullananlarin %3-6" sinda dislerde
lekelenme gozlenmis, minosiklinin kemik biiylimesini  engelledigi 1ileri
stiriilmiistiir(254).

Minosiklin kullanimina bagli hepatotoksisite meydana gelebilmekte, var olan borek
yetmezligi siddetlenebilmektedir(255).

Minosiklinin diger tetrasiklinlere gore santral sinir sistemine yiiksek oranda gecisi
doza bagli mide bulantisi, kusma, bas donmesi, isitme duyusunda degisiklik gibi

vestibular yan etkiler olusturabilmektedir(256).
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Minosiklin tedavisine bagli olarak 100.000 hastanin 8.8 inde sistemik lupus

eritomatozus goriildiigii rapor edilmistir(257).

3.11.Minosiklinin Norodejeneratif Hastaliklarda Kullanimi

Norodejeneratif hastaliklarin  patojenezisinde biiyiik oranda ndéroinflamasyon,
oksidatif stres ve mikroglial aktivasyon rol almaktadir. Minosiklinin anti-inflamatuar,
anti-apoptotik, mikroglia aktivasyonun inhibisyonu gibi néroprotektif etkileri ile
norodejeneratif hastaliklar iizerine etkili olabilecegi diisliniilmekte, son yillarda

tedavide adjuvan olarak kullanimi1 denenmektedir.

3.11.1. Alzheimer hastahginda minosiklin kullanimi

Alzheimer hastalig1, korteks ve hipokampusta ndronal 6liimiin neden oldugu ilerleyici
tipte kognitif fonksiyon kaybi ile karakterizedir. Bu degisiklik beyin bolgelerinde
amiloid plak ve norofibriler yumaklarin birikimi ile iliskiliyken, oksidatif stres ve

noroinflamasyonda mikroglia 6nemli bir rol oynamaktadir(258).

Preklinik ¢aligmalarda, minosiklinin transgenik amiloid prekursér protein fare
modelinde ve Alzheimer hastalariin hiicre kiltiiriinden alinan 6rneklerde artan
mikroglial aktivasyonu inhibe ettigi, mikroglial aktivasyonun inaktive olmasi ile
noroinflamasyon, ndronal 6liim, pro-apoptotik faktorler ve 6n beyindeki kolinerjik
ndron kaybinda azalma oldugu, 6grenme-bellek fonksiyonlarinda iyilesme gozlendigi
belirtilmistir. Minosiklinin anti-inflamatuar, antioksidan 6zelliklerinin yani sira
kurdugu sinapslar 1ile farkli sinyal proteinlerini uyarmasindan kaynaklanan
sinaptogenezis ve sinaptik plastisite artis1 ile davranigsal degisiklikler meydana
getirebilecegi ileri siiriilmektedir. Ancak Alzheimer hastalii ve hafif kognitif
bozuklugu olan az sayida hastada minosiklin kullaniminin arastirildigr ilk klinik
denemelerde, ilacin faydali olmadigi, yiiksek dozlarda cesitli yan etkilere yol agtigi
bildirilmistir(259).

3.11.2.Parkinson hastaliginda minosiklin kullanimi

Parkinson hastali§i, ekstrapiramidal sistemdeki dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonunun postural ve bilingli hareketlerin kontroliinde bozukluga yol agtigi
bir hastaliktir. Parkinson hastaliginin etiyopatolojisinde pro-inflamatuar sitokin artigi

ve inflamasyona bagli reaktif mikroglianin artis1 onemli bir rol oynamaktadir.
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Preklinik ¢alismalarda minosiklinin rodentlerde Parkinson benzeri etkiler {izerine
noroprotektif bir ajan oldugu gosterilmistir. Su ana kadar Parkinson hastalarinda
minosiklin tedavisinin denendigi iki klinik calismadan ilkinde hastalarin ilaca
tolarensinin ilk yilin sonunda diistiigii gdsterilmis, calisma sonlandirilmustir. ikinci
calismada ise minosiklin kullanimi ile hastalarin {igte ikisinde mikroglial aktivasyon
azalmis ancak semptomlarin siddetinde degisme olmadigi i¢in ¢alisma

sonlandirilmistir(259).

3.11.3.Huntington hastaliginda minosiklin kullanimi

Huntington hastalig1, striatumdaki spinal noronlarin dejenerasyonundan sorumlu olan
huntigtin proteinindeki bozuklugun neden oldugu kognitif, motor ve psikiyatrik
bozukluklara yol agan herediter bir hastaliktir. Ayrica, hastaligin etiyopatolojisinde

apoptozisin de etkili oldugu bilinmektedir(259).

Preklinik ¢aligmalarda degisik huntington modelleri olusturulmus ve bu modellere
gbre minosiklin tedavisine verilen yanit degiskenlik gostermistir. Kaspaz bagimh
huntington modelinde minosiklin apoptotik siiregte oldukga etkili olup noéroprotektif
etkili bulunmus, ancak kalpain bagimli huntington modelinde etkisiz bulunmustur.
Yine genetik huntington hastalikli farelerde de minosiklin tedavisi ile hastalikta bir

iyilesme gozlenmemistir(259).

Huntington hastalig1 olan kisilere uygulanan bir yillik minosiklin tedavisi ile tedavi
bitirildiginde k&tiilesen motor ve psikiyatrik semptomlarda remisyon gézlenmistir. Bir
calismada Huntington hastaliginda minosiklin tedavisinin iyi tolere edildigi, motor ve
mental semptomlarda iyilesme olusturdugu gozlenirken, bir baskasinda hastalarda
toleransin  diisik  oldugunu ve %68’inde  hiperpigmentasyon  olustugu

bildirilmistir(259).

3.11.4. Amyotrofik lateral skleroz

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), temelde reaktif mikroglianin neden oldugu
inflamasyondan kaynaklanan, kaslarda atrofi, paralizis ve zayiflama ile karakterize
demiyelinizasyon patolojisidir. Hayvan c¢aligmalarinda minosiklin tedavisi ile
deneklerin yasam siiresinin uzadigi, motor ndronlarin dejenerasyonunun geciktigi,
sitokrom ¢ salintminin ve kaspaz aktivasyonunun inhibe edildigi, motor fonksiyonlarin

gelistigi, kreatin ile birlikte verildiginde semptomlarn baslamasinda gecikme oldugu
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ortaya konmustur. Yapilan klinik ¢aligmalarda da kronik kullanimda giivenli ve
toleransinin iyi olusu ile dikkat ¢eken minosiklinin ALS {izerine etkisinin daha fazla

arastirtlmasi gerekmektedir(259).

3.11.5.Multiple skleroz

Multiple skleroz (MS) gesitli beyin bolgelerinde progresif demiyelinasyonun neden
oldugu inflamatuar bir hastaliktir. MS beyinde aksonal kayiplar tetikleyen fokal
inflamasyon ile baslamaktadir. Sonug¢ olarak otoreaktif t lenfositler kan-beyin
bariyerini geger ve pro-inflamatuar sitokinler salinarak mikroglia ve astrositleri
stimiile eder. Daha fazla inflamatuar hiicre daha biiyiikk bir inflamasyonu tetikler,
sonucta demyelinasyon ve norodejenerasyon artar. Yapilan preklinik ¢calismalarda MS
hastalarina minosiklin uygulanmasinin T hiicre migrasyonunu azalttig1, semptomlarin
siddetini azalttig1, ndroinflamasyon, demiyelinasyon, ve aksonal hasar1 azalttigi,
apoptozis ve glutamaterjik eksitotoksisiteyi azalttigi, beyin lezyonlarinda azalma
meydana getirdigi, BDNF, NGF gibi norotrofinlerin arttig1 rapor edilmistir. klinik
caligmalarda da minosiklinin MS hastalarinda 1yi tolere edildigi, advers olaya neden
olmadigi, ancak beyin lezyonlarinin sayisindaki azalmanin smirli  oldugu

belirtilmistir(259).

3.12.Minosiklinin Psikiyatrik Bozukluklarda Kullanimi

Psikiyatrik hastaliklarin etiyolojisi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte son
yillarda, patolojiden inflamasyon ve oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir. Mevcut
tedaviye direngli hastalarin terapisinin tam olarak gerceklestirilememesi, tedavide yeni
bilesenlerin kullanilmasi gerekliligini dogurmustur. Minosiklinin, antioksidan ve anti-
inflamatuar 6zellikleri ile psikiyatrik bozukluklarin ilerlemesini durdurma ve siddetini
azaltma noktasinda yardimer oldugu, yapilan klinik ve preklinik bir¢ok ¢alisma ile

ortaya konmustur.

3.12.1. Sizofrenide minosiklin kullanimm

Sizofreni, deliizyon ve haliisinasyon gibi psikotik semptomlarm motivasyonel ve
kognitif bozukluklarla kombinasyonu ile karakterize mental bir bozukluktur.
Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte multifaktoryeldir ve mikroglianin asirt
aktivasyonu ile olusan oksidatif stres ve ndroinflamasyonun néronal dejenerasyonda

anahtar bir rolii oldugu diisliniilmektedir. Minosiklinin ise mikroglial aktivasyonu
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inhibe  etme  Ozelligi ile sizofrenide tedaviye yardimcit  olabilecegi
diistintilmektedir(260).

Preklinik ¢alismalarda minosiklinin hiperlokomasyonu azalttig1(261), gérsel- uzaysal
hafizayi arttirdig1 gosterilmistir(262). Bunun yani sira minosiklin sizofreni olusturulan

deney hayvanlarinda mikroglial aktivasyonu azaltmistir(261).

Klinik ¢aligmalarda sizofreni tedavisinin kesildigi durumlarda minosiklin verildiginde
hastalarin haliisinasyon ve deliizyonlarinda hafif iyilesme goriilmiistiir(263). Erken faz
sizofreni hastalarinin siirdiirdiikleri antipsikotik tedavilerinin yani1 sira verilen
minosiklin tedavisi ile negatif ve pozitif semptomlarda iyilesme gozlendigi ve beyinde
gri cevher kaybmin korundugu(264), hastalarin depresyon, anksiyete ve bellek
bozukluklarinda iyilesme(265), serumda IL-6 ve IL-1f diizeylerinde diisiis oldugu
bildirilmistir(266).

3.12.2.0tizm spektrum bozuklugu ve frajil x sendromunda minosiklin kullanimi
Otizm spektrum bozuklugu, kalici iletisim bozuklugu, kisitli ve tekrarlayan davranis
kaliplar1, bazen de yogun ve yiiksek odakli ilgi alanlari ile karakterize heterojen bir
norogelisimsel bozukluktur(267). Otizm ile Frajil X Sendrom (FXS) benzer
norobiyolojik temellere dayanmaktadir. Bu sendrom frajil x mental retardasyon
proteinin azalmasi, MMP-9 (Matriks metalloproteinaz) ekspresyonunun artisi, sinaptik
plastisite bozuklugu, glutamat nérotransmisyon dengesizliklerine neden olmaktadir.
Minosiklinin de MMP tiirlerinin ekspresyonunu inhibe ederek tedaviye yardimci
oldugu diistiniilmektedir(268). Otizm ile benzer nérogelisimsel anormallikler gosteren
FXS modeli olusturularak yiirtitiilen preklinik ¢aligmalarda minosiklin kullanimi ile
lokomosyon, sirkadiyen aktivite ve 6grenme-bellek bozuklugu gibi bu hastaliklarla
ilgili néronal devrelerde iyilesme olusturmustur(269). Otizmli kiigiik bir grup gocuk
lizerinde gergeklestirilen g¢alismaya goére minosiklin tedavisi bir¢ok norotrofin
diizeyinde degisiklikler olusturmus ancak bu degisiklikler davranigsal degisiklikler ile
paralellik gostermemistir(270). Fakat minosiklin ile tedavi edilen FXS’ li ¢ocuklarda
klinik olarak gozlenen iyilesme ve plazma MMP-9 diizeyinde diislis goriilmiistiir.
Minosiklin tedavisinin mevcut ¢alismalarda FXS durumunda daha etkili oldugu
goriilse de daha genis bir grup ile daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir(271).
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3.12.3.Depresyonda minosiklin kullanimi

Depresyon, anhedonia, sinirlilik, kaygi gibi duygu durum belirtileri, uykusuzluk veya
asir1 uyku, psikomotor retard veya ajitasyon, yorgunluk gibi genis skalada belirtiler ile
karakterize heterojen bir hastaliktir(272). Semptomlarinin olduke¢a karisik olmasinin
yani sira, semptomlarin siddeti ve etiyolojisine bagli olarak bir¢ok Klinik alt tipe
ayrilmasi, bu genis spektrumlu patolojiye uygun ilag bulunmasini zorlagtirmaktadir.
Son yillarda immiin sistem bipolar ve unipolar depresyon tedavisi i¢in yeni hedef
olarak gosterilmektedir(273). Son yapilan meta analizlere gore bazi anti-inflamatuar
tedavilerin bipolar(273) ve unipolar(241) depresyon tedavisinde potansiyel olarak
etkili ve iyi tolere edilebilir oldugu bulunmustur. Anti-inflamatuar ve ndéroprotektif
etkileri(274) oldugu bilinen minosiklin, 1996 yilinda depresyon tedavisinde
kullanilabilecegi bildirilen ilk c¢alismanin ardindan(275), depresyon tedavisi igin

oldukea fazla calisilan bir ila¢ olmustur.

FDA onayli, ikinci kusak yar1 sentetik tetrasiklin tlirevi olan minosiklin
uygulamasinin, klasik pro-inflamatuar durumdaki (M1) mikroglial aktivasyonu
selektif olarak inhibe ederken, alternatif anti-inflamatuar durumdaki aktivasyonu
etkilemediginden dolay1 minosiklinin hastalik sonrasinda néroprotektif ve rejeneratif
etki gosterdigine inanilmaktadir(8). Minosiklinin ndrojenezisi arttirmasi(10), anti-
oksidan etkisi(9), anti-glutamat ekzitotoksisitesi(276), pro-inflamatuar molekiillerin
regiilasyonunu(277) igeren néroprotektif etkisinin sonucu olarak insanlarda ve deney

hayvanlarinda antidepresan etkili olabilecegi onerilmistir(11).

Minosiklin, yiiksek lipit ¢oziiniirligii 6zelligi ile kan beyin bariyerini kolayca gegerek
santral sinir sistemine penetre olmakta, diisiik dozlarinda bile anti-inflamatuar, anti-
apoptotik etkiler gostermektedir(13, 232). Ayrica minosiklin, beyinde néronal yasam
igin zararl olan pro-inflamatuar sitokin ekspresyonunu ve mikroglial aktivasyonu
baskilamakta(251), mikroglial aktivasyonun meydana getirdigi inflamasyonun,
depresyon gelisimi ile iligkili oldugu bilinmekte, bu nedenle de depresyon ve bipolar
depresyon tedavisinde minosiklinin antidepresan ve antipsikotikler ile tedavide iyi bir

adjuvan olabilecegi diisiiniilmektedir(278).

Hipokampal norojenezis, depresyon durumunda yaygin olarak goriilen 6grenme-

bellek bozukluklari ile iliskilendirilmistir(279). Hipokampal norojenezis dentate
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gyrus’un graniil hiicre katmanina konstitiie olan graniil hiicreleri iiretir, bu hiicrelerin
sayisi depresyon hastalarinda azalmistir(126). Bazi antidepresanlarin hipokampal
norojenenezisi de diizenledigi gosterilmistir. Bu nedenle bozulmus hipokampal
norojenezisin  depresyonun heniiz aydinlatilmamis bir patojenezi oldugu
diistiniilmektedir(280).  Minosiklinin  hipokampal nérojenezisi  diizenleyerek
antidepresan etki gosterebilecegi bulunmustur(281). Deneysel diyabet modellerinde

de hipokampal norojenezisin bozuldugu ileri siiriilmiistiir(282).

Minosiklinin antioksidan etkisi hipokampal nérogenezis ve sinaptogenezisin yant sira
noroprotektif ve nororestorative fonksiyonu ile oldukga iligkilidir(283). Minosiklin,
mikroglia ve astrosit aktivasyonunu azaltmakta; IL-1B, TNF-a ve nitrik oksit gibi
norotoksik ajanlarin salinimini inhibe etmektedir(284). Serebral iskemi/reperfiizyon
hasarinda inflamasyonu azalttigi ve eksitotoksisiteyi onledigi gosterilmistir(285).
Ayrica onceki bir galismada, minosiklinin down sendromlu deney hayvanlarinda

kolinerjik noron kaybini geri dondiirdiigii bildirilmistir(286).

Minosiklinin mikroglial hiicrelerin stimiilasyonunu ve {iretimini baskiladig
gosterilmistir. Baslangicta mikroglial hiicreler, anti-inflamatuar siirecin bir parcasi
olarak santral sinir sistemi hasarinin oldugu bolgeye dogru toplanir. Ancak, ¢ok fazla
mikroglial aktivasyon reaktif oksijen tiirlerinin(287) ve IL-1B, TNF-a gibi pro-
inflamatuar sitokinlerin asir1 salininmima neden olarak ndrotoksisiteyle sonuglanan
kronik noéroinflamasyona yol agmaktadir(288). Diyabetin progresyonu ile hipokampal
beyin homojenatinda IL-1PB, TNF-a diizeyinin artisi ve kognitif bozukluk rapor
edilmistir(289). Mehta ve ark.(4) yaptiklari ¢alismada, uzun siireli minosiklin tedavisi
ile diyabetik hayvanlarin beyinlerinde hipokampal IL-18, TNF-a diizeylerinin anlamli
olarak azaldigi, diyabet ile iliskili kognitif bozuklugun ise bir miktar diizeldigi

gosterilmistir.

Minosiklinin santral sinir sistemi bozukluklarindaki néroprotektif etkisine, serbest
radikal liretimini azaltmasi, serbest radikalleri uzaklastirmasi ve sonug olarak oksidatif

stresi azaltmasinin katki sagladigi belirtilmistir(9).

Preklinik caligmalarda minosiklinin anksiyetede iyilesme sagladigi, inflamasyonu ve

inflamatuar mediyatorleri azalttig1, 6zellikle BDNF gibi norotropin diizeyinin artig1 ile

49



norojeneziste iyilesme meydana getirdigi  gosterilmistir(290).  Minosiklinin

antidepresan etkisi yapilan birgok hayvan ¢alismasi ile ortaya konmustur(291, 292).

Yapilan klinik ¢aligmalar sayica az olmasina ragmen, su ana kadar elde edilen
randomize kontrollii ¢aligmalarin sonuglarina gore minosiklin farkli diizeylerde
smiflandirilan depresyon tiirlerinin tedavisinde depresif semptomlarda iyilesme

gostermesi bakimindan faydali bulunmustur(293, 294).

Kiigiik 6l¢ekli randomize olmayan open-label bir denemede psikotik 6zellik gosteren
25 major depresyon hastasina kullandiklari antidepresan tedaviye ek uygulanan
150mg/ gin dozunda minosiklinin  depresyonda iyilesmeyi  arttirdigi

gosterilmistir(295).

3.12.4.0bsesif-kompulsif bozuklukta minosiklin kullanimi

Obsesif-kompulsif bozukluk, bireylerin anksiyete olusturacak kadar takintili ve
zorunda hissetmeleri ile karakterizedir. Bazal ganglia ve orbitofrontal kortekste
glutamaterjik norotransmisyon disfonksiyonu ile birlikte oksidatif stresin artisi
obsesif-kompulsif bozuklugun nedenleri arasinda gosterilebilir. Minosiklinin obsesif-
kompulsif bozukluk iizerine etkisinin arastirildigi herhangi bir preklinik calisma
bulunmamaktadir, ancak yapilan klinik ¢aligmalarin birinde kronik hastalara adjuvan
olarak verilmesinin etkili olmadigi bulunurken, erken donem hastalarda etkili oldugu
goriilmiistiir. Yapilan bir diger klinik calismada da fluvoksamin ile birlikte verilen
minosiklin tedavisi obsesif kompulsif skala ile degerlendirildiginde belirtilerde

iyilesme gozlenmistir(259).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gerec

4.1.1. Kullamlan arag ve geregler

Hassas terazi (Sartorius BP 1215)

Accu chek seker 6l¢iim cihazi ve stripleri

Acik Alan Test Diizenegi (MAY OP-M)

Yiikseltilmis Art1 Labirenti Test Diizenegi (MAY EPMO01-M)

Pasif Sakinma Test Diizenegi (MAY-PA 1014-M)

Zorunlu Yiizme Test Diizenegi (MAY FSTM-M)

Hot plate test (MAY 9601)

Ethovision-XT 11 (Noldus, Netherlands) bilgisayar programi

Cerrahi alet seti

Stereo Mikroskop (Zeiss Stereomicroscope Stemi 508)

Santrifiij Cihazi (Thermo MicroCL 17R)

UV Spektrofotometre (UV-1205 Shimadzu)

MagNA Lyser Homojenizator (Roche)

NanoDrop™ 2000/2000c Spektrofotometre (Thermo ND-2000/2000c)
Dikey Elektroforez Sistemi (Thermo OWL-P8DS-1)

Gii¢ Kaynagi (Thermo OWL-EC300XL2)

Hizli Elektroblotlama Sistemi (Thermo G2 Fast Blotter) (Thermo FP-94060103)
Yatay calkalayici (Stuart SSM4)

iBright Western Blotting Goriintiileme Sistemleri (Thermo Fisher (CL 1000)
Standart Otomatik Pipet Seti (Eppendorf Research® plus)

Otomatik Doku Takibi Cihazi ile (Thermo, Excelsior AS)

Mikrotom Cihazi (Leica, RM2245)

Otomatik Boyama Cihaz1 (Shardon, Varistain Gemini)

Isik Mikroskobu (Nikon, Eclipse 501)

SPSS 21.0 bilgisayar programi
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4.1.2. Kullamilan deney hayvanlar:

Calismada Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DUSAM)’ nden temin edilen 10- 12 haftalik, ortalama 30 gram agirliginda 72 adet
erkek BALB/c fare kullanildi. Hayvanlar deney prosediiriinden evvel ortama
aligmalar1 amaciyla deneyin gergeklestirilece§i DUSAM Tibbi Farmakoloji
Laboratuvarina getirildi ve yeme-igme kisitlamasi uygulanmaksizin, 12 saat aydimnlik-
karanlik siklusunda, sabit oda sicakliginda (22+2 °C) ve nemde, her bir kafeste 8 fare
olacak bigimde barindirildi. Deney protokolii Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’ nun (DUHADEK) 12/11/2019 tarih ve 1 nolu karar ile ‘Hayvan

Haklarinin Korunmas1’ hususundaki esaslara uyularak gergeklestirildi.

4.1.3. Kullamilan kimyasal maddeler

Yiiksek kalorili diyet (research diet-D12492)

Streptozotosin (Sigma-Aldrich)

Minosiklin (Sigma-Aldrich)

Fluoksetin (Sigma-Aldrich)

Metformin (Sigma-Aldrich)

Pirasetam (Sigma-Aldrich)

Actb (abcam #ab8227)

BDNF (thermo fisher OSB00017W)

TNF-a (abcam #ab6671)

IL-6 (santa cruz #32296)

Sekonder Antikor (abcam #6721)

Trikloroasetikasit

Tiyobarbiturikasit

T-PER™ Total Protein Ekstraksiyon Reaktifi (Thermo Pierce)
Halt™ Proteaz ve Fosfotaz Inhibitdr Kokteyli (100X) (Thermo Pierce)
Total Protein Kuantifikasyon Kiti (Thermo Pierce)

Sample Laemmli Buffer (Sigma Aldrich)
Acrylamide/Bis-acrylamide (30%/0.8% wi/v) (Sigma Aldrich)
Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma Aldrich)
Amonyum Persiilfat (APS) (Sigma Aldrich)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma Aldrich)
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Tris Hidrokloriir (Tris HCI) (Sigma Aldrich)

Tris Baz (Sigma Aldrich)

Glisin (Sigma Aldrich)

Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (10 — 250 kDa) (Thermo Pierce)
1 Step Transfer Buffer (1 L) (Thermo Pierce)

Poliviniliden floriir transfer membrani (GVS)

Filtre Kagidi (Thermo Pierce)

Tris-buffered saline with 0.1% Tween® 20 (TBST) Tablet (Sigma Aldrich)
ECL Kit (Thermo Pierce)

Hidrojen peroksit soliisyonu (TA-015-HP, ThermoFischer)

Ultra V Block (TA-015-UB, ThermoFischer)

Biotinli sekonder antikor (TP-015-BN, ThermoFischer)
Streptavidin-peroxidase (TS-015-HR, ThermoFischer)

Diaminobenzidin (DAB) (TA-001-HCX, ThermoFischer)

Entellan (107961, Sigma-Aldrich)

4.2 Yontem

BALB/c cinsi erkek fare kullanilarak yapilan deneysel ¢alismalar 9 grupta (n=8)
gerceklestirildi. Calismamizda kullanilan minosiklin, fluoksetin, metformin ve
pirasetam %0,9 salin ¢6zeltisinde, streptozotosin (STZ) ise pH:4.5 olan 0.1 M sodyum
sitrat tamponunda ¢6ziilerek deneklere 10g/0.1 ml hacminde, intraperitoneal (i.p.)
olarak uygulandi. Caligma deney protokoliinde (sekil 3) belirtildigi gibi tip 2 diyabet
olusturulan tiim gruplarda 4 haftalik yiiksek kalorili beslenmenin ardindan 5 giin giinde
1 defa 50mg/kg dozunda STZ uygulanirken, diyabet olusturulmayan gruplara sodyum
sitrat ¢ozeltisi verildi. STZ enjeksiyonunu takiben olusan hipoglisemiyi 6nlemek i¢in
deneklere %5’ lik glukoz ¢6zeltisi verildi ve enjeksiyonlardan 1 hafta sonra deneklerde
diyabetin olusup olusmadigini kontrol etmek i¢in AKG (aglik kan glukoz) degerleri
Olctiimii yapildi. AKG diizeyi 200mg/dI’nin iizerinde olan tiim deneklerde diyabetin
olustugu kabul edildi(296). Takip eden giinlerde de diyabet olusturulan gruplardaki
denekler, yiiksek kalorili diyet ile beslenmeye devam edildi. STZ enjeksiyonundan 2
hafta sonra 7 giin boyunca giinde 1 defa minosiklin (40 mg/kg), metformin (200
mg/kg, i.p.), fluoksetin (20 mg/kg, i.p) ve pirasetam (200 mg/kg, i.p) uygulandi.
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Kontrol grubuna enjeksiyondan kaynaklanan stresi esitlemek maksad ile esit hacimde
salin ¢ozeltisi enjekte edildi. Tiim enjeksiyonlar her giin ayni saatlerde yapildi.
Kullanilan tiim ilaglarin dozlar1 daha once yapilmis benzer calismalardan elde
edildi(297-299).

Calismamizda deneklerin agirlik degisimini ortaya koymak i¢in tiim deney protokolii

boyunca haftalik kilo takibi yapildi.

Gruplar 1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8.
haft haft haft haft | gin haft haft hafta
a a a a a a
1 Kontrol KONTRO
L
2 Tip 2 diyabet DM * * * * * * *
Tip 2 diyabet + Minosiklin | DM+MIN | * * * * * * *
4 | Tip 2 diyabet + DM+ME | * * * * * *
Metformin T
5 | Tip 2 diyabet + DM+MIN | * * * * * *
Metformin + Minosiklin +MET
6 | Tip 2 diyabet + Fluoksetin | DM+FLU | * * * * * *
7 | Tip 2 diyabet + Pirasetam | DM+PiR | * * * * * *
8 | Minosiklin MiN
9 Metformin MET

Uygulamalar

Yiiksek kalorili diyet Ad libitum *
Sodyum sitrat ¢ozeltisi q
%0,9 salin

Minosiklin 40 mg/kg, i.p

Metformin 200 mg/kg, i.p.

Fluoksetin 20 mg/kg, i.p.

Pirasetam 200 mg/kg, i.p
Streptozotosin 50mg/ kg, i.p (5 giin)

Sekil 7. Deney protokolii

Calismamizda deneklere sirasiyla agik alan, yeni obje tanima, modifiye yiikseltilmis
art1 labirenti, pasif sakinma, yiikseltilmis art1 labirenti, zorunlu yiizme testi ve agri

diizeyi tayini protokolleri uygulandi.

Calismanin sonunda deneklerden alinan kan o6rneginde Dicle Universitesi Tip

Fakiiltesi Merkez Laboratuari’ nda HbAlc degeri 6l¢iildii.
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Deneysel protokolii tamamlanan hayvanlar, eter anestezisi altinda servikal
dekapitasyon suretiyle sakrifiye edildi. Deneklerin beyin dokusu biyokimyasal,
histolojik ve molekiiler incelemeler i¢in izole edildi. Beyin dokulari sagital bir kesi ile
iki hemisfere ayrildi ve beynin bir hemisferi histopatolojik incelemeler i¢in %10‘luk
¢inkolu formaldehit sollisyonuna konuldu. Diger hemisfer ise -85 °C derin
dondurucuda bir giin siireyle bekletildikten sonra, koronal kesitlere ayrilarak
hipokampus dokular1 izole edildi. Gruplar rastgele ikiye ayrildi. Bir kisminda
tiyobarbitiirik asit (TBA) metodu(300) ile MDA konsantrasyonlar1 geri kalan kisminda
ise western blot yontemi ile BDNF, TNF-a, IL-6 ve iba-1 tayini yapildi.
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4.2.2. Psikofarmakolojik incelemeler

4.2.2.1. Acik alan testi

Resim 1. Acik alan testi (open field test)

Acik alan testi (OF), ilk olarak Calvin Hall tarafindan 1932 yilinda tasarlanmis ve
deneklerin dogas1 geregi sergiledigi c¢ekingen davraniglar {izerine c¢aligmalar
yapilmistir. Bu diizenek daha sonra deneklerin lokomotor aktivitelerini ve anksiyete
diizeylerini ortaya koymak iizere modifiye edilmistir. Bu diizenek ile elde edilen
veriler dogrultusunda, deneklerin hizlar1 ve kat ettikleri toplam mesafe lokomotor
aktivite, merkezi alanda gecirdikleri siire ve bu bdlgeye giris-¢ikis sayilart ankiyete
durumu hakkinda bilgi vermektedir. Anksiyete diizeyi diisiikk olan hayvanlar serbestge

dolasirken, anksiyetesi olanlar periferik alanda daha fazla vakit gegirmektedir.

Acik alan testi diizenegi her bir kenar1 42 cm, yliksekligi 30 cm olan kare seklinde,
tiim zeminleri siyah renkli bir diizenektir. Bu diizenekte hayvanlarin dogal egilimleri
merkez kisimdansa duvara yakin kisimlarda daha ¢ok zaman gec¢irmek yoniindedir.

Ancak kesfetme diirtiileri geregi de merkezi alan1 merak etmektedirler.

Calismamizda hayvanlar diizenege birer birer birakilip 5 dk boyunca serbest,
spontan hareketleri diizenegin iizerine yerlestirilen kamera ile kayit edildi. Elde edilen
veriler EthoVision XT 11 programi kullanilarak incelenip degerlendirildi. Her deney
sonrasit deneklerin birbirlerinin kokusundan etkilenmelerini 6nlemek amaciyla

diizenek %20 alkol ile, daha sonra ¢esme suyu ile silinerek kurulandi.
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4.2.2.2. Yabanci obje tammlama testi
Uzaysal olmayan, gorsel tanima bellegi; insanlarda daha 6nce gordiikleri insanlari,
nesneleri, yerleri hatirlamalarina yarayan epizodik bellegin 6nemli bir parcasidir.

Rodentlerde bu bellegin 6l¢iimii yeni obje tanima testi ile yapilmaktadir(301).

Agik alan diizeneginde (42*42*30) gergeklestirilen bu test lic asamada yapilmaktadir.
[k asamada hayvanlarin diizenegin iginde herhangi bir nesne yok iken 5 dk boyunca
serbestge gezip, ortami kesfedip alismalar1 saglanir (alistirma asamasi-habituation).
Alistirma asamasindan 30 dk sonra denekler birbirine 10 cm aralik ile yerlestirilmis
renk, sekil boyut olarak birbirinin aynisi iki objenin bulundugu diizenegin tam
ortasinda yiizli her seferinde ayn1 yone doniik olacak sekilde dikkatlice birakilir. Her
bir hayvanin objeleri incelemesi, tanimasi i¢in harcadig siire 5 dk boyunca kaydedilir
(training-egitim). Bu asamadan 90 dk sonra, objelerden biri kaldirilip yerine farkli
sekil, boyut ve renkte yeni bir obje konularak hayvanlar tekrar diizenege konulur ve
hareketleri 5 dk boyunca kaydedilir. Biligsel fonksiyonlar1 iyi olan hayvanlarin yeni
konulan obje etrafinda eski objeye oranla daha fazla zaman gecirmesi, yeni objeyi
farkedip tanimaya calismasi beklenir (hatirlama-retention). Tiim kayitlar agik alan
diizeneginin tam tizerine yerlestirilen bir kamera ile gergeklestirildi ve EthoVision XT
11 programi ile degerlendirildi. Her deney sonras1 diizenek %20 alkol ile temizlenip
¢esme suyu ile durulanip kurulandi. Hayvanlarin burunlarinin objenin 2 cm yakininda

olmas1 durumunda obje ile ilgilendikleri kabul edildi.
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4.2.2.3. Yiikseltilmis art1 labirenti testi

Resim 2.Yiikseltilmis art1 labirenti (Elevated Plus Maze, EPM) testi.

Yiikseltilmis art1 labirenti (EPM) test diizenegi ilk olarak Pellow ve arkadaslari
tarafindan  gelistirilmistir  ve  anksiyete  diizeyinin  degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. EPM testi, farelerin agik ve yiiksek alandan kaginmalari, diger
taraftan da yeni cevreyi kesfetme diirtiileri iizerine temellendirilmistir. Hayvanlarin
dogal egilimi kapali kollarda daha fazla zaman gecirmek yoniindedir ancak,
ankiyolitik etkili ilag uygulanan gruptaki hayvanlarin kontrol grubundakilere gore acik

uglarda daha fazla zaman gegirdigi gosterilmistir(302).

EPM, santral alan olarak tanmimlanan her bir kenar1 5 cm olan kare alanin etrafinda
uzanan 25 cm uzunlugunda ve Scm genisliginde birbirine simetrik olarak konumlanan
ikisi kapaly, ikisi ac¢ik uclu toplam dort koldan olusan, yerden yiiksekligi 50 cm olan,
art1 (+) seklinde bir diizenektir. Kapali kollarin etrafin1 ¢evreleyen duvar 16 cm
yuksekligindedir, acik uclu kollarin etrafinda ise farelerin diismesini 6nlemek icin 1
cm ylksekliginde seffaf plaklar bulunmaktadir. Bu seffaf kisim haricinde diizenegin

tiim kisimlari siyah renklidir.
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Caligmamizda denekler diizenegin santral noktasina yiizleri hep ayni agik kola doniik
bicimde yavasca birakildi. Farelerin spontan hareketleri diizenegin {izerine
yerlestirilen kamera ile 5 dk boyunca kaydedildi. Elde edilen veriler EthoVision XT
11 programi kullanilarak incelenip degerlendirildi. Her deney sonrasi deneklerin
birbirlerinin kokusundan etkilenmelerini 6nlemek amaciyla diizenek %20 alkol ile,

daha sonra ¢esme suyu ile silinerek kurulandi.
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4.2.2.4. Zorunlu yiizme testi

Resim 3. Zorunlu yiizme testi (Forced Swimming Test, FST).

FST, ilk olarak 1977 yilinda porsolt ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir(303).
Buna gore FST, hayvanlarin zemine temas etmelerini 6nleyecek miktarda su ile dolu
silindir icerisinde ylizme, tirmanma, ¢irpinma gibi hareketler yaparak aktif gecirdikleri
stire ile sadece kafalarinin suyun disinda batmadan kaldig1 ancak sudan kurtulma
cabasindan vazgectigi (0grenilmis caresizlik) pasif siirenin karsilastirilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu testten elde edilen verilere gére hayvanlarin diizenekte hareketsiz
gecirdikleri zaman depresyon lehine yorumlanmaktadir. Antidepresan tedavinin ise,
hayvanlarin testte gegirdikleri hareketsiz zaman1 azalttigi, hareketli zamani arttirdigi

gosterilmistir.

Zorunlu yiizme testi diizenegi, 25 cm yiiksekliginde 10 cm ¢apinda silindir seklinde
bir tank igerisine hayvanlarin zemine temas etmesini Onleyecek miktarda, oda
sicakliginda (25°C) su doldurularak hazirlanmaktadir. Caligmamizda, hayvan bu
diizenege birakilip, davranislar1 6 dk boyunca diizenek yanina yerlestirilen kamera ile
kaydedildi. Diizenege birakilan tiim hayvanlar ilk asamada aktif hareketler
sergilemektedir, bu durum galismanin sonuglarinin yanlis yorumlanmasina neden
olabilmektedir. Bu sebeple kaydin degerlendirilmesinde son 4 dk’ daki goriintiiler
kullanilarak hayvanlarin diizenekte gecirdikleri hareketli ve hareketsiz siireler

EthoVision XT 11 ile degerlendirildi.
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4.2.2.5. Pasif sakinma testi

Resim 4. Pasif sakinma (Passive Avoidance, PA) testi.

Pasif sakinma testi, hayvanlarin korkuyu Ogrenmesi, kosullanmasi ve bundan
sakinmasi esasina dayanan, psikofarmakolojide duygusal 6grenme- bellek diizeyinin
ortaya konulmasi1 maksadi ile olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir davranis testidir.
Bu test ile hayvanlarin korkulu uyarana kosullanmalar1 ve bundan sakinma diizeyleri

degerlendirilmektedir(304).

Pasif sakinma testi diizenegi her birinin eni 14 cm, boyu 7 cm, yiiksekligi 12 cm olan
bir aydinlik, bir karanlik odadan ve bu odalar1 birbirine baglayan acilir kapanir bir
kapidan olusur. Karanlik olan kisimda elektrik akimini ileten 0.3 cm capinda gelik
1zgaralar bulunmaktadir. Deney iki giinde gergeklestirilir. Hayvanlar ilk giin
diizenegin aydinlik kismina, arkalar1 karanlik béliime doniik olacak sekilde yerlestirilir
(baslangi¢ pozisyonu). Ortama aligmalari ve ¢evreyi tanimalari igin 60 saniye beklenir
(alistirma asamasi). Bu siirenin sonunda ortadaki kapi acilir, hayvanlar icgiidiisel

olarak karanlik ortamda olmaya sevdikleri i¢in genellikle kisa siirede karanlik odaya
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gegerler. Hayvanlarin aydinlik odadan karanlik odaya ge¢me siireleri kaydedilir.
Karanlik odaya geg¢meleri i¢in 5 dk beklenir, ilk giin karanlik odaya ge¢cmeyen
hayvanlar deneyden c¢ikarilir. Hayvanlar tamamen karanlik odaya gegtikten sonra
ortadaki kap1 kapatilir ve hayvana korku yasatip bundan sakinmasini saglayacak stire
ve siddette (0,05-1,5 mA, 1 sn) elektrik soku uygulanir. Hayvan yasadigi bu koti
tecriibeyi hafizasina alip 6grenmesi i¢in 10 sn daha karanlik odada tutulur (6grenme

asamasi). Ve ilk giin deneyleri bu sekilde sonlanir.

Pasif sakinma testinin ikinci gliniinde de ilk giinkii deney prosediirii ayn1 sekilde
uygulanir. Hayvan diizenegin aydinlik bolimiine yerlestirilir, alismast igin 60 sn
beklenir, daha sonra ortadaki kapi acilir. Bir 6nceki giin yasadigi kotii tecriibeyi
O0grenmis ve hatirlayan hayvanlar bundan sakinmak i¢in karanlik kisma gecme
icgiidiilerine kars1 koymaktadir. Ortadaki kap1 agildiktan sonra hayvanlarin aydinlik
odadan karanlik odaya ge¢me siireleri kaydedilir. Bu siire ‘gecis siiresi’ (step through
latency)’dir. Hayvanlar karanlik kisma gecince deney sonlandirilir. 5 dk boyunca

karanlik kisma ge¢gmeyen hayvanlar i¢in de deney sonlandirilir, gegis siiresi 300 sn

olarak kabul edilir.

Resim 5. Pasif sakinma testi-alistirma asamasi
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4.2.2.6. Modifiye yiikseltilmis art1 labirenti testi

Yikseltilmis art1 labirenti diizenegi kullanilir, bu diizenek zeminden 50 cm
yiikseklikte, dort ayak iizerine oturtulmus, iki kapali (25*5*16 cm), iki agik koldan
(25*5*0.5 cm) olusan tiim zeminleri siyah renkle boyali, acik kollar1 dencklerin
diismesini engelleyecek sekilde seffaf plakla cevrili bir diizenektir. Ac¢ik ve kapali

kollarin ortasinda (5*5*0.5 cm) santral kisim bulunur.

Modifiye art1 labirenti testi ilk olarak Itoh ve ark.(1990) tarafindan
tamimlanmistir(305). Buna gore; fareler diizenege yiizleri santrale doniik olacak
sekilde her seferinde ayni1 agik kolun en ug kismindan birakildi. Bu diizenekte farelerin
acik koldan kapali kola gegis siireleri (transfer latency time) kaydedildi (acqusition-
edinme). Farelerin her dort patisi kapali alanda oldugunda kapali kisima gegtigi kabul
edildi. 90 sn boyunca kapali kola gegmeyen farelerin gegis siiresi 90 sn olarak kabul
edilip deney sonlandirildi. 90 sn sonunda farelerin diizenekte 10 sn serbestce zaman
gecirip kapali kolu hatirlamasia izin verildi. Deneyden 24 saat sonra denekler
diizenege tekrar ayni agik koldan yerlestirilip kapali kola gegme siireleri (transfer
latency time) kaydedildi (hatirlama-retention). Yine 90 sn boyunca kapali kola
gecmeyen farelerin gecis siiresi 90 sn olarak kabul edilip deney sonlandirildi. Deney
stiresince her bir denekten sonra diizenek %20 alkol ile temizlenip ¢esme suyu ile
durulanip kurulandi. Bu test; deneklerin dogal egilimi geregi kapali kolda kalma
isteklerinden dolay1, ikinci glin uzamsal belegi iyi durumda olanlarin, kapali kismi

daha kisa siirede hatirlayip bulmalar1 esasina dayanmaktadir.
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4.2.2.7.Hot plate test

Resim 6. Hot plate testi

Agn esigi Olgimii igin, hot plate diizenegi kullanildi. Test, 56 °C sicaklikta metal
zeminli ve etrafi pleksiglas malzeme ile (26x19) c¢evrili bir sistem iizerinde
gergeklestirildi. Deneklerin arka ayaklarmi yalamalart veya ziplama hareketi
yapmalar1 halinde deney sonlandirildi, bu siire agrili uyarandan sakinma siiresi olarak
kaydedildi. Bahsi gecen hareketlerin gozlenmemesi durumunda ise deney en fazla 60
sn siirdiiriildii ve sakinma siiresi 60 sn kabul edildi. Deney siiresince dikkatli bir
gbzlem yapildi, sicaga karsi herhangi bir tepki vermeyen deneklerin testi sonlandirildi

ve deney dig1 birakildu.
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4.2.3. Biyokimyasal incelemeler

4.2.3.1. MDA diizeyi tayini

Lipit peroksidasyonunun gdostergelerinden biri olan MDA’ ’nin dokulardaki diizeyi
incelenerek oksidasyon diizeyi hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir. MDA diizeyi,
tiyobarbitiirik asit metodu olarak bilinen, diisiik pH ve yiiksek sicaklikta MDA’ nin
niikleofilik ekleme reaksiyonu ile 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi
ve kirmizi florasan, 1:2, MDA: TBA seklinde 532 nm de pik absorbansi 6lgiilebilen
bir liriin olusturmasi esasina dayanan yontemle hesaplanmaktadir(300).

Beyinden izole edilen hipokampus dokularmin agirliklar1 hassas terazi ile tartilip
tizerlerine 0.5 ml %10 ve 4.5 ml %5 (agirlik/hacim, a/h) trikloroasetik asit (TCA)
soliisyonu eklenerek homojenize edildi (Fisher Scientific Model FB50). Homojenatlar
15 dk, 4500 rpm* de santrifiij edildi (Thermo MicroCL 17R). Santrifijj tiipiinden alinan
1 ml siipernatant ayri bir tiipe aktarildi ve lizerine 1 ml %0.67 TBA (a/h) ilave edilip
100 °C<de 10 dk kaynatildi. Karisim soguduktan sonra spektrofotometre ile 532 nm*
de absorbanslar 6l¢iildii (UV-1205 Shimadzu). Elde edilen veriler molar ekstinksiyon
katsayis1 ve seyreltme faktorleri hesaba katilarak nmol/gram doku seklinde

hesaplanarak ifade edildi.
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4.2.4. \Western blot analizi

4.2.4.1.Total protein ekstraksiyonu

Izole edilen beyin dokular1 distile su ile yikandi, parafilme sarild, isaretlendi
ve total protein ekstraksiyonuna kadar -80°C’de muhafaza edildi. Beyin dokularinin
hipokampal kismi1 buz iizerinde mikroskop altinda izole edildi. Hipokampal dokularin
homojenizasyonu i¢in, oncelikle 1:100 oraninda HALT ve T-PER c¢ozeltilerinden
aliarak karistirildi. Buz tizerinde, -80°C’de saklanan dokularin iizerine hazirlanan T-
PER ve HALT karisimindan 0,3 ml eklendi. Daha sonra homojenizator ile homojen
hale getirilen dokular, 13000 devirde 20 dk santrifiije edildi. Cikarilan numuneler
derhal buz iizerine yerlestirildi ve olusan kopiiklerin gitmesi i¢in 15 dk beklendi. Elde
edilen supernant ¢ozeltileri yeni ependrofflara aktarildi, aliquatlanarak -80°C’de

saklandi.

4.2.4.2. Total protein kuantifikasyonu

Bu prosediir icin Thermo Pierce 660 nm Assay kiti kullanildi. Yapilan tiim
islemler kit prosediiriine bagli olarak gergeklestirildi. Kit igeriginde bulunan 7 adet
farkli konsantrasyona sahip BSA ¢ozeltileri (125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750
pg/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml, 2000 pg/ml) standart olarak kullanildi. Hem
numunelerden hem de standartlardan 10 pl alinarak yeni eppendroflara konuldu. Daha
sonra tizerlerine 150 pl reaktif eklenip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve
NanoDrop™ 2000/2000¢ Spektrofotometre cihazi ile standartlarin ve numunelerin
absorbsiyonlar1  6l¢iildii. Konsantrasyonlart  bilinen standartlarin  yardimiyla

numunelerdeki total protein miktar1 hesaplandi.

4.2.4.3.SDS-PAGE jel elektroforezi

Bu prosediir i¢in Thermo marka Owl Duo P8DS-1 cihazi kullanildi. Hazirlanan
%2’ lik agaroz jel, herhangi bir s1zintiy1 dnlemek i¢in kasetlerin tabanina ytiklendi ve
polimerize olmasi i¢in 15 dk beklendi. Bu sirada %10’luk ayiric1 jel ¢ozeltisi i¢in
tablodaki kimyasallar sirasiyla eklenerek karistirildi (Tablo 1). Agaroz jel polimerize
olduktan sonra, her kasete 4,13 ml ayiric1 jel karisimi konuldu ve iizerine jellerin hava
ile temasini kesmek i¢in distile su eklendi. Jellerin iyice polimerize olmasi i¢in 30
dakika bekletildi. Bu sirada %5’luk yogunlastirict jel ¢ozeltisi icin tablodaki

kimyasallar sirasiyla eklenerek karistirildi. Polimerizasyondan sonra jelin lizerindeki
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su kurutma kagid1 ile uzaklagtirildi. Her kasete 2,03 ml yogunlastirici jel, ayiric jelin
iizerine pipetle eklendi. Bu islemden hemen sonra, 0,8 mm aralikli on disli tarak
yogunlastirici jel ile arasinda hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek jelin tizerine
yerlestirildi. Bu jelin polimerizasyonu i¢in de 30 dakika beklendi. Bu sirada yaklasik
10-20 pg arasinda total protein igeren numuneler oda sicakliginda ¢ozdiiriildii. Her
birine 1:1 oraninda sample laemlii buffer eklendi. Kaynayan suda 5 dakika
bekletildikten sonra 16000 rpm 5 dakika santrifiij edildi ve jele yliklemeye hazir hale
getirildi. Tankin i¢ ¢gemberine uygun miktarda yiirtitme tamponu eklendi. Taraklar
dikkatlice jellerden ¢ikarildi ve boylece jeller numune yiiklenmesine hazir hale geldi.
Iki kasete de ilk kuyucuga 5 pl protein ladder ve geri kalan kuyucuklara da 20 pl
hazirlanan numunelerden yiiklendi. Tankin dis ¢emberine de yiiriitme tamponu
eklendi. Elektroforez cihazinin kapagi anot ve katot uglarinin dogrulugu kontrol
edilerek kapatildi (Resim 7). Birinci jel i¢in 90 dk sabit 90 volt ve ikinci jel i¢in 40 dk

sabit 110 volt uygulanarak proteinlerin ayrigmasi islemi gergeklestirildi.

Tablo 1. Ayirici ve yogunlastirict jel igerigi

Ayiricl jel Yogunlastiric jel

Ultrapiir su 3,8ml 2,975 ml
Akrilamid: Bisakrilamid 3,4 ml 0,67 ml

1,5 M Tris HCI pH=8,8 2,6 ml

0,5 M Tris HCI pH=6,8 1,25 ml

%10 SDS 0,1 ml 0,05 ml

%10 APS 0,1 ml 0,05 ml

TEMED 0,01 ml 0,005 ml

67



Resim 7: SDS-PAGE jel elektroforez sistemi

4.2.4.4 Elektroblotlama islemi

Bu islem i¢in Thermo G2 Fastblotter elektroblotlama sistemi kullanildi ve her
asama bu cihazin manueline gére gerceklestirildi. Oncelikle 7x8,5 cm boyutlarindaki
2 adet PVDF membrani metanol ile 1slatildi. Daha sonra PVDF membranlar ve 8 adet
filtre kagidinin tizerine Thermo 1. Step Transfer buffer eklendi ve 5 dakika inkiibe
edildi. Bu sirada ¢alismasi biten elektroforez isleminden elde edilen kasetler sistemden
dikkatlice ¢ikartildi. Kaset camlar1 dikkatlice ayrildi ve jel membran transfere uygun
hale getirildi. Fast blotter sisteminin kasetine, her jel i¢in sirasiyla 2 adet filtre kagidi,
PVDF membran, jel ve en son 2 filtre kagidi st tste yerlestirildi (Sekil 8). Bu
islemlerde hava kabarcigi kalmamasi i¢in roller kullanildi. En sonunda kaset dikkatlice
kapatilarak cihaza yerlestirildi ve 7 dakikada proteinlerin jelden membrana transferi
saglandi. Siirenin sonunda akim kesilerek membran ¢ikarildi ve PVDF membranlar

dikkatlice cam kaplara alind1.

Katot (-)

2 tane filtre kagidh
Jel

PVDF Membran

2 tane filtre kagidh

Anot (+)

Sekil 8: Elektroblotlama sistemi
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4.2.4.5. Bloklama islemi

Oncelikle membranlar TBST buffer ile oda sicakliginda 5 dakika boyunca
calkalayici lizerinde yikandi. Daha sonra 20 ml bloklama ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca
calkalayicinin tlizerinde oda sicakliginda inkiibe edildi. Bloklama asamasindan sonra

TBST tamponu ile 3 kez beser dakika boyunca calkalayici lizerinde yikandi.

4.2.4.6.Antikorlarin inkiibasyonu

Literatiir taramasi ve iiretici firmanin Onerileri ile uyumlu sekilde seyreltilen
birincil antikorlar, her membran igin tablo 2’ de belirtilen oranlarda 10 ml bloklama
¢ozeltisi ile seyreltildi ve membranlarin iizerine eklendi. +4° C’de 20 saat boyunca

calkalayici lizerinde birincil antikorlarin inkiibasyonu gerceklestirildi.

Ertesi giin membranlar TBST ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 3 kez beser dakika
calkalayici lizerinde yikandiktan sonra, 1:10000 oraninda 10 ml bloklama ¢6zeltisi ile
seyreltilen sekonder antikor ¢ozeltisi ile oda sicakliginda ¢alkalayici {izerinde 1 saat
inkiibe edildi. Son olarak, tekrar TBST buffer ile oda sicakliginda 3 kez beser dakika

calkalayici lizerinde yikandi.

Tablo 2: Antikorlar ve Seyreltme Oranlari

Antikor Seyreltme oram
Actb (abcam #ab8227) 1:1000

BDNF (thermo fisher OSB00017W) 1:1000

TNF-a (abcam #ab6671) 1:1000

IL-6 (santa cruz #32296) 1:500

Iba-1 (abcam #ab153696) 1:1000
Sekonder antikor anti Mouse 1:1000

Sekonder Antikor (abcam #6721) 1:10000
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4.2.4.7 Kemiliiminesans goriintiileme

Bu yoOntemin temel prensibi, kullanilan goriintileme kitinde bulunan
luminoliin, sekonder antikorlarin ucuna yerlestirilmis olan Horse Radish Peroxidase
enzimi ile kimyasal tepkimeye girmesi ve olusan 3-aminoftalatin 1simasinin 428
nanometre dalga boyunda CCD kamera ile 6l¢iilmesi esasina dayanir. Bu nedenle, bu
calismada Thermo ECL kit kullanildi ve yapilan tiim iglemler kit prosediiriine bagl
olarak gerceklestirildi. Her membran i¢in toplamda 2 ml ECL soliisyonu hazirlandi,
membranlarin {izerine eklendi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Thermo Fisher
iBright Western blotting goriintiileme sistemi kullanilarak bant goriintiileri elde edildi.
Elde edilen goriintiilerdeki protein bant yogunluklari IMAGE-J (National Institute of
Health, Bethesda, ABD) Analysis Software programinda analiz edildi. Veriler 3-Aktin

housekeeping proteinine kars1 normalize edildi.
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4.2.5.Histolojik inceleme

4.2.5.1.Doku takibi

Beyin dokular1 ilk 6nce zinc formalin soliisyonuna alinarak rutin paraffin doku
takibine baslandi. 1 gece fiksasyon isleminden sonra dokular 6 saat akar ¢gesme suyu
altinda bekletildi. Dokular %50, %70, %80, %90, %96 ve absolii etil alkol serilerinden
gecirildi. Seffaflastirma islemi igin ksilende 3 kere 45 dakika bekletildi. Son olarak
dokular infiltrasyon i¢in 58°C’ de parafin yagina alindi. Daha sonra dokular parafin
bloklara gomiildii ve mikrotom yardimiyla bloklardan Hematoksilen-Eozin ve

immiinohistokimyasal boyamalar i¢in 4 um kalinliginda kesitler alindu.

4.2.5.2.Hematoksilen-eozin boyama

Parafin bloklardan alinan beyin doku kesitleri 37°C’ye ayarlanmig benmariye alindi.
Lam iizerinde fazla parafini eritmek i¢in kesitler 58°C etiivde bir gece bekletildi.
Kesitler 3x15 dakika ksilende deparafinize edildi. Kesitler azalan alkol serilerinden
(%100, %96, %90, %70, %50 etil alkol) 10’ar dakika geg¢irildi ve distile suda 5 dakika
bekletildi. Harris Hematoksilen boyasinda 8 dakika bekletildikten sonra kesitler akar
su altinda 5 dakika yikandi, durulandi ve alkolik eozin boyasinda 6 dakika bekletildi.
Kesitler artan alkol serilerine (%80, %90, %96 etil alkol serilerinden gegcirilerek)
hizlica daldirildi ve absolii alkolde 2 dakika bekletildi. Son olarak kesitler 3x15 dakika
ksilende bekletildi ve doku iizerine Entellan damlatilarak lamelle kapatildi. (H-E, Bar:
50 um)

4.2.5.3. iba-1 immiinohistokimyasal boyama

Parafin bloklardan alinan beyin kesitleri 37°C’ ye ayarlanmis benmariye ve buradan
polilisinli lamlara alind1. Lam iizerinde fazla parafini eritmek i¢in kesitler 58°C etiivde
bir gece bekletildi. Kesitler 3x15 dakika ksilende deparafinize edildi. Kesitler azalan
alkol serilerinden (%100, %96, %90, %70, %50 etil alkol) 10° ar dakika gegirildi ve
distile suda 5 dakika bekletildi. Kesitler daha sonra fosfat tampon soliisyonunda (PBS)
3x5 dakika yikandi ve immunohistokimya barina dizildi, barin nemliligi ve sicakligi
kontrol edildi. Kesitlere endojen peroksidaz enzim blokaji i¢in hidrojen peroksit
soliisyonu damlatilip 20 dakika inkiibe edildi. Ardindan PBS ile 3X5 dakika yikama
yapilip, protein blokaj1 i¢cin Ultra V Block soliisyonunda 7 dakika bekletildi. Kesitler,
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anti-lba-1 primer antikoru ile bir gece +4°C’de bekletildi. Sonraki giin kesitler oda
sicakligma birakilarak 30-60 dakika bekletildi. PBS ile yikanan kesitlerin {izerine
biotinli sekonder antikor damlatilip 14 dakika kadar inkiibe edildi. Daha sonra
streptavidin-peroxidase damlatilip 15 dakika beklendikten sonra PBS ile yikama
yapildi. Yikanan kesitlerin iizerine kromojen olarak Diaminobenzidin (DAB)
damlatilip renk degisimi mikroskop altinda izlendi ve reaksiyon PBS ile durduruldu.
Gill III hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra kesitler entellan ile kapatilip,

Zeiss Imager A2 fotomikroskobunda degerlendirilip goriintiilendi (Anti-iba-1, Bar: 20
um).

4.2.5. Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler, SPSS 21 programi ile hesaplandi. Gruplar arasinda farklarin
anlamli olup olmadig1 tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile, farkliliklarin hangi
gruplar arasinda oldugu ise post hoc Tukey testi ile belirlendi. Ayni gruba ait verilerin
ardigik Ol¢iimiinlin kiyaslanmasinda eslestirilmis t testi (paired t test) kullanildi.
Sonuglar, ortalama + standart sapma (SEM, standard error of means) seklinde ifade

edildi, gruplar arasindaki farklarin istatistiksel anlamlilig1 p<0.05 olarak kabul edildi.
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5.BULGULAR

5.1. Agirhik Degisimi

Deneklerin agirliklar1 her hafta Ol¢iilmiistiir. Asagida deneklerin deneylere
baslamadan once (1.6l¢lim), 4 haftalik yiliksek kalorili beslenme sonrasi (2.6l¢lim),
STZ uygulamasindan 1 hafta sonrasi (3. 6lgiim) ve sakrifikasyon 6ncesi (4. 6lgiim)
agirlik ortalamalari, standart sapmalari (SEM) ile birlikte sunulmustur. Diyabet
olusturulan gruplarin agirliklari, 4 hafta yiiksek kalorili diyet ile beslenme sonrasi
anlamli olarak artarken (p<0.05), STZ uygulanmasindan sonra anlamli bir sekilde
azalmistir (p<0.05). DM+FLU grubunda yapilan son agirlik 6l¢iimii anlamli bigimde
artarken (p<0.05), DM grubunda anlamli olarak azalmistir (p<0.05). Diger tiim diyabet
gruplarinda son agirlik azalmig ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir. KONTROL, MIN gruplarinda agirlik degisiminde herhangi bir
anlamlilik bulunmazken, MET grubunda son agirlik anlamli olarak diisiik bulunmustur

(p<0.05, sekil 9).

Agirhk degisimi (g)
40
35 N % % *
*
30 %
* « % * I
— * I
%025 & . L * I I 0 &
£ 2 I
5”15
10
5
0
o , : : <
%&Qp Q@ %\X@&% @XQ\’ @3& §® &x@é Q&e N
O 9 9 v W
&
®1.0LCUM ®2.0LCUM =3.0LCUM =4.0LCUM

Sekil 9. Deneklerin agirlik degisimi. Her siitun 6-8 farenin, ortalama + SEM
degerlerini belirtmektedir. Hesaplamalarda eslestirilmis t testi (paired t test)
kullanildi(*p<0.05).
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5.2. Aclik Kan Glukoz Diizeyi (AKG)

Deneklerin AKG diizeyleri her hafta Olglilmiistiir. Asagida deneklerin deneylere
baslamadan once (1.61¢iim), 4 haftalik yiliksek kalorili beslenme sonrasi (2.6l¢iim),
STZ uygulamasindan bir hafta sonrasi (3. 6l¢lim) ve sakrifikasyon Oncesi (4. 6l¢tim)
AKG diizeyi ortalamalari, standart sapmalar1 (SEM) ile birlikte sunulmustur. Diyabet
olusturulan gruplarin AKG diizeyleri STZ uygulanmasindan sonra anlamli bigimde
artmistir (p<0.05, sekil 10). Yapilan son &lciimde (4. dlgiim) DM, DM+MIN
gruplarinda AKG anlamli bigimde artarken, DM+MET grubunda AKG anlamli olarak
azalmistir (p<0.05, sekil 10). DM+FLU ve DM+PIR gruplarinda AKG diizeyinde
artts, DM+MET+MIN grubunda AKG diizeyinde azalma gozlenmis, ancak bu

degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Achik kan glukoz diizeyi (mg/dl)
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Sekil 10. Deneklerin aglik kan glukoz diizeyi degisimi. Her siitun 6-8 farenin, ortalama
+ SEM degerlerini belirtmektedir. Hesaplamalarda eslestirilmis t testi (paired t test)
kullanild1 (*p<0.05).
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5.3. A¢ik Alan Testi Bulgular:

Acik alan (OF) testi sonuglar1 Ethovision XT 11 programi ile degerlendirilmis olup,
gruplarin toplam kat ettikleri toplam mesafe ve hiz ortalamalari, standart sapmalari
(SEM) ile birlikte sunulmustur (sekil 11, sekil 12).

Agik alan testinden elde edilen verilere gore gruplar arasinda toplam kat edilen mesafe
ve hiz bakimindan bir farklilik bulunmamistir. Diyabet ile lokomotor aktivitede bir
degisiklik olmadig1, uygulanan ilaglarinda lokomotor aktivitede anlamli bir degisiklik

meydana getirmedigi gosterilmistir (p>0,05).

Ethovision XT 11 programi ile degerlendirilen agik alan (OF) testi sonuglarina gore,
gruplarin merkeze giris sayilarinin ve merkezde gecirilen siirelerin ortalamalari,
standart sapmalar1 (SEM) ile birlikte sunulmustur (sekil 13, sekil 14). Buna gére DM
grubunun merkezde gegirdigi siire ve merkeze giris sayist KONTROL grubuna gore
anlamli olarak azalmistir (p<0,05). Diyabet olusturulup ila¢ uygulanan tiim gruplarda
merkeze giris sayilart ve merkezde gegirilen siire bakimindan DM grubu ile
karsilastirildiginda artis oldugu goriilmiistiir. Bu artis merkeze giris sayilari agisindan
DM+MIN (p<0,001), DM+FLU, DM+MET ve DM+MET+MIN (p<0,001)
gruplarinda anlamli, merkezde gegirilen siire bakimindan DM+MIN ve DM+FLU
gruplarinda anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Toplam Katedilen Mesafe (cm)
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Sekil 11. Acik alan testi bulgulari, toplam katedilen mesafe. Her siitun 6-8 farenin,
ortalama + SEM degerlerini belirtmektedir. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi

(ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanild1.
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Sekil 12. Acgik alan testi bulgulari, hiz. Her siitun 6-8 farenin, ortalama + SEM
degerlerini belirtmektedir. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOVA);
takiben post hoc Tukey testi kullanildi.
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Merkeze giris sayilari
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Sekil 13. Acik alan testi bulgulari, merkeze giris sayilari. Her siitun 6-8 farenin,
ortalama + SEM degerlerini belirtmektedir. °p<0,05 KONTROL grubu ile
karsilastirildiginda, °p<0,05 DM grubu ile karsilastirildiginda, °p<0,001 DM grubu ile
karsilastirildiginda, %p<0,05 DM+PIR grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda
tek-yonlii varyans analizi (ANOV A); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.
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Sekil 14. Agik alan testi bulgulari, merkezde gegirilen siire. Her siitun 6-8 farenin,
ortalama + SEM degerlerini belirtmektedir. ?p<0,05 KONTROL grubu ile
karsilastirildiginda, °p<0,05 DM grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-
yoOnlii varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.
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5.4. Yabanci Obje Tanima Testi Bulgular:

Yabanci obje tanima testinden elde edilen veriler Ethovision XT 11 programu ile analiz
edildi ve deneklerin yeni ve eski obje etrafinda gecirdikleri siireler ile yeni obje
etrafinda gegirilen siirenin nesnelerin etrafinda gegirilen toplam siireye boliinmesi ile
elde edilen % yabanc1 obje ayirt etme indeksi verileri standart sapmalari (SEM) ile
birlikte sunulmustur (sekil 15).

DM grubunda % yabanci obje ayirt etme indeksinin KONTROL grubuna goére anlamli
bir sekilde azaldig1 (p<0.05), DM+ PiR grubunda ise DM grubuna gore anlamli sekilde
arttif1 gdsterilmistir (p<0.05). Istatistiksel olarak anlamli olmasa da % yeni obje ayirt
etme indeksinin diyabet+ilag gruplarinda DM grubu ile kiyaslandiginda fark edilir
bicimde yiikseldigi gozlenmistir.
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Sekil 15. Deneklerin yabanci obje tanima testi, %ayirt etme indeksi, eski obje, yeni
obje. Her siitun 6-8 farenin, ortalama + SEM degerlerini belirtmektedir. p<0.05
KONTROL grubu ile karsilastirildiginda, °p<0.05 DM grubu ile karsilastirildiginda.
Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi
kullanildi.
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5.5. Modifiye Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Bulgular

Modifiye yiikseltilmis arti labirenti testinde deneklerin 1. ve 2. giindeki gecis
stirelerinin ortalamalar1 standart sapmalar1 (SEM) ile birlikte sunulmustur (sekil 16).
DM grubu disindaki tiim gruplarin 2. giindeki kapali kola geg¢is siiresi 1. giine gore
kisalmistir. Deneyin 2. glinlinde DM grubunun kapali kola gecis siiresi KONTROL
grubuna gore anlamli olarak artmustir (p<0,001). Yine deneyin 2. giiniinde DM+MIN,
DM+FLU, DM+PIR ve DM+MET+MIN gruplarinda kapali kola gecis siiresinin DM
grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 16. Modifiye yiikseltilmis art1 labirent testi bulgulari. Her siitun 6-8 farenin,
ortalama + SEM degerlerini belirtmektedir. #p<0,001 KONTROL grubu ile
karsilastirildiginda, °p<0,05 DM grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-
yonlii varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.
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5.6. Pasif Sakinma Testi Bulgulari

Pasif sakinma (PA, Passive Avoidance) testinde deneklerin 1. ve 2. giindeki gecis
stirelerinin ortalamalar1 standart sapmalar1 (SEM) ile birlikte sunulmustur (sekil 17).
Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak anlamli olmasa da deneyin 2. gliniinde DM
grubunun gegis siiresinin KONTROL grubuna gore azaldigini, diyabet olusturulup ilag
uygulanan gruplarda (fluoksetin harig) ise gegis siiresinin DM grubuna gore 6nemli

oranda arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 17. Pasif sakinma testi bulgulari. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanildi. Her silitun 6-8 farenin, ortalama + SEM degerlerini
belirtmektedir.
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5.7. Zorunlu Yiizme Testi Bulgular:

Zorunlu ylizme testi (FST, Forced Swimming Test) sonuglart Ethovision XT 11
programi ile degerlendirilmis olup, gruplarin hareketsiz gecirdikleri siire ortalamalari,
standart sapmalar1 (SEM) ile birlikte sunulmustur (sekil 18).

KONTROL grubu ile karsilastirildiginda DM grubunda hareketsiz gegen siirenin
anlamli olarak artt131(p<0.05), DM+MIN, DM+FLU, DM+PIR ve DM+MET+MIN
gruplarinda ise hareketsiz gegen siirenin DM grubuna goére anlamli bir sekilde azaldig:

gosterilmistir(p<0.05).
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Sekil 18. Zorunlu yiizme testi bulgulari, hareketsiz zaman. Her siitun 6-8 farenin,
ortalama + SEM degerlerini belirtmektedir. #p<0.001 KONTROL grubu ile
karsilastirildiginda, °p<0.001 DM grubu ile karsilastirildiginda, °p<0.05 DM grubu ile

karsilastirildiginda, %p<0.05 DM+ MIN grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda
tek-yonli varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.
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5.8. Yiikseltilmis Art1 Labirenti Testi Bulgular:

Yiikseltilmis art1 labirenti (EPM, Elevated Plus Maze) testi sonuglart Ethovision XT
11 programi ile degerlendirilmis olup, gruplarin agik kollara giris ve agik kollarda
gegirilen siire yiizdelerinin ortalamalari, standart sapmalar1 (SEM) ile birlikte

sunulmustur (sekil 19, sekil 20)

Istatistiksel olarak anlamli olmasa da acik kollarda gegirilen siire yiizdesinin DM
grubunda KONTROL grubuna gore azaldigi, DM+MIN, DM+FLU ve
DM-+MET+MIN gruplarinda ise agik kollarda gegirilen siire yiizdesinin DM grubuna
gore artt1ig1 gézlenmistir (p>0,05).

DM grubu ile karsilastirildiginda agik kollara giris yiizdesi bakimmdan DM+MIN,
DM+FLU ve DM+MET+MIN gruplarinda artis goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 19. Yiikseltilmis art1 labirenti testi bulgulari, agik kollarda gegirilen siire
yilizdeleri. Her siitun 6-8 farenin, ortalama + SEM degerlerini belirtmektedir.
Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi
kullanildi.
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Sekil 20. Yiikseltilmis art1 labirenti testi bulgulari, agik kollara giris yiizdeleri. Her
stitun 6-8 farenin, ortalama = SEM degerlerini belirtmektedir. 2p<0,05 KONTROL
grubu ile Kkarsilastinldiginda, Pp<0,05 DM grubu ile Kkarsilastirildiginda.
Hesaplamalarda tek-yo6nlii varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi
kullanildi.
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5.9. Hot Plate Testi Bulgulari

Deneklerin agrili uyarandan sakinma siireleri standart sapmalar1 (SEM) ile birlikte
sunulmustur (sekil 21).

DM grubunun agrili uyarandan sakinma siiresi KONTROL grubuna gore anlamh
bigimde artarken (p<0,05), DM+MIN, DM+FLU ve DM+MET+MIN gruplarinda

agrili uyarandan sakinma siiresi DM grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak

azalmistir (p<0,05).
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Sekil 21. Deneklerin agrili uyarandan sakinma siiresi. Her siitun 6-8 farenin, ortalama
+ SEM degerlerini belirtmektedir. ?p<0,05 KONTROL grubu ile karsilastirildiginda,
®p<0,05 DM grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi
(ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.
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5.10. HbAlc Degeri

Gruplardan alinan kan orneklerinde oOlgiilen HbAlc degerleri standart Sapmalari
(SEM) ile birlikte sunulmustur (sekil 22). Diyabetli gruplarin tiimiinde HbA 1c degeri
KONTROL grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 22. Deneklerin HbAlc degerleri (mmol/l). Her siitun 6-8 farenin, ortalama +
SEM degerlerini belirtmektedir. ®p<0,05 KONTROL grubu ile karsilastirildiginda.
Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi
kullanildi.
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5.11.Malondialdehit Diizeyleri

Gruplarin  hipokampus dokularinda 6l¢iillen MDA diizeyleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ancak DM grubunun MDA diizeyinin
KONTROL grubuna gére arttig1, bu artisin DM+MIN ve DM+MET+MIN gruplarinda
diizeldigi gozlenmistir (p>0.05, sekil 23)
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Sekil 23. Deneklerin MDA degerleri (nmol/g doku). Her siitun 6-8 farenin, ortalama
+ SEM degerlerini belirtmektedir. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi

(ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.
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5.12.Western Blot Bulgular:

DM grubunda kontrol grubuna gore TNF-a, IL-6 ve iba-1 proteinlerinin
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli bigimde arttigi, DM+MET, DM+MIN
gruplarinda ise bu proteinlerin ekspresyonunun DM grubuna goére anlamli bigimde
azaldig1 goriilmiistiir (p<0,05, sekil 24). DM+MET+MIN ve DM +FLU gruplarinda
da IL-6 ve iba-1 protein ekspresyonlart DM grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulunmus (p<0,05, sekil 24), bu gruplarda TNF-a proteini ekspresyonunda gézlenen
diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05, sekil 24). DM+PIR grubunda
ise DM grubuna gore IL-6 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli azalma
goriiliirken (p<0,05, sekil 24), TNF-a ve iba-1 diizeylerinde goriilen azalma anlaml
bulunmamustir (p>0,05, sekil 24).

BDNF protein ekspresyonu DM grubunda kontrol grubuna gore azalmis, DM+FLU,
DM+MIN ve DM+MET+MIN gruplarinda ise DM grubuna gore acik sekilde artmistir
ancak bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05, sekil 24).

MIN ve MET gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik goriilmemistir
(p>0,05, sekil 24).
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Sekil 24. Hipokampal doku protein ekspresyon diizeyleri (tiim proteinlerin
ekspresyonu actb’ ye gore standardize edilmistir). Her siitun 6-8 farenin, ortalama +
SEM degerlerini belirtmektedir. ?p<0,05 KONTROL grubu ile karsilastirildiginda,
®p<0,05 DM grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi
(ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanild1.
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Sekil 25. Biitiin gruplarda calisilan proteinlere ait western blot bant goriintiileri
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5.13. Histoloji Bulgular1

5.13.1 Histopatolojik bulgular

Kontrol grubu: Serebral kortekste normal histolojik yap1 izlendi. (Resim 8)

Resim 8. KONTROL grubu beyin Kkesiti. Beyin korteksinde normal histolojik
goriiniim (H-E, Bar: 50 um)
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MIN grubu: Serebral kortekste kontrol grubu ile benzer normal histolojik yapi izlendi
(Resim9).

Resim 9. MIN grubu beyin kesiti. Beyin korteksinde normal histolojik gdriiniim (H-
E, Bar: 50 pm)

MET grubu: Serebral kortekste kontrol grubu ile benzer normal histolojik yap1 izlendi

(Resim10).

o

Resim 10. MET grubu beyin Kkesiti. Beyin korteksinde normal histolojik goriiniim (H-
E, Bar: 50 pm)
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DM grubu: Beyin hiicrelerinde vaskiiler dilatasyon, dejenerasyon ve piknozis izlendi

(Resim 11).

Resim 11. DM grubu beyin kesiti. Kirmiz ok: vaskiiler dilatasyon, siyah ok: néronal

dejenerasyon ve piknozisi ifade etmektedir (H-E, Bar: 50 um).

DM+MIN grubu: DM grubunda gozlenen vaskiiler dilatasyon, dejenerasyon ve

piknozisin azaldig1 gortilmistiir (Resim 12).

]
e

Resim 12. DM+MIN grubu beyin kesiti. (H-E, Bar: 50 pm).
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DM+MET grubu: DM grubunda gozlenen vaskiiler dilatasyon, dejenerasyon ve

piknozisin azaldig1 gorilmistiir (Resim13).

Resim 13. DM+MET grubu beyin kesiti (H-E, Bar: 50 um).

DM+MET+MIN grubu: DM kaynakli vaskiiler dilatasyon, dejenerasyon ve

piknozisin biiyiik oranda diizeldigi, kontrol grubuna yakin bir goriiniim izlendi (Resim
14).

Resim 14. DM+MET-+MIN grubu beyin kesiti (H-E, Bar: 50 pm).
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DM+PIR grubu: Beyin hiicrelerinde vaskiiler dilatasyon ve dejenerasyonun yer yer

devam ettigi izlendi (Resim 15).

-

Resim 15. DM+PIR grubu beyin Kesiti. Kirmiz ok: vaskiiler dilatasyon, siyah ok:

noronal dejenerasyon ve piknozisi gostermektedir (H-E, Bar: 50 um).

DM+FLU grubu: Beyin hiicrelerinde vaskiiler dilatasyon ve dejenerasyonun yer yer

devam ettigi izlendi (Resim 16).

Resim 16. DM+FLU grubu beyin kesiti. Kirmiz ok: vaskiiler dilatasyon, siyah ok:
noronal dejenerasyon ve piknozisi gostermektedir (H-E, Bar: 50 um).
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5.13.2. Iimmiinohistokimyasal bulgular
Deneklerden alinip kesitlere ayrilan beyin dokularinda immiinohistokimyasal metod

ile gerceklestirilen iba-1 ekspresyon tayinine ait resimler asagida sunulmustur.

Kontrol grubu: beyin kesitlerinde ¢ogunlukla negatif iba-1 ekspresyonu gézlendi
(Resim 17).

Resim 17. KONTROL grubu iba-1 immunohistokimyasal boyama. Ekspresyonun
negatif oldugu alanlar (sar1 ok) (Anti-iba-1, Bar: 20 um)
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MIN grubu: beyin kesitlerinde cogunlukla negatif iba-1 ekspresyonu gozlendi
(Resim 18).

Resim 18. MIN grubu iba-1 immunohistokimyasal boyama. Ekspresyonun negatif

oldugu alanlar (sar1 ok) (Anti-iba-1, Bar: 20 um)

MET grubu: Beyin kesitlerinde ¢ogunlukla negatif iba-1 ekspresyonu goézlendi
(Resim 19).

Resim 19. MET grubu iba-1 immunohistokimyasal boyama. Ekspresyonun negatif

oldugu alanlar (sar1 ok) (Anti-iba-1, Bar: 20 pm)
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DM grubu: Beyin kesitlerinde yogun pozitif iba-1 ekspresyonu izlendi (Resim 20).

Resim 20. DM grubu iba-1 immunohistokimyasal boyama. Serebral kortekste yogun

iba-1 immiin reaksiyonu (siyah ok). (Anti-iba-1, Bar: 20 pm).

DM+MIN grubu: DM grubuna gére pozitif iba-1 ekspresyonunda énemli oranda

azalma goridi (Resim 21).

Resim 21. DM+MIN grubu iba-1 immunohistokimyasal boyama. Ekspresyonun

negatif oldugu alanlar (sar1 ok) (Anti-iba-1, Bar: 20 um)
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DM+MET grubu: DM grubuna gore pozitif iba-1 ekspresyonunda énemli oranda

azalma goriidi (Resim 22).

Resim 22. DM+MET grubu iba-1 immunohistokimyasal boyama. Ekspresyonun

negatif oldugu alanlar (sar1 ok) (Anti-iba-1, Bar: 20 um)

DM+MET+MIN grubu: DM grubuna gore pozitif iba-1 ekspresyonunda énemli

oranda azalma goriidi (resim 23).

Resim 23. DM+MET+MIN grubu iba-1 immunohistokimyasal boyama.
Ekspresyonun negatif oldugu alanlar (sar1 ok), ekspresyonun pozitif oldugu alanlar
(siyah ok). (Anti-iba-1, Bar: 20 pm).
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DM+FLU grubu: Iba-1 ekspresyonun DM grubuna gore azaldigi ancak yogunlugun

devam ettigi izlendi (Resim 24).

Resim 24. DM+FLU grubu iba-1 immunohistokimyasal boyama. Ekspresyonun

pozitif oldugu alanlar (siyah ok). (Anti-iba-1, Bar: 20 um).

DM+PIR grubu: DM grubuna benzer pozitif iba-1 ekspresyonu izlendi (Resim 25)

Resim 25. DM+PIR grubu iba-1 immunohistokimyasal boyama. Ekspresyonun pozitif
oldugu alanlar (siyah ok). (Anti-iba-1, Bar: 20 um).
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6. TARTISMA

Diyabet kronik hiperglisemi ile seyreden metabolik bir bozukluktur. Insiilin direncinin
de goriildigi tip 2 diyabet, tim diyabetlilerin %90-95’ ini olusturmaktadir. Diyabet
ve mental bozukluklarin (depresyon, anksiyete, kognitif bozukluklar) bir arada
goriilme olasiligl, ayr1 ayr1 goriilmeleri olasiligindan oldukc¢a fazla bulunmustur(44,
306, 307). Diyabete bagli davranis ve bellek bozukluklarinin patofizyolojisinde
inflamasyonun 6nemine dikkat ¢ekilmesi {izerine bu hastaliklarin tedavisinde santral
sinir sistemine kolayca gegebilmesi sebebiyle, ikinci kusak tetrasiklin grubu bir
antibiyotik olan minosiklin denenmeye baslanmistir(4, 7, 106, 308). Bu amagcla
yapilan ¢aligmalarda deneysel tip 2 diyabet modeli olusturmak i¢in, bu ¢alismada da
kullandigimiz yiiksek kalorili diyet ve STZ uygulamasi siklikla tercih edilen ve kabul
goren bir yontem olmustur(309-311).

Diyabet durumunda goriilmesi beklenen kilo kaybi, bu ¢aligmada yiiksek kalorili diyet
ve STZ uygulamas: ile olusturulan deneysel diyabet modelinde yiiksek kalorili
beslenme sonrast anlamli bir agirlik artisi, STZ uygulamasindan sonra ise anlamli bir
kilo kayb1 seklinde gozlenmistir. Bunun yani1 sira DM gruplarinda AKG ve HbAlc
diizeylerinde goriilen artis diyabetik tablo ile biitiinlesmektedir. Caligmada diyabet
durumunda fluoksetin haricindeki ilaglarin agirlik degisimi {izerine etkisinin
bulunmadigi, metformin haricindeki ilaglarin da AKG iizerine etkisinin olmadig1
gbzlenmistir. Ancak, yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, minosiklinin giimiis

nanopartikiiliiniin AKG’ yi diistirdiigi bildirilmistir(312).

Lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi igin gergeklestirilen agik alan testinden elde
edilen toplam kat edilen mesafe ve hiz verisine gore gruplar arasinda anlamli bir
farklilik goériilmemistir. Bu da diyabetin belirgin bir hareket kisitlamasi
olusturmadigin1 gdstermektedir. Yapilan benzer bir calismada diyabetin lokomotor
aktiviteyi baskiladigi(215), bir digerinde ise lokomotor aktiviteyi etkilemedigi
belirtilmistir(106).

Bu calismada, daha 6nce yapilan ¢aligmalarla benzer bigimde DM grubunun zorunlu
yilizme testinde gegirdigi hareketsiz siirenin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi

gosterilmig(215, 313, 314) ve bu diyabete bagli depresyon lehine yorumlanmustir.
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Zorunlu ylizme testinde DM grubunda goriilen hareketsiz siire artisinin fluoksetin,
minosiklin ve metformin uygulamalariyla geri ¢cevrildigi gézlenmistir. Bu da ad1 gegen
ilag uygulamalar1 ile antidepresan-benzeri etki olustugunu gostermektedir.
DM-+MET+MIN grubunda hareketsiz gegen siirenin DM+MIN grubundan fazla
olmasmin sebebi bu calismada metforminin lokomotor aktiviteyi az da olsa
baskilamasina baglanabilir. Caligmada elde edilen veriler ile; diyabetin yol agtigi
depresyon {izerine minosiklin ve minosiklin-metformin kombinasyonunun en az
fluoksetin kadar etkili oldugu sonucuna ulasilmistir. STZ uygulanarak diyabet
olusturulan ratlarda kronik minosiklin (80mg/kg, p.o., 3 hafta) tedavisi ile zorunlu
yiizme testinde gecirilen hareketsiz zamanin azaldigi gosterilmistir(7). Baska bir
calismada da benzer bigcimde STZ ile diyabet olusturulan farelere uygulanan
minosiklinin (100mg/kg, p.o, 4 hafta) zorunlu yiizme testinde gegirilen hareketsiz
zamani azalttigi, bu etkinin pro-inflamatuar sitokin ve mikroglial aktivasyonun
azalmasi yolu ile ortaya ¢iktig1 bildirilmistir(314). Calismamizda diyabet durumunda
TNF-a, IL-6 pro-inflamatuar sitokinleri ve mikroglial hiicrelerin aktive oldugunun
gostergesi olan iba-1 ekspresyonu artisinin, minosiklin ve minosiklin+metformin
kombinasyonu ile geri ¢evrildigi gézlenmistir. Bu nedenle, diyabete bagli depresyonda
inflamatuar yolagin ve mikroglial hiicrelerin aktive oldugu, antidepresan etkinin bu

yolagin baskilanmasi ile gergeklesmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anksiyete diizeyinin belirlenmesi amaciyla acik alan testi ve ytikseltilmis art1 labirenti
testleri yapilmistir. Ag¢ik alan testinde deneklerin merkeze giris sayilar1 ve merkezde
gecirilen siireler DM grubunda kontrol grubuna gore anlamli bigimde diisiik
bulunmustur. Yikseltilmis art1 labirenti testinde merkeze giris sayilar1 ylizdesi ve
merkezde gegirilen silire yiizdesi DM grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olmasa da diisiik olarak gézlenmistir. Bu sonuglar diyabet ile iligkili
anksiyojenik etkilerin goriildiigii diger ¢alismalar ile ortiismektedir(5, 206, 315, 316).
[lk kez bu c¢alisma ile minosiklin ve minosiklin-metformin kombinasyonunun
diyabetin neden oldugu anksiyete fiizerine etkisi arastirtlmistir. Minosiklin ve
minosiklin-metformin kombinasyonu hem agik alan hem de yiikseltilmis art1 labirenti
testi ile gosterildigi lizere diyabetin neden oldugu anksiyete {izerine fluoksetin ile
benzer diizeyde etkili bulunmustur. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada deneysel inme

modelinde farelere uygulanan minosiklinin (30mg/kg, i.p., 14 giin) antidepresan ve
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anksiyolitik etkiler gosterdigi bildirilmis, bu etki minosiklinin néroprotektif etkisine
baglanmistir(317). Baska bir ¢aligmada ise, depresyon modeli olusturmak igin oldukga
fazla kullanilan, kabul géren bir yontem olan kronik hafif stres (8 hafta) uygulanan
ratlara verilen minosiklinin (50mg/kg, i.p., 4 hafta) depresyon ve anksiyete benzeri
davranig lizerine iyilestirici etkisi stres durumunda artan mikroglial aktiviteyi
azaltmasina atfedilmistir(318). Calismamizda da benzer sekilde diyabet durumunda
artan mikroglia aktivitesinin gostergesi olan iba-1 ekspresyonu minosiklin ve
minosiklin-metformin kombinasyonu ile azalmistir. Bu da anilan ilaglarin anksiyolitik
etkilerine, artan iba-1 ekspresyonunu azaltmalarinin aracilik etmis olabilecegi seklinde

yorumlanabilir.

Emosyonel bellek performansinin 6l¢giildiigii pasif sakinma testinde deneyin ilk giinii
deneklerin karanlik kisma gegtiklerinde verilen elektrik sokunu hatirlayarak karanlik
kisma gegme diirtiilerini bastirmasi ve 2. giin gecis siiresinin artmasi beklenmektedir.
Oysa bu ¢alismada diyabetin 2. giin gegis siiresini istatistiksel olarak anlamli olmasa
da onemli oranda azalttig1r gozlenmistir. Bu sonug¢ diyabet durumunda emosyonel
bellegin bozuldugunu gosterse de, bu sonuca diyabet durumunda bozulan sinirsel
iletilerin de sebep olabilecegi diisiiniilebilir. Yapilan bir ¢alismada STZ ve yiiksek
kalorili diyet ile diyabet olusturulan ratlarda pasif sakinma testinde 2. giin gecis
sliresinin azaldig1 ve bu azalmanin beyinde asetilkolinesteraz (AchE), TNF-a, IL-1
ve MCP-1 (monocyte chemoattractant protein) diizeyinin artigi, glutatyon diizeyinin
azalmasi ile iligkili oldugu gosterilmistir(4). Baska bir ¢alismada da STZ ve yiiksek
kalorili diyet ile tip 2 diyabet olusturulan ratlarda emosyonel bellekte goriilen bozulma,
GSH ve BDNF diizeyindeki azalma, MDA ve AchE diizeyindeki artig ile
iliskilendirilmistir(319).

Pirasetam, noroprotektif 6zelligi ile santral nérotransmitter sistemi etkiledigi bilinen,
kognitif bozukluk iizerine yapilan bir¢ok arastirmada referans ilag olarak tercih edilen
nootropik bir ilagtir(320). Bu ¢alismada diyabet olusturulup minosiklin, pirasetam,
metformin ve minosiklin+metformin uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli
olmasa da pasif sakinma testinde 2. giin gegis siiresinin Onemli oranda arttig1
gozlenmistir. Bahsi gegen ilaglarin diyabet durumunda bozulan emosyonel bellek
lizerine pirasetam kadar etkili oldugu, minosiklin+metformin kombinasyonunun,

minosiklinin tek basina uygulanmasina gore anlamli bir farklilik olusturmadigi
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sonucuna varilmistir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada yiiksek kalorili diyet ve STZ ile
diyabet olusturulan ratlarda bozulan emosyonel bellegin minosiklin (50 mg/kg, 15
giin) uygulamasi ile diizeldigi gosterilmis, bu etkiden minosiklinin anti-inflamatuar ve
anti-oksidan ozellikleri ile hipokampal noron hasarindan korumasi sorumlu
tutulmustur(4). Calismamizda da emosyonel bellekte gozlenen bozulma ile paralel
olarak diyabet grubunda MDA diizeyinde artis ile ifade edilen lipit peroksidasyonu
artis, TNF-a ve IL-6 ile ifade edilen inflamasyon artis1 goriilmiis, minosiklin ve
minosiklin+metforminin anti-inflamatuar ve anti-oksidan etkileri ile bozulan
emosyonel bellek performansini iyilestirdigi diisiiniilmiistiir. Anilan parametreler
tizerine minosiklin ve minosiklin+tmetformin kombinasyonunun pirasetamdan daha
etkili olmasi pirasetamin emosyonel bellek {iizerine gosterdigi etkiyi farklh

mekanizmalar tizerinden gergeklestirmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yabanci obje tanima testi, kemirgenlerin herhangi bir pekistirme olmaksizin, dogal
kesif ve merak duygular ile gosterdikleri davranislari inceleyerek hipokampus
baglantili kisa siireli gorsel dgrenme-bellek diizeylerini degerlendirmek amaciyla
kullanilmaktadir(321). Epizodik belleginde hasar olmayan deneklerin yeni obje
etrafinda gegirdikleri siirenin artmasi1 beklenmektedir. Yaptigimiz ¢aligmada bu test ile
eski-yeni obje etrafinda gegirilen toplam siirenin, yeni obje etrafinda gegirilen siireye
orani seklinde ifade edilen ayirt etme indeksinin DM grubunda kontrol grubuna gore
anlaml bigimde azaldig1 gozlenmistir. Bu sonug literatiir ile benzer bigimde diyabetin
kisa siireli gorsel hafizayr bozdugunu gostermektedir(319, 322). Calismamizda
yabanci obje tanima testi ile diyabet durumunda bozulan kisa siireli epizodik bellegin,
pirasetam uygulamas: ile diizeldigi gosterilmistir. Ancak, tiim diyabet+ilag
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da diyabet grubuna goére ayirt etme
indeksinde belirgin artiglar oldugu gézlenmis, diyabet durumunda bozulan epizodik
bellek iizerine calismamizda uygulanan tiim ilaglarin etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Daha evvel diyabet durumunda bozulan epizodik bellek {izerine minosiklinin etkisinin
incelendigi ¢alisma bulunmamakla birlikte, 6nceki bir ¢alismada postnatal
intrahipokampal lipopolisakkarit enjekte edilerek sizofreni benzeri tablo olusturulan
ratlara uygulanan minosiklinin (40 mg/kg, intagastrik, 14 giin) yabanci obje tanima
testinde hatirlama yetilerini iyilestirdigi gosterilmistir(323). Bunun nedeni diyabet

durumunda artan mikroglial aktivasyon gibi sizofreni benzeri tabloda da mikroglia
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aktivitesinin gostergesi olarak kullanilan iba-1 diizeyinin artist ve bu artist
minosiklinin geri ¢evirmesi olarak ifade edilmistir. Calismamizda da diyabet
durumunda artan iba-1 ekspresyonu, minosiklin ve minosiklin-metformin
kombinasyonu ile azalmig, bu da literatiir ile benzer bi¢cimde epizodik bellek
bozuklugunun mikroglial aktivitede goriilen artis ile iliskili oldugu ve anilan ilaglarin

mikroglial aktiviteyi azaltmak sureti ile etki gosterdigi seklinde diistinilmiistiir.

Modifiye yiikseltilmis art1i labirenti testi uzaysal oOgrenme-bellek diizeyini
degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Buna goére, deneyin ilk glinii kapali kollart,
kapali kollara giden yolu ve ¢evresel isaretleri 6grenen deneklerin, ikinci giin daha kisa
siirede kapali kola gecmeleri beklenmektedir. Calismamizda DM grubunun 2. giin
kaydedilen kapali kola gecis stiresi kontrol grubuna gore anlamli bigimde artmistir. Bu
da literatiir ile benzer bi¢imde diyabet durumunda uzaysal 6grenme-bellekte bozulma
meydana geldigini gostermistir(324). Calismamizda modifiye yiikseltilmis arti
labirenti testinde diyabet grubunda artan 2. giin kapali kola gegis siiresinin; minosiklin,
fluoksetin, pirasetam ve metformin+minosiklin uygulamalari ile azaldigi gézlenmistir.
Bu da anilan ilaglarin diyabet durumunda bozulan uzaysal biligsel fonksiyonlari
iyilestirdigini gostermektedir. Ilk kez bu calisma ile minosiklin ve minosiklin-
metformin kombinasyonunun diyabetin neden oldugu uzaysal 6grenme-bellek iizerine
etkisi arastirilmistir. Onceki bir calismada ratlarda nikotin ile olusturulan
norodejenerasyon ve uzaysal ogrenme-bellek fonksiyonlarini degerlendirmek ig¢in
kullanilan bir baska test olan morris su labirenti testi ile gosterilen kognitif bozukluk
icin uygulanan minosiklinin (40mg/kg, i.p., 21 gilin) uzaysal 6grenme lizerinde
iyilestirici etkisinin oldugu, bu etkinin oksidatif stres, inflamasyon, apoptotik
gostergeleri azaltmasi ve BDNF diizeyini arttirmasi ile iligskili oldugu ileri
striilmistiir(325). Yaptigimiz ¢alisma da diyabet ile artan TNF-a ve IL-6
proinflamatuar  sitokinleri ile inflamasyonun, azalan BDNF diizeyi ile
norodejenerasyonun, artan MDA diizeyi ile lipit peroksidasyonunun olustugunu, tim
bu parametreleri minosiklin ve minosiklin-metformin kombinasyonunun tersine
cevirdigini  gostermektedir. Bu da minosiklin  ve  minosiklin-metformin
kombinasyonunun diyabet durumunda bozulan uzaysal 6grenme bellek {iizerine

etkisinde bahsi gecen mekanizmalarin katkisi oldugunu gostermektedir.
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Calismamizda Hot Plate (HP) testi ile DM grubunda agrili uyarandan sakinma
stiresinin kontrol grubuna gdre anlamli bigimde arttig1 yani agri duyumsamasinin
azaldig1 gosterilmistir. Daha evvel yapilan bir calismada STZ uygulanarak diyabet
olusturulan ratlarda da HP testinde sakinma siiresinin arttigi, bu durumun
demiyelinizasyon, sinir dejenerasyonu ve oksidatif stres ile iliskilendirilen diyabetik
noropatiye isaret eden sonuglardan biri oldugu belirtilmistir(326). Ayrica
calismamizda diyabet durumunda artan agrili uyarandan sakinma siiresinin minosiklin,
fluoksetin ve metformin+minosiklin uygulamasi ile anlamli bi¢imde azaldig:
gbzlenmistir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada da STZ ile diyabet olusturulan ratlarda
minosiklin (40-80 mg/kg, 14 giin) uygulamasi ile agrili uyarandan sakinma siiresinin
azaldig1 gosterilmistir. Bu azalma; TNF-o, IL-1B gibi pro-inflamatuar sitokin
diizeyinde goriilen azalma, lipit peroksidasyonunda azalma, SOD ve nitrit
konsantrasyonunda artig gibi oksidatif stres ile ilgili parametrelerde goriilen iyilesme

ile iligkilendirilmistir(327).

Hipokampal doku, depresyon, anksiyete ve bilis gibi nérodavranigsal siireglerde rolii
oldugu bilinen limbik yapilardan biridir. Lipit peroksidasyonunun son iirlinii olan
MDA, diyabet durumunda DNA ve proteinleri etkileyerek oksidatif hasara neden
olmaktadir(328). Diyabete bagli goriilen kognitif bozukluklar(4, 329), depresyon ve
anksiyetede(105, 330) oksidatif stresin rolii oldugu daha once yapilan ¢alismalar ile
gosterilmistir. Calismamizda istatistiksel olarak anlamli olmasa da hipokampal MDA
diizeyinin DM grubunda kontrol grubuna gore belirgin bi¢cimde arttigi, artan MDA
diizeyinin DM+MIN ve DM+MET+MIN gruplarinda azaldigi gézlenmistir. Bu da
diyabete bagli goriilen davranissal ve kognitif bozukluklarda etkili mekanizmalardan
birinin oksidatif stres artisi olabilecegini, minosiklin ve minosiklintmetformin
kombinasyonunun oksidatif stresi azaltarak etki gosterdigini diistindiirmistiir.
Minosiklinin santral sinir sistemi bozukluklarindaki néroprotektif etkisine antioksidan
Ozelliginin aracilik ettigi bilinmektedir(9). 2019 yilinda yapilan bir ¢aligmada diyabete
bagl kognitif bozukluk olusturulan ratlara uygulanan minosiklin tedavisinin diyabet
durumunda azalan GSH diizeyini arttirmak suretiyle oksidatif stresi normale
dondiirdiigii, diyabete bagli kognitif bozukluktaki iyilesmenin nedenlerinden birinin

de oksidatif stresi onlemek oldugu ileri siirtilmiistiir(4). Yapilan bir diger ¢alismada
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kronik hafif stres uygulanan ratlara verilen minosiklin tedavisinin oksidatif hasari

minimalize ettigi, artan MDA diizeyini azalttig1 gosterilmistir(331).

Calismamizda DM grubunda kontrol grubuna gore TNF-o ve IL-6 protein
ekspresyonunun artig1 inflamatuar yolagin diyabet patojenezindeki Onemine isaret
etmektedir. Literatiir de ¢calismamiz ile benzer bigimde diyabet durumunda goriilen
inflamasyon ile depresyon(106, 314), anksiyete(215, 316) ve kognitif bozukluklar(4,
332) arasinda bir iliskinin varligina dikkat ¢ekmektedir(308, 333). Bu galismada
diyabet durumunda artan TNF-a ve IL-6 diizeylerinin DM+ilag¢ gruplarinda azaldigi
tespit edilmistir. Calismamiza benzer bicimde 2019 yilinda gergeklestirilen ¢alismada
diyabete bagli kognitif bozuklugun tedavisinde kullanilan minosiklinin (50 mg/kg, 15
giin) TNF-a diizeyini diistirdiigii, kognitif bozuklugun anti-inflamatuar mekanizmalar
yoluyla giderildigi belirtilmistir(4). Baska bir ¢alisma ile de minosiklinin diyabete
bagli bozulan uzaysal bellekte iyilesme olusturdugu ve bu iyilesmenin
mekanizmalarindan birinin diyabet durumunda artan TNF-a ekspresyonunu diisiirmek
seklinde oldugu ileri siiriilmistiir (334). 2021 yilinda yapilan olduk¢a 6nemli bir
calismada diyabet ile iligkili depresyonun sebeplerinden birinin TNF-a artis1 oldugu,
zaten deneklere TNF- a verildiginde depresyon benzeri davranis gézlendigini ve TNF-
o artismnin minosiklin ile geri ¢evrilerek anti-depresan benzeri etki goriildiigi
bildirilmistir(314). Baska bir ¢alismada da diyabet olusturulan ratlara uygulanan
minosiklinin Alzheimer ile iligkili olarak artan A proteini ekspresyonu ve tau proteini
hiperfosforilasyonunu; TNF-a, IL-1p gibi proinflamatuar sitokinleri azaltip

noroinflamasyonu inhibe etmek suretiyle azalttigi savunulmustur(335).

BDNF, temel olarak ndrojenezis, ndronal apoptozis, rejenerasyon ve sinaptik plastisite
ile iliskili olan ndrotrofin alt familyasindan bir proteindir. Bir¢ok psikiyatrik hastalik
ve c¢esitli norodejeneratif bozuklugun patofizyolojisinde dnemli rol oynamaktadir.
Depresif hastalarin beyninde BDNF diizeyi diisiik ve hipokampus ile prefrontal
korteks boyutu kii¢iik bulunmustur. Diyabete bagl depresyon durumunda da BDNF
diizeylerinin diistiigii, antidepresan ilaglar ile tedavi sonras1 normal seviyeye geldigi
goriilmiistiir(336, 337). Bazi ¢alismalar da oksidatif hasar artisinin BDNF diizeyinde
azalmaya yol agarak kognitif bozukluga neden oldugunu belirtmistir(338, 339).

Yapilan bu ¢alisma ile de istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da diyabet durumunda
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BDNF diizeyinin distiigii, azalan BDNF diizeyinin minosiklin ve minosiklin-
metformin kombinasyonu ile fluoksetinden ve pirasetamdan daha fazla yiikseldigi
gozlenmistir. Bu sonug¢ davranis testleri ile gdzlemledigimiz diyabete bagli depresyon
ve kognitif bozuklugun tedavisinde, minosiklin ve minosiklin+metformin
kombinasyonunun fluoksetin ve pirasetam ile benzer diizeyde etki gostermesini
aciklayan parametrelerden biri olmustur. Diyabet durumunda bozulan davranigsal ve
kognitif bozukluklarin tedavisinde uygulanan minosiklin ve minosiklin+metforminin
etkisinin BDNF ile iliskilendirildigi bir ¢alisma bulunmamakla birlikte onceki bir
caligmada ratlarda nikotin ile olusturulan nérodejenerasyon ve kognitif bozukluk
tedavisi i¢in uygulanan minosiklinin (40mg/kg, i.p., 21 giin) uzaysal 6grenme iizerinde
tyilestirici etkisinin oldugu, bu etkiye aracilik eden mekanizmalardan birinin azalan
BDNF diizeyini arttirmak oldugu ileri stirtilmistiir(325). Baska bir ¢alismada da
diyabetik noropati olusturulan ratlara uygulanan minosiklinin etkisine diyabet

durumunda azalan BDNF diizeyini arttirmasinin aracilik ettigi belirtilmistir(340).

Yapilan bu ¢alismada ile immiinohistokimyasal olarak beyin dokusu kesitlerinde
izlenen ve western blot yontemi ile dlgiilen iba-1 ekspresyon diizeyinin DM grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde arttig1, artan ekspresyonun
minosiklin, metformin, fluoksetin, metformin+minosiklin uygulamalar ile anlamli
sekilde azaldig1, gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik bulunmadig1 goriilmistiir.
Onceki ¢alismalar daha fazla toksik molekiil ve pro-inflamatuar sitokin salinimina
neden olan iba-1 ekspresyonunun diyabet durumunda arttigini belirtmistir(341-343).
Bunun yani sira diyabette goriilen iba-1 ekspresyon artisi; depresyon(314),
anksiyete(344) ve kognitif bozukluk(345) ile iliskilendirilmistir. Diyabete bagl
anksiyete ve kognitif bozukluk durumunda minosiklin uygulamasinin artan mikroglial
aktivite ile iliskisi daha evvel calisilmamistir. Ancak onceki bir ¢alismada deney
hayvanlarinda olusturulan anksiyete modelinde minosiklinin anksiyolitik etkisine
artan iba-1 ekspresyonunu azaltmasinin aracilik ettigi gosterilmistir(344). Ayrica,
Sakurai ve ark. 2021 yilinda gergeklestirdikleri c¢alismada olusturulan deneysel
diyabete bagli depresyonun tedavisinde uygulanan minosiklinin hipokampal dokuda
artan mikroglia aktivasyonunu azaltmak sureti ile etki gosterdigi ileri

stirlilmiistiir(314).
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Calismada gergeklestirilen histopatolojik incelemelerde DM grubunda izlenen
vaskiiler dilatasyon, dejenerasyon ve apoptotik yolagin indiiklendigine isaret eden
piknozis goriiniimiiniin metformin, minosiklin ve metformin+minosiklin uygulamalar1
ile nemli oranda azaldig1 izlendi. Bu da diyabet ile olusan hiicresel hasarin anilan ilag
uygulamalari ile iyilesme gosterdigine isaret etmektedir. Daha Once yapilan bir
calismada piknotik hasarin da eslik ettigi dejenerasyonun Ogrenme bellek
bozukluklarina neden oldugu belirtilmistir(346). 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada
minosiklinin; ratlarda nikotinin CREB/BDNF yolagini inhibe ederek olusturdugu
norodejenerasyon ve kognitif bozuklugu, oksidatif stres, norodejenerasyon,
inflamasyon ve apoptozu minimalize ederek gosterdigi ndroprotektif etkisi ile,
tyilestirdigi gosterilmistir(325). Calismamizda minosiklin, metformin,
minosiklin+metformin uygulamalari ile iyilesme gosteren piknozis, dejenerasyon ve
diyabet ile azalan BDNF diizeylerinde gozlenen artma, artan oksidatif stres ve
inflamasyonun azalmasi birlikte degerlendirildiginde, gozledigimiz kognitif
iyilesmenin minosiklinin noroprotektif etkisi araciligi ile gerceklesmis olabilecegi

diistiniilebilir.
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7.SONUC VE ONERILER

Diyabet, diinyada goriilme siklig1 giderek artan metabolik bir bozukluktur. Tip 2
diyabet ve hastaliga bagli komplikasyonlarin yiiksek kalorili diyet ve streptozotosin

uygulamasi ile insandakine en yakin bi¢imde modellenebilecegi belirtilmistir.

Minosiklinin; gerek diyabet durumunda uyarilan gerekse son zamanlarda davranissal
ve bilissel bozukluk gelisimine zemin hazirladig1 isaret edilen inflamasyon, oksidatif
stres, mikroglial aktivasyon artist ve ndrodejenerasyon iizerine etki gostermesi,
metforminin de diyabete bagli bozulan metabolizmay1 diizenlemesi tek basina
minosiklinin ve metformin ile kombinasyonunun diyabete bagl davranigsal ve biligsel

bozukluklar {izerine iyi bir tedavi alternatifi olabilecegini diistindiirmiistiir.

Antidepresan etkinin mevcut tedavide yaklagik 3 haftalik siire sonunda gézlenmeye
basladig1 klasik antidepresan tedavilerin etki olusturmasi i¢in haftalar ge¢mesi
gerektigi ve bu siirecte goriilen yan etkilerden dolay1 hastanin tedaviye uyuncunun
azaldig1, tedaviyi siirdiirmede sorunlar yasandigi ve tedavi basarisinin azaldigi
bilinmektedir. Ayrica hem diyabetin hem de depresyonun neden oldugu anksiyete ve
kognitif bozukluklar, hastalarin yasam kalitesini diisiirmektedir. Giincel literatiirde;
diyabete bagli kognitif bozukluklarin ilerleyerek Alzheimer hastaligina zemin
hazirladigi, kan glukoz diizeyi yiiksekligi ile seyreden Alzheimer’ mn tip 3 diyabet
olarak nitelendirilebilecegi vurgulanmaktadir. Bu sebepledir ki diyabete bagh
depresyon, anksiyete ve kognitif bozuklugun tedavi edilmesi olduk¢a 6nem arz
etmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada minosiklin ve minosiklin-metformin kombinasyonunun
diyabete bagli depresyon, anksiyete ve kognitif bozukluklar {izerine 1yilestirici etkiler
gosterdigi, minosiklinin tek basina veya metformin ile kombinasyonunun benzer
derecede etkili oldugu gorilmistir. Bu etkide, lipit peroksidasyonun,
norodejenerasyonun, mikroglial aktivasyonun azalmasi ile anti-inflamatuar etkinin
rolii oldugu goriilmistiir. Yapilacak ileri ¢aligmalar ile bu etkiden sorumlu

mekanizmalar {izerinden etki gosterebilecek alternatif tedaviler gelistirilebilecektir.
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DENEYSEL DiYABETIN NEDEN OLDUGU DEPRESYON
TEDAVISINDE MINOSIKLIN VE MiNOSIiKLiN+METFORMIN
KULLANIMI

EFFECT OF MINOCYCLINE AND MINOSCYCLINE+METFORMIN ON EXPERIMENTAL
DIABETES-RELATED DEPRESSION

Merve INCI CAMCI" (9, Meral ERDINC? ()" Emre UYAR? (), ilker KELLE? (O
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0z

Amag: Minosiklin, santral sinir sistemine gegebilen, ikinci kugak tetrasiklin grubu bir antibiyotiktir.
Minosiklinin anti-inflamatuar, mikroglial aktivasyonu azaltma, anti-apoptotik, antioksidan ozellikleri oldugu
bilinmektedir. Son yillarda diyabet ve depresyon arasinda ¢ift yonlii bir iliski oldugunun ve fizyopatolojilerinde
ortak mlaklardan birinin inflamasyon oldugunun ileri stirtilmesi ile minosiklinin depresyon iizerine etkileri

calisilmaya b stir. Bu ¢all da minosiklinin tek basina ve divabet tedavisinde kullanilan metformin ile
kombinasyonu ;eklmde Imllammmm diy abet lle iligkili depresyon iizerine etkilerinin ortaya konmast amaglandi.
Gereg ve Yontem: Farelerde i kine benzer tip 2 diyabet modeli olusturmak igin 4 hafialik yiiksek

kalorili divetin ardindan ardigik bes giin, giinde 1 defa streptozotosin (50mg/kg) uygulandi, uygulamadan 1 hafta
sonra aghk kan glukoz diizeyi 200 mg/d| nin iizerinde olan deneklerde diyabetin olustugu kabul edilip deneye
dahil edildi. Streptozotosin (STZ) enjeksiyonundan iki hafta sonra minosiklin (40mg/kg), ﬂuokscun (20mg/kg) ve
metformin (200mg/kg) 7 giin siire ile giinde bir defa uygulad. lla¢ uygulamalar: diktan sonra;
lokomotor aktivitenin belirlenmesi igin agik alan testi, depres) on diizeyinin belirlenmesi i¢in zorunlu yiizme testi
yapild:.

Sonug¢ ve ann.;mn Diyabetin ve mgulanan ilaglarin lokomotor aktivitede anlamli bir degisiklik

lusturmadigi, minosiklin ve minosiklin-metformin kombi ise depresyon tedavisinde en az fluoksetin

kadar etkili oldugu sonucuna varildi. Antidepresan etkinin kisa siirede baslamasinin ha:lamn ledawye uyuncu
ve divabetin prognozu agisindan oldukca onemli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle de mi lin uygul
gosterdigi antidepresan etki iizerine yapilan ¢al lar deri ilmeli, etkinin mekanizmas: aragtirtlmalid)

Anahtar Kelimeler: Depresyon, dnabel, minosiklin
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10.3. Tez Intihal Raporu

FARELERDE OLUSTURULAN DIYABET MODELINDE BOZULAN
DAVRANISSAL VE KOGNITiF FONKSIYONLARIN TEDAVISINDE
MINOSIKLIN KULLANIMININ ARASTIRILMASI
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